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Introducción

1.1. LAS BACTERIAS LACTICAS COMO CONSERVANTES DE LOS

ALIMENTOS

Los procesosfermentalivosconstituyenuno de los métodosde conservaciónde

alimentos más antiguosque se conocen(McKay y Baldwin, 1990). Inicialmente el

procesose desarrolló empíricamente,al observarque ciertos alimentos durante su

almacenamientosufríanmodificacionesquedabanlugar anuevosproductoscomestibles,

saludablesy con diferentescaracterísticasorganolépticas.Fue a finales del siglo XIX
cuando,araízde las investigacionesde Pasteur(1877),se descubrióque la propiedadde

modificarlas característicasorganolépticasde los alimentosy de prolongarsuvida útil era
debida a agentesmicrobianos.Poco despuésMetchnikoff (1907) anticipóel conceptode
“probiótico” cuandosugirió que el consumode leche fermentadacon lactobadiospodía
prolongar la vida de las personasal desplazaréstosa otros microorganismosproductores
de “toxinas’, presenteshabitualmenteen el tracto intestinal.Rogers(1928) identificó una

sustanciade naturalezapeptídica(nisina),producidapor Lactococcustacñs,que inhibía a
otros microorganismosGram-positivos,tantopatógenoscomo alterantes.Debido a que

estacepaproductorade nisinaera utilizada como cultivo iniciador en la obtenciónde

derivadoslácteos, se planteéla posibilidad de utilizar su efecto antimicrobianoen la

conservacióndelos alimentos.

En Europa, las bacterias y las levadurasse empleanmás que los mohos en la

fermentación de los alimentos (Buckenhtiskes,1993). De entre las bacterias, las

denominadasbacteriaslácticasson las más importantes,puesto que contribuyen a la

conservaciónde una gran variedadde alimentos,entre los que destacanlos productos
lácteos, carnes, vegetales, cereales y frutas. Actualmente, se añaden cultivos de

microorganismosespecíficos (cultivos iniciadores) a la materia prima de forma

intencionada y bajo condiciones controladas, con el fin de estandarizar las características

organolépticas y sanitarias del producto final (Smith y Palumbo, 1981). Estos cultivos
iniciadores suelen ser de bacteriaslácticas.Actualmentese estimaqueel 25% de la dieta

europea y el 60%de la de otros países desarrollados, se basa en el consumo de productos
fermentados (Holzapfel. 1995).

Si bien las bacterias lácticas poseenun origen vegetal, la manipulaciónde los

alimentos con prácticas como la del ordeño manual de los animales,favorecióel accesode

estos microorganismos a nuevosnichosecológicos,como la leche, dondeprevalecen

frente a otros microorganismosgracias a sus característicasfisiológicas especiales

(Vandenbergh,1993); por un lado, los alimentos proporcionan los requerimientos
nutricionalesque estos microorganimosnecesitanpara su desarrolloy, por otro, las

3



Introducción

*

bacterias lácticas compiten eficientemente con otras posibles contaminaciones gracias a su

efecto antimicrobiano.
0

La degradación de los azúcares a ácidos orgánicos (láctico, acético, etc.) con la
a

consiguiente reducción del pH y el consumo de nutrientes,son los principales factores
quedeterminansuactividadantiniicrobiana.Además,otroscompuestoscomo metabolitos
del oxígeno (peróxido de hidrógenoy radicales libres), CO2, compuestosaromáticos

(diacetilo y acetaldehído),derivadosdeshidratadosdel glicerol (reuterina),benzoato,D-
isómerosde aminoácidos,enzimas bacteriolíticos, bacteriocinas,antibióticos y otras

sustanciaspoco definidas,contribuyena potenciardkha actividad(Piard y Desmazeaud,

1991, 1992).

En los últimos años, la nuevademandade productosde calidad, nutricionalmente
a

sanos,menosprocesadosy más naturales(libres de conservantesartificiales) (Gould,
1992),ha potenciadoel desarrollode productosmínimamenteprocesadosy conservados

por el frío (Mossel y Struijk, 1991). En este sentido,la refrigeracióny el empleo de —

atmósferasmodificadas están constituyendo métodos cada vez más utilizados de

conservaciónde los alimentos,con un efectosignificativo en la microflora del producto,
favoreciendo el desarrollo de bacterias lácticasfrente al de otros microorganismosno
deseados.

a

Por estos motivos, la conservaciónde los alimentos por el efecto antagonista
e

microbiano(antibiosis)está adquiriendounaconsiderableimportanciaen comparación

conla conservaciónquímica.Actualmente,el término ‘biopreservación”sedefinecomola
prolongaciónde la vida útil de los alimentosy la mejora de su salubridadmedianteel e

empleode unamicrofloradeterminaday/o los productosantimicrobianosproducidospor
ella. La metodología consistiría en (1), añadir cultivos microbianos que crecen e

rápidamentey/o producensustanciasantagonistas(2), añadirdirectamentelas sustancias
antagonistas(3), añadir el producto concentradode la fermentaciónde un organismo —

antagonista o (4), añadir bacterias lácticas mesófilas protectoras ante fallos durante la
refrigeración(Stiles,1996).

a

Es evidente el papel primordial de las bacteriaslácticasdurantela biopreservación.

no ya sólo de los productos fermentados, sino tambiénde otro tipo de productos,como
la carne envasada en atmósferas modificadas. En este último caso, deberíanutilizarse
aquellas que produjesen una acidificación leve, de modo que no alterasen las e

características organolépticas del producto final; sin embargo, diversos estudiosindican
que se requieren inóculos con un gran número de microorganismos para evitar el o

4 e



Introducción

desarrollo de determinadospatógenos(Reddy 1970, 1975), lo que supondría una
alteración del aspecto y la texturadel alimento. Este problemapodría solucionarsesi se
añadieran directamente las bacteriocinas purificadas o los cultivos inactivados,aunqueen
este caso deberían combinarse con algúnotro “efecto barrera”,queevitaseel desarrollode
patógenos resistentes a las bacteriocinas empleadas (Abee, 1995).

Además de su actividad antimicrobiana, otras características favorecen el empleo de

las bacterias lácticas en los alimentos, como son el de impartir caraterísticas organolépticas

deseablesen los productosfermentados,incrementarel valor nutritivo de los mismos y
tenerefectosbeneficiososen la saluddel consumidor(Smith y Palumbo,1981). A este
último respecto,cabedestacarque las bacteriaslácticasmejoran la digestibilidadde la

lactosa, contribuyen a regular el tránsito intestinal, colaboran en el restablecimiento de

infecciones gastrointestinales y urogenitales y parecen tener una actividad
hipocolesterolémicay un efectoinmunoestimulante(Marteauy Rambaud,1993).

1.1. Bacteriocinasproducidaspor las bacteriaslácticas

1.1.1. Definición

Las bacteriocinas se definen como un grupo heterogéneo de compuestos
antibacterianosde naturalezaproteicaque varían en su espectrode actividad,modo de
acción, peso molecular, determinantes genéticos y características bioquímicas
(Klaenhammer,1988).

Gratia (1925), describió por primeravez uno de estoscompuestosen E.scherichia

coli, al observarque la cepaV (virulenta) producíaen medio líquido una sustancia
dializabley estableal calor (posteriormentedenominadacolicina V) que inhibía a otras

cepasde E. colí . Posteriormente,Jacob(1953) definió el término “bacteriocina” y le
atribuyó las característicasde (1) naturalezaproteica,(2) acciónbactericidarestringidaa

especiesfilogenéticamentepróximas,(3) modo de accióna travésde receptorescelulares
específicos, (4) codificación en plásmidosy (5) biosíntesis asociada a la muerte de las
células productoras. Más tarde se descubrió que muchas bacterias Gram-positivas
producían sustancias con características antimicrobianas,las cualesadquirieronuna mayor

relevancia que las colicinas,por suaplicaciónprácticapotencialen la conservaciónde los

alimentos y en la prevención o tratamientode algunas infeccionesmicrobianas(Tagg,

1976). Sin embargo,estos compuestosdiferían en gran medida a las características
previamente definidas por Jacob, siendo su naturaleza proteica y su modo de acción
bactericida las únicas cualidades comunes con los compuestos producidos por las
bacterias Gram-negativas (Tagg, 1976). Por estemotivo, el conceptode bacteriocinase

5



Introducción

ha redefinido varias veces y así Koninsky (1982), las definió como agentes

antimicrobianos de naturaleza peptídica cuya síntesis no es letal para la célula productora y
Stiles (1991). como sustancias cuyas únicas características comunes son su carácter
proteico y su actividad antimicrobiana. Otros investigadoreshan preferido utilizar el

u,

término BacreriocinLi/ce Inhibirory Substances(BLIS) (sustancias inhibidoras similares a
las bacteriocinas) para aquellos compuestos que no cumplen con la definición inicial de

Jacob (Tagg, 1991).

Dentro de las bacterias Gram-positivas, la producción de bacteriocinas por las e

bacterias lácticas está muy extendida, habiéndosedescritoen microorganismosde todos
los géneros de estegrupo.La nisinafue la primerabacteriocinaidentificadaproducidapor

unabacterialáctica(Rogers.1928)y hastaahorasehandescrito89 nuevasbacteriocinas

producidasporestegrupo (De Vuyst y Vandamme,1994). si bien estenúmeroaumenta
e

cadaaño por la intensaactividad investigadoraquese estádesarrollandoen estecampo.
Hay que indicar que muchasde las bacteriocinasdescritascomo “nuevas”, no se han
sometidotodavíaaunacaracterizaciónbioquímicay genéticarigurosa. —

1.1.2. Características generales de las bacteriocinas producidas por las
bacterias lácticas.

a
1 . 1.2.1. Característicasbioquímicas

Pordefinición,todaslas bacteriocinasconstande un componentepeptídicoesencial
eparaejercersu función, por lo que es lógico que todas seaninactivadaspor proteasas,

entreellas las digestivas.Esta sensibilidada los enzimasproteolíticos, es interesante
desdeel puntode vistaalimentario,ya que suponeque su ingestión resultaráinocuapara

el consumidory no alterarála microbiotaintestinalnormal.Además,algunasbacteriocinas
son sensiblesa otros enzimasno proteolíticos,como esel caso de las lactostrepcinas. e

sensiblesa lipasasy fosfolipasas(Dobrzanski,1982), la plantaricinaB. que se inactiva

porunalipasay por la alfa-amilasa(Westy Warner, 1988) y la plantaricinaS, sensiblea e
enzimasglicolíticos, lipolíticos y fosfolipolíticos (Jiménez-DIaz,1993). Este hecho
sugiere la presencia en algunas bacteriocinas de un componente no proteico, esencial en

esuactividadantimicrobiana.

La tolerancia al calor es generalmente alta, pudiendo resistir tratamientos e

equivalentesal de pasteurización,aunqueen algunoscasos,como la diplococcina(Davey
y Richardson,1981)o la lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1984), su resistenciase e

reduce significativamente tras su purificación. Esta termorresistenciasugiere una

organizaciónmolecular carente de estructuraterciaria (Piard y Desmazeaud,1992),
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existiendo algunas excepciones como en la helveticina J cuyaestabilidadtémúcaesmás
baja, debido a una estructura proteicamáscompleja(Joergery Klaenhammer1986).

La adaptación a las condiciones medioambientales debidas a la bacteria productora,

justifican su tolerancia a un pH neutro y ácido. Incluso en algunoscasos,como en la

nisina, su actividad antimicrobiana aumentaa un pH por debajode la neutralidady la

termoestabilidad es mayor a pH ácido. Por otra parte, la mayoría de las bacteriocinas son

estables durante su almacenamiento a temperaturas de -20>Co inferiores.

Estaspropiedadesfísico-químicashacenideal el empleode las bacteriocinasen la
industriaalimentaria,puestoque podríanresistirlos tratamientostérmicosy los cambios

de pH que sufren muchos alimentosdurantesu fabricacióny almacenamientoy, además,

su pequeño tamaño podría favorecersu difusión homogéneadentro de ellos (Piard y

Desmazeaud,1992).

El carácter hidrófobo es otra de las característicasde las bacteriocinasproducidas

por las bacterias lácticas. Este es el resultado de la alta proporción de glicinas y de la

presencia de enlaces tioéter en el caso de los lantibióticos. La hidrofobicidades una

propiedad característica de las proteínas que interaccionan con membranas(von Heijne,

1988), lo que corroborael modo de acción descrito para estas sustancias (como se
describirámásadelante).

1.1.2.2.Composicióny estructura

El análisis comparativo de la composición y estructura de las bacteriocinas

producidas por las bacteriaslácticas, muestrauna amplia heterogeneidadquímicaentre
estas sustancias. La mayoríason péptidoso proteínasque puedenconteneraminoácidos

modificados y, a veces, un componente lipídico o glucídico (Piard y Desmazeaud,1992).

Algunas de ellas son glucoproteínas, como la lactocina 27 o la caniocinaLA44A o

lipoproteinascomola dextranicina24 y la mesenterocina52, mientrasqueen otros casos
se trata de complejos glucolipoproteicos, como la fennenticina y la plantaricina 5, si bien

en algunos casos estas observaciones podríanser debidasa purificacionesno totalmente
homogéneas (Muriana y Klaenhammer 1991). La composición aminoacídicay la

estructura, son dos de los factores considerados en la clasificaciónde las bacteriocinas.

Adiferencia de las colicinas, de actividadlimitada aotrasbacteriasfilogenéticamente

próximas, el espectro de acción de las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas,

es muy diverso: mientras algunas afectan sólo a cepas próximas (como es el caso de la
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lactococinaA), otrasen cambiotienenun espectrode acciónmuchomásamplio (como la
nisina). Ambos tipos de bacteriocinas son interesantestecnológicamente,pues las
primeras podrían utilizarse para favorecer el crecimiento de una determinadacepa en
competición 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 desarrollo de bacteriaslácticas(como en algunasbebidas

alcohólicas y derivados cárnicos). Por su parte, las segundas son interesantes por su ti

capacidad de inhibir el desarrollo de una flora patógena y alterante (Piard y Desmazeaud,
1992), y no sólo la de microorganismos que comparten nichos ecológicos similares, u”

Respecto a su actividad antimicrobiana, conviene hacer una serie de consideraciones

generales (Jack, 1995):
(1). Dentro de la misma especie, algunas cepas pueden ser sensibles y otras

u,
resistentes a una bacteriocina determinada.

(2). Unacepasensibleaunabacteriocinapuedeteneralgunascélulasresistentesa

ella. —

(3). Unacepapuedesersensibleaunabacteriocinay resistenteaotra similar.
(4). Las cepas productoras de bacteriocinas pueden ser sensibles a otras —

bacteriocinas.
(5). En unacepacuyascélulassonsensiblesa unabacteriocina.aunquesusesporos

seanresistentes,éstossevuelven sensiblestrasla germinación.
(6). En condiciones normales, las bacterias Gram-negativas no son sensibles a las

e
bacteriocinas producidas por las Gram-positivas.

a,

Estaúltimaobservaciónseexplicaal analizary compararla composiciónde la paicd
celular de las bacteriasGram-positivasy negativas, en ambos casos la membrana
citoplasmáticaserodeade unaláminade peptidoglicano,peroen las Gram-negativas,esta —

es significativamentemás fina. Estas bacteriastienen una capa exterior adicional

compuestade fosfolípídos, proteínas y lipopolisacáridos,que es impermeablea la —

mayoría de las moléculas, sin embargo la presenciade poros permite la difusión de
moléculas de tamaño inferior a los 600 Daltons (figura 1.1.). Las bacteriocinasmás

e
pequeñasproducidaspor las bacteriaslácticasson de unos 3.000 Daltons, demasiado
grandesparaatravesarestaparedy alcanzarsu diana,la membranacitoplasmática(Abee,
1995).Sin embargo,Stevens(1991) y Ray (1993) han demostradoque Salmonellaspp.
y otras bacterias Gram-negativas se vuelven sensibles a la nisina tras tratamientosque

afectan a la permeabilidad de su pared celular. —

a
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paredcelular membranaexterior

~ ácido teicoico J
~— peptidoglicano

I <— membrana
citoplasmática

GRAM-POSITIVA

Figura LI. Representación esquemáticade la cubierta celular de las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. LPS, Jipopolisacáridos.

Fuente:T. Abee(1995).

1. 1 .2.4. Producción. biosíntesis y secreción

La biosíntesisde las bacteriocinasocurreduranteo al final de la faseexponencialde
crecimiento(Piard y Desmazeaud,1992), aunqueen algunoscasos,como en el de la

nisina (Hurst. 1981) o la pediocina PAl (Pucci er al., 1981, Biswasa aL, 1991) se
smtetizan también en grandes cantidades unavez iniciada la faseestacionaria.La cinética

de producción correponde a la de un metabolitoprimario, asociadoal crecimiento celular

y, por lo tanto, suproducciónestácondicionadaal incremento de biomasa.

Adiferencia de los antibióticospeptídicoscomo la bacitracinao la gramicidina, que
se sintetizan por medio de reacciones enzimáticascomplejas, las bacteriocinasde las

Gram-positivas se sintetizan ribosomalmente comoprecursores(prepéptidos),apartir del
genestructural.Estosprecursoresno son biológicamenteactivosy contienenun dominio
carboxilo-terminal(propéptido)y unasecuencialíder enel extremoamino-terminalquese
separandurantela maduración.En el caso de los lantibióticos, antesde producirsela
separación del líder, se suceden una serie de modificaciones post-traduccionales.

Aunque la función del líder no está totalmente definida, posiblemente incluye la

estabilización del prepéptido durante la traducción,el mantenimiento de la molécula
biológicamente inactiva frente a la membrana, mantener la conformación específica del

propéptido durante el procesado y ayudar en el transporte de los prepéptidos por sistemas

GRAM-NEGATIVA
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u

específicos (De Vuyst y Vandamme. 1994, Hoover y Steenson, 1993, Ray y Daeschel,

1992).

u

Generalmente, una vez sintetizadas, las bacteriocinas se liberan al exterior de la
u

célula,aunqueuna partepuederetenersedentrode ella(Kozak etaL, 1978, Rammelsberg
et aL. 19%). La secreciónde las bacteriocinasa través de la membrana citoplasmática se
produce normalmente por la actividad de transportadoresespecíficosdel tipo ABC

(Stoddard a aL, 1992, Marugg er aL, 1992, Fremeux et al., 1993). Estos complejos
proteicosconstande un dominio de unión al ATP en el extremo carboxilo. donde se

genera la energía necesaria para el transporte mediante la hidrólisis del ATP y de una
región hidrofóbica, integrada en la membrana en el extremo amino, que reconoce y

a
transportael sustrato(Fathy Kolter, 1993).

a

Puestoquela producciónde bacteriocinasseencuentrarelacionadaa la de biomasa,
su producción se optimiza suplementando el medio de cultivo con factores limitantes del

crecimientomicrobianocomo azúcares,vitaminaso fuentesde nitrógeno(Hurst, 1981), e

controlandoel pH del medio o eligiendoel mediode cultivo másadecuado(de Vuyst y
Vandame,1994). Así, por ejemplo, los niveles máximos de pediocinaAcHJPA-l se

obtienencuando el pH final del cultivo se ajusta a 3.6, no detectándoseactividad
antimicrobianaconvaloresde pH de 5.5 o superiores,apesarde que la biomasa formada

es mayor (Biswas eraL, 1991).

1.1.2.5. M~&d~i~n a

Para poder ejercer su acción, las bacteriocinas deben, en primer lugar, unirse a la

célula diana. Tanto los lantibióticos como los no lantibiótuicos se adsorben a la superficie e

celularde las bacteriasGram-positivas,independientementede quesean productorasde

bacteriocinas, no productoras, resistentes a ellas o sensibles. La adsorción parece ser a

dependiente del pH, con un máximo a pH 6 y un mínimo por debajo de 2 (Yang et al,

1992). Estas observaciones corroboran la hipótesis de que la unión inicial sucede por

atracción iónica entre ta molécula de bacteriocina y la superficie celular (Mortvedt-
Abildgaard eral., 1995). Se sospecha que los componentesmolecularesde la superficie

a
celular a los que se unen las bacteriocinas incluyen los ácidos teicoico y lipoteicoico
(Bhunia ej al.. 1991; Bierbaum y Sahí, 1991; Jack er aL, 1994). Estos componentes,

además, no existen en la pared de las bacterias Gram-negativas. e

El mecanismopor el que la bacteriocinapasaa través de la paredcelular hastala
membrana plasmática no se conoce con exactitud. Se ha sugerido que las alteraciones en

la carga neta, provocadas por e] cambio de] pH, podrían facilitar el transporte de las a
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moléculasde bacteriocinaa travésde la paredcelular (Ray y Daeschel,1992; Ray et al,

1993).

En el caso de la nisina y otros lantibióticos, la unión a la célula diana pareceser
inespecífica, como lo demuestra el hecho de que sean también activas sobre liposomas

(Kordel eral. 1989) y requiere un gradiente energético en la pared celular (García-Garcera
er aL ,1993; Driesen eral., 1995). En los no lantibióticos, como la pediocinaPA- 1 o la
lactococina A, se ha determinado que la unión se realiza a través de receptores especificos,

puestoque no actúansobreliposomasde célulassensibles(van Belkum et al, 1991) y el
tratamiento con proteasa K hace que las membranas se vuelvan insensibles a las

bacteriocinas,probablementepor digestiónde los receptores.Esta unión, además,no

parece ser voltaje-dependiente (Venema etaL, 1994).

En cualquier caso, una vez unida a la célula, el órgano diana parece ser la membrana

plasmáticade las célulasvegetativassensibles,dondela bacteriocinaprovocala formación
de canales o poros, alterando su pemeabilidad selectiva. A diferencia del modo de acción
de los detergentes, esto sucede sin que se pierda la integridad de la membrana,

conduciendo a la consiguiente pérdida de iones, aminoácidos y del ATP intracelular (Jung

and Sahl, 1991; Upreti and Hindsdill, 1975;Sahl and Brandis, 1983; Zajdel eral. 1985;

Bhunia et al, 1991; Abee et al, 1995). La pérdida del ATPy de los iones K~ y, por lo
tanto de la fuerza protón motriz, conduce a la reducción y/o disipación del potencial de

membrana y al agotamiento de las reservas energéticas. Estos fenómenosdeterminanel
descenso de la síntesis de macromoléculas (ADN. ARNy proteínas) y la imposibilidad de
mantener el transponeactivode nutrientes,provocandoel cese del crecimiento bacteriano

y, finalmente, la muerte celular(Koninsky, 1982).

Lascepasproductorasde bacteriocinasparecendisponerde un gen de la inmunidad

quecodificala síntesisdeproteínasde inmunidad.Estasevitaríanla acciónantimicrobiana
por un mecanismo todavía desconocido,que podría ser protegiendo al receptor,

compitiendo con la bacteriocina o bloqueando los poros (Nissen-Meyer et al., 1993;
Venema et al, 1993).

Algunas bacteriocinas, como la Pep5 y nisina activan, además, ciertas enzimas que

mducen la autolisis celular. Este procesoparece estar íntimamente relacionadocon su
naturaleza catiónica, de forma que podría tratarse de un proceso de intercambio iónico

(Bierbaum y Sahí, 1991). En general, la lisis celular resulta también favorecida por un
efecto osmótico, donde los componentes de alto peso molecular no pueden salir por los
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poros creados y ocasionan un flujo osmótico de aguahaciael interior, aumentandola
presión y favoreciendo, por consiguente, la lisis celular (Bierbaum y Sahí, 1991).

El efecto sobre las células sensibles suele ser bactericida, con lisis celular
e,

(Anderssonel aL, 1988. Pucci eraL, 1988; Bhuniaet al.. 1991) o sin ella (Kozak eraL,

1976, Davey. 1981; Barefoot y Klaenhammer, 1983, Piard eraL, 1990) aunqueexisten
excepciones, como es el caso de la lactocina 27. que parece ser bacteriostática (Upreti y u’

}Iinsdill, 1975). Asimismo, la acción es rápida y el descenso de la población viable se

produce a los pocos minutos del contacto con la célula (Barefooty Kaenhammer,1983;
Zajdel er aL, 1985; Piard er al., 1990). El efecto letal es mayor sobre las células en
crecimiento exponencial, que en las de fase estacionaria (Davey, 1981; Zajdel el aL,

1985).

1. 1 .2.6. Localización y organizaciónde los determinantesgenéticos
La producción de bacteriocinasse asocia, frecuentemente, con elementos genéticos

móviles tales como plásmidos o transposones, que puedenfacilitar su transferenciaentre a’

diversos géneros, especies o cepas. Los genes estructuralesde la mayoría de las

bacteriocinas no lantibióticos se localizan en plásmidos,aunquealgunosestáncodificados
en el cromosoma, como es el caso de la plantaricina A (Dzung eraL, 1993) o la sakacina

674 (Holck eral., 1994). En la nisina, el gen estructuralse localiza en un transposón
conjugativo(Hom eral., 1991; Raugher al., 1994), mientrasen otros lantibióticosse
encuentranen plásmidos.Los plásmidosimplicadosvaríanen tamaño,desdelas 6 Kb del

que codifica la pediocina SJ- 1 (Schved eraL, 1993),hastalos 131 Kb de la lactococinaA
(Stoddard el aL, 1992). El gen estructural se acompaña de otros adyacentes que participan
en la regulación, procesado, transporte e inmunidad, organizadosgeneralmenteen

operones.

e

En algunoscasos,un plásmidopuedeportar los determinantesgenéticosde varias

bacteriocinas,comoel de las lactococinasA, B y M (vanBelkum eraL, 1991, 1992). Por

otro lado, diferentes plásmidos presentesen cepas o subespeciesdistintas, pueden
codificar la misma bacteriocina; asípor ejemplo, la lactococinaA se ha localizadoen tres

e
plásmidos distintos en dos subespecies de I.acrococcuslacris (Holo el aL. 1991; Stoddard
ej al. ,1992, van Bellcum eral., 1991, 1992). Finalmente, una misma cepa, puede portar

varios plásmidos que codifican diversas bacteriocinas (Quadrieral., 1994).

a
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1.1.3 Clasificación de las bacteriocinas

Según la clasificación de Klaenhammer (1993), se distinguen cuatro clases de
bacteriocinas, atendiendo a su tamaño molecular, propiedades físico-químicas, presencia

de aminoácidos modificados y modo de acción. Estas son:

Grupo1: lantibióticos:son péptidosantimicrobianosde pequeñotamaño(menorde
5 KDa), termoestablesy conaminoácidosmodificados,de los que los máscomunesson
los deshidroaminoácidoscomo la deshidroalanina(DHA) y la deshidrobutirina(DHB),
originados post-traduccionalmentepor deshidrataciónde la serma y la treonina,

respectivamente.Por condensaciónde éstos con el grupo sulfhidrilo de las cisteinas
presentesen la molécula,se forman los enlacestioéter Ala-S-Ala, o ácido aminobutírico-
S-Ala, originandolos aminoácidoslantioninay ~-metil-lantionina,respectivamente(Jung,

1991;Jungy Sahí,1991). A suvez, segúnla estructuradelanillo formado,seconsideran
dos subgrupos(Jung, 1991):

- sjikgmp~h:moléculas antipáticas de estructuraterciaria tipo sacacorchosy con
pesosmolecularespor encima de los 2100 Da. Poseende 2 a 7 cargaspositivas y el
ejemplomáscaracterísticoesla nisinaA, producidapor Lacrococcuslactis. Otras son la

nisinaZ, producidatambiénporcepasdeL lacris (MulderseraL, 1991),la lacticina481,

producidapor L. ladás (Piard eraL, 1993), la lactocina5, producidapor Lacrobacillus

sa/ce MS (Mortvedt y Nes, 1990), la plantaricina C, de Lacrobacillus plantarum

(Gonzálezetal., 1994)y la carnocinaU149,de CarnobacreriunpiscicolaU149(Stoffelser

aL, 1992).

- snkgni~Áh:moléculasglobularesconpesosmolecularesde 1956 a 2041 Da, sin
cargao concarganetanegativa.Hastaahorano sehanidentificadolantibióticosdel tipo B

dentrode las bacteriaslácticas,siendoproducidaspor los génerosSrrepromycesspp. y

Streproverdcillium spp. y son, fundamentalmente,las duramicinas A, B y C, la
cmamicinay la ancovenina.

Grupo II: son péptidos pequeños(menos de 10 KDa), termoestablesy sin

aminoácidosmodificados en su estructura primaria. Se dividen en función de su
estructura primana, espectro de inhibición y número de péptidoscomponentesen:

- sub~rupo ha: péptidos activos frente a Lisreria spp., con la secuencia consenso

amino-terminal: Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-. Algunos ejemplos son la pediocina PA-

1 (o AcH) de Pediococcusacidilacrící (Nieto-Lozano eraL, 1992),las sakacinasA y P de

13
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u’

Lacrobacillu.ssake(Holck eral., 1992; Tichaczek er al., 1992) y las camobacteriocinas
BM1y B2 de Carnobacreriumpiscícola (Quadri eral., 1994). u,

- snhgmp=~.jIh:son complejosque requieren la acción complementariade dos
péptidos distintos para ejercer su acción, como es el caso de las lactococina My G (van
Bellcum eraL, 1991; Nissen-Meyer eraL, 1992)de Lacrococcuslacñs, o la plantaricina 5
de Lacrobacillusplanrarum(Jiménez-DíazeraL, 1993).

- sÉgn~n.jk: péptidos cuya actividad biológica depende del estado reducido de un
residuo de cisteina,al igual que sucede en ciertas toxinas tiol-activadas (Boulnois er al.,
1991). De estegrupo, hastaahorasólo se ha descrito la lactococina E de Lacrococcus

lacris (Venema etal., 1993).
a

Grupo III: Proteínasde más de 30 KDa, termolábiles, con aminoácidosno
modificados. Es el caso de la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), la
acidofilucinaA (TobaeraL, 1991)olaslacticinasA y E (Toba et aL, 1991b), todasellas
producidaspor especiesde Lacrobacillus spp.

a

Grupo IV: Bacteriocinasque requieren para su actividad grupos no proteicos
(lipidico o glucidico),comola leucocinaS de Leuconosrocparamesenteroides(Lewusel

aL, 1992) y la lactostrepcinas de L.acrococcuslacris (Kozak eraL, 1978).
a

1.1.4. Lantibióticos

Como se ha descrito previamente, los lantibióticos son péptidos activos de origen

bacteriano que contienenaminoácidosmodificados.Se producenpor síntesisribosomal a

de un precursor inactivo (prelantibiótico), que se modifica enzimáticamente a

continuación,paradar lugaral péptido activo. El piclantibiótico presentauna secuencia
líder en su extremo N-terminal, seguidade una región (prolantibiótico) quecontiene los
aminoácidossin modificar. Los aminoácidosque sufren las modificacionesenzimáticas —

postraduccionalesson, fundamentalmente,serna,treoninay cisteina:por deshidratación,
la sernay la treonina dan lugar a la deshidroalanina(DHA) y a la deshidrobutirina

u
(DHB), respectivamentey la condensaciónde éstosdeshidroaminoácidoscon la cisteína
origina los puentes disulfuro que configuran los anillos de lantionina y f3-metil-lantionina,

(figura 1.2.). Finalmente, el lantibiótico maduro se separa de su secuencia líder por medio

de una proteasa. Los lantibióticos maduros contienen con frecuencia residuos de DHAy/o
DHB, además de 3 a 5 anillos de lantionina o [3-metil-lantioninay algunos, además, —

poseen otros aminoácidos inusuales derivados de la lisina (por ej. lisinoalanina) o del
ácido aspártico (ácido hidroxiaspártico) o como resultado de la descarboxilación oxidativa
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SERINA

--Mi-CH-CO--

H-C-OH

--NR-CH-CO--
II

H-C-H

--Mi-CH-CO--

TREONINA

--NH-CH-CO--

CH3-C-OH

H

--NH-CH-CO--
II

CH3 -C-H

DESHIDROBUTIRINA

--NH-CH-CO--

CH3-CHCH2

5

CH2

s

CH2

--CO-CH-NR-- --CO-CH-Mi--

LANTIONINA f3-MIETIL-LANTIONINA

Figura L2. Biosíntesis de los aminoácidos inusuales más frecuentes
presentesen los lantibióticos. Fuente: J.M. Rodríguez(1996).
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u

de la lantionina (5-aminovinil-cisteina). Es de destacarque todas las cisteínasde la
moléculaseencuentransiempreformando partede unionestioétercon la deshidroalanina

o la deshidrobutirina.
e

Los lantibióticos se producen únicamente por bacterias Gram-positivas,
fundamentalmentede los génerosL.acrococcus,Sraphylococcus,Streprococcus,Bacillus,

Lactobacillus,Carnobacrerium,Actinoplanesy Strepromyces. a

A su vez, según su estructura,los lantibióticos se clasifican en dos tipos (Jung,

1991):

a
Los lantibióticos del tipo A tienencomo modelo representativoa la nisina A,

de Locroco¿cuslacré. Pertenecentambién a este grupo las bacteriocinasnisina Z,
e

subtilina, Pep5, epidermina y gallidermina y los recientementedescubiertosestreptococina
A-FF22, lacticina 481, salivaricinaA, epilancina K7, lactocina5 y camocina U149.

Todos son polipéptidos anfipáticos catiónicos,con 2 a 7 cargas positivas y pesos W

molecularespor encimade los 2.100 Da y moléculaslinealescon estructuraterciariade

tipo sacacorchos.A pesarde tener una longitud variable, todos ellos guardancierta
homologíaen cuantoa su secuenciay/o estructura.La configuraciónde los aminoácidos
que forman los anillos tioéter, essiempreD en el extremo N-terminal y L en el C-

terminal.
e

La nisina (figura 1.3.) está producidapor diversascepasde Lactococcuslacris

subspp. ladás. Se identificó porRogersen 1928 y desde1951 juega un papel importante

enla conservaciónde los alimentos,empleándoseen granvariedadde productos(Hurst,
1981, Delves-Broughton eraL, 1996).

a

La subtilinaestáproducidapor cepasde Bacillus subrilis (Feeney, 1948) y tiene

una estructurasimilar a la de la nisina (figura 1.3.); presentael mismo armazón e

pentacícico,peroconalgunasdiferenciasenla secuenciadeaminoácidos,incluyendouna

delecciónde dos residuosceitael extremo carboxi-terminal(Gross y Kiltz, 1973). Su
a

empleo es similar a la de la nisina.

La epidermina,producidapor Sraphylococcusepidermidis(Aligajer er al., 1985) y —

la gallidermina, por Sraphylococcusgallina rum, (Kellner eraL, 1988) tienentambiénuna
estructura muy similar a la de la nisina y la subtilina (figura 1.3.), fundamentalmenteen a

los dos primeros anillos tioéter. Además presentan un residuo de lantionina modificadoen
el extremo carboxilo-terminal por oxidación y descarboxilación,dando lugar a la S-
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aminovinil-cisteína (Kupke et al, 1992). Su interés radica en su capacidadde inhibir
microorganismos causantes de alteraciones de la piel, concretamente Propionibacrerium
acnes, por lo quepodrían utilizarseen el tratamiento del acné, impétigo, foliculitis y

eczemas.

Sraphylococcusepidermidisproduce el lantibiótico Pep5 (Sahí y Brandis, 1981),

cuya estructura de los anillos difiere de la de los lantibióticos anteriores (figura 1.3.). Es

una molécula particularmente básica, con seis residuos de lisina y dos de arginina, con

tendencia a formar dímeros y su interés también radica en su utilidad en la conservación

de alimentos.

La epilancina K7 está producida por Staphylococcusepidermidis y posee también

actividadbactericida(Van de Kampet aL, 1994). Carnobacreriunpiscicola U149 (aislado

del pescado) produce la carnocinaU148 (Stoffelsetal., 1992),que es el lantibiótico de
mayor tamañode los descritoshastala fecha. La lacticina 481, tambiénconocidacomo
lactococinaDR, estáproducidapor cepasde Lacrococcuslacris (Piard et al., 1993). La

estreptococinaA-FF22, se aisló de un enfermo en un hospital de enfermedades
infecciosasen Melbourne.se denominópreviamenteestreptococinaA y está producida

por la cepade SrreprococcuspyogenesFF22(TaggetaL, 1971).

La salivaricinaA seproducepor cepasde Streprococcussalivarius, aisladasde la
cavidadoral (RosseraL, 1993). Secaracterizaporno poseerresiduosde deshidroalanina
ni de deshidrobutirinay suscaracterísticasson muy similaresa las de las bacteriocinas
citolisina y lacticina481.

La citolisina LIJLS (Gilmore er al., 1994), producida por ciertas cepas de
Enrerococcusfaecalis,esla únicabacteriocinadescritacon actividadhemolítica, de hecho
pareceserun factor de virulenciaen las cepasde enterococosque las producen.Tiene
ademásla particularidadde requerir la presenciade dos moléculas para ejercer su
actividad.

Recientementese ha descrito un nuevo lantibiótico, la lactocina5. Es el primer

lantibiótico descritodel géneroLacrobacillusy estáproducidopor Lacrobacillussa/ceLAS
(Mortvedt y Nes, 1990). Tiene la particularidad de que algunos de los residuos

deshidratadosde la serma se convierten, probablemente por una reacción de
hidrogenación,en residuosde D-alanina (Skaugener aL, 1994), amonioácido muy
inusualen proteínasbacterianassintetizadasribosomaimente.
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Los lantibióticos del tipo B tienen como ejemplar característico a la duramicina

y están producidos, predominantemente, por microorganismos de los géneros
Strepromycesy Streproverricillium..Pertenecen a este grupo,ademásde las duramicinas
A, B y C la cinamicina y la ancovenina. Son de pesomolecularinferior a los 2.100 Da y

tienen una gran homología entre ellos. A diferencia de los lantibióticos del tipo A,
presentan como mucho una cargapositiva.Ademásde dos residuosde g-metil-lantionina

y uno de lantionina, que están presentes siempreen la misma posición,poseenun puente
de lisinoalanina que une el extremo C-terminalde la Lys19 al residuo de la posición6. En
el caso de la ancovenina, este puente no se forma y en la posición 6 hay un residuo de
deshidroalanina. Tanto el anillo entre las posiciones 6 y 19, como un puentedisulfuro
entrelos residuos 1 y 18, confieren aestegrupo de lantibióticosuna estructuraterciaria
globular característica.La mayoríade estos lantibióticosno poseeantimicrobianapero
tienenotraspropiedadesde interés,fundamentalmenteterapéutico.

La ancovenina(WakamiyaeL al, 1985) tienecomo efecto principal la inhibición de
la enzimaconvertidorade la angiotensina,presentandopor lo tanto una utilidad potencial
en la regulacióndela presiónsanguínea.La cinamicina,previamentellamadalantiopeptina
y Ro 09-0198 (Kalettaeral., 1991a), actúacomoinhibidor de la fosfolipasa A2. de la
enzimaconvertidorade la angiotensinay del virus del herpessimplex HSV1, pudiendo

utilizarse tambiéncomo agenteterapéutico.Las duramícinasA, B y C (Fredenhagen,
1991).inhibentambiénla fosfolipasaA2 y podríanutilizarseenprocesosinflamatorios.

La mersadicina(Niu y Neu, 1991) y la actagardina(Kettenring et al., 1990), se
producenpor cepasde Bacillus spp. y Actinoplanesspp., respectivamente.Si bien se
incluyeroniicialmencedentrode los lantibióticosdel grupoA, las últimas investigaciones
sugierenque se aproximanmás a los lantibióticos del tipo E (Nes y Tag, 1996). Sus
estructuras son bastante paniculares ya que la mersadicina, con actividad
inmunosupresora,esunamoléculacon tres anillosque carecede cargapositiva y que, a
semejanzade la galliderminay la epidermina,presentaun anillo en el extremocarboxio

terminal formando la 5-amiovinil-cisteina.La actagardinaes una molécula de cuatro
anillos, con propiedadesfuertementeacídicase hidrofóbicas, que actúa inhibiendo la
biosíntesisde peptidoglicano.

lngram (1969, 1970) fue el primero que desarrolló un modelo para explicar la
maduraciónde los lantibióticos.Observóque los compuestosinhibidores de la síntesis
proteica influían en su producción y con aminoácidosmarcadosradioactivamente,
determinóque la lantionina y la ¡3-metil-lantioninase formabana partir de la cisteina,

sernay treonina. Una vez conocida la secuenciaaminoacídicade los lantibióticos
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madurosy los postuladosde Ingram, se pudieron desarrollarsondas génicas para
identificar los genesestructuralesde la epidermina(Schnell et al., 1988) y de la subtilina
(Baneijeey Hansen,1988) y, posteriormente,los de la nisina (Buchmaner aL, 1988;
Kaletta y Entían, 1989; Dodd er aL, 1990), gallidermina (Schnell er al. 1989) y PepS

t
(Kaletta ej aL 1989). La secuenciadel DNA de los genesestructurales,confirmó la
hipótesis de Ingram de la síntesis ribosomalde los lantibióticosy corroborósu modelo de

maduración. Se observó, además, que en el producto del gen estructuralexiste una U’

secuencia líder, que no aparece en el lantibiótico maduroy este producto se denominó

prelantibiótico.

a

Existe una gran analogíaen la secuenciaaminoacídicadel líder de los lantibióticos
conocidos hasta la fecha. Comparando las secuenciasde los líderesde los lantibióticosdel
grupo A (Jung, 1991), se observa que todas ellas son hidrofílicas y con cargaeléctrica,

e
no contienencisteinay, probablemente,adoptanunaestructurasecundariade a-hélice
anfifffica en un medio lipofflico. Por el contrario, la zona del prolantibiótico es más
hidrofóbica,enella predominala estructurasecundariade tipo I~ y contienegran cantidad a

de cisteinas.

a

Laszonasde procesadoseencuentrantambiénmuy conservadasen los lantibióticos

del tipo A (Jung, 1991)y se localizanen las zonashidrofificas para permitirel accesode a
la peptidasaquehidroliza el prelantibiótico.Como normageneral,esta zonade rotura
presentaen lasposiciones+2 y + 1 residuoshidrofflicos, mientrasel residuo-1 del líder

a
espolaro estácargadopositivamente.El residuodel líderde la posición-2 esprolina, el -

3 espolaro estácargadonegativamentey el -4 eshidrofóbico.Los lantibióticoslacticina
481, streptococinaA-FF22, salivaricinaA, lactocina5 y citolisina (Hynes er al.,1993,

Rossetal. ,1993)no siguenestaregla,y carecende prolinaenel residuo-2, mientraspor

el contrario, la secuencialíder de estos lantibióticos, así como su lugar de corte, son —
mucho más parecidas a aquellas presentes en las bacteriocinas no-lantibióticos como la

pediocina PA-1, la lacticina Fo la lactococina A (Jack eral., 1995; Klaenhammer, 1993; a

de Vos eraL, 1995).

e

La secuencialíder, ademásde protegeralacélula productoramanteniendoel péptido
inactivo(Weil ej al., 1990,Jungy SahI, 1991),juegaun papel importanteen la formación
de los anillos tioéter del prelantibiótico, si bien este papel todavía no ha sido
completamenteelucidado.Algunas hipótesisson que: (1) mantieneuna conformación
particular del prolantibótico durante la maduración,(2) juega un papel activo en la
modificación enzimática de los aminoácidosimplicados y (3) sirve como lugar de
reconocimientoparalos enzimasde maduracióny transpone(Jung, 1991). Por otro lado, —
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también podría actuar como péptido señal en el transportedel lantibiótico (Jack et al.,

1995). Actualmente se asume que durante la biosíntesis, el producto del gen estructural

(prelantibiótico) sufre, en primer lugar, la modificación enzimática del prolantibiótico y,

luego, el corte de la secuencia líder (figura 1.4.); de hecho, en la maduración de Pep5

(Sahíeral., 1991) se han detectado productos intermedios que corroboranestasecuencia
de acontecimientos.En la maduración del propéptido, primero se produce la

deshidrataciónde la serbiay/o treonina(Weil e: aL, 1990) y, después, se añaden por

ataquenucleofílico los grupostiol de los residuosde cisteina,dandolugar a la formación
de los anillos tioéter. Teniendo en cuenta que no se conocen enzimas capaces de llevar a

cabo la deshidratación de los aminoácidos y la formaciónde los anillos tiéter, pareceque
este proceso de maduración se lleva a cabo porun nuevosistemabiosintético,no descrito
previamente(JackeraL, 1995; Kupke y G¿5tz, 1996). El corte de la secuencia líder se
producedespuésde la excrecióndel lantibiótico,como en la epidermina,o antes,como

ocurreen Pep5(Bierbaume:aL, 1996).

Ademásdel gen estructural, se han descrito otros genes que participan en la
maduración, secreción, regulación e inmunidad de los lantibióticosy que se organizanen
operones (JacketaL, 1995). Los operonespuedenlocalizarseen plásmidos,comoen el
caso de la epidermina (Schnell ej aL, 1992) o en el cromosoma, como en la subtilina

(Banerjee y Hansen,1988)y la nisina(Dodd etaL 1990, Horn eraL, 1991).

L2. LA NISINA

2.1. Perspectiva histórica

Rogers y Whittier (1928) y Rogers (1928), fueron los primeros investigadoresque
obsevaronquedurantela maduraciónde unos quesos,determinadascepasde L. lacté

inhibían el crecimiento de otras bacterias lácticas. Este efecto volvió a observarse

posteriormentepor Whiteheady colaboradores(Whitehead1933; Whiteheady Riddet,
1933) y por Meanwell (1943). Whitehead (1933) aisló el compuesto inhibidor y
determinO su naturaleza proteica y Shattock y Mauick (1943) identificaron las cepas

inhibidoras como estreptococos lácticos del gruposerológicoN de Lancefielda los que,
posteriormente, se les modificó su nombreporel de lactococos(Shleiferej al., 1985).

Debido a la necesidadde nuevoscompuestosantimicrobianossurgidasdurantela
SegundaGuerra Mundial, y a la convenienciade un métodoeficaz para controlar las

mastitisenlos animales,aumentóel interésen las propiedadesantimicrobianasde estos
estreptococospor su posible potencial terapéuticoy así, Mattick y Hirsch (1944),

concentraronel compuestoantimicrobianoaisladoporMeanwell (1943)y comprobaron
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Figura L4. Maduración del lantibiótico nisinaA.Fuenre: J.M. Rodríguez(1996).
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su actividad,observandoque inhibía a ciertasbacteriaspatógenas.Por ello le dieron el

nombrede “nisina” como un acrónimoderivado de ‘Group N Inhibitory Substance’
(Mattick y Hirsch, 1947). decribiéndolo como un antibiótico producido por los

estreptococosdel grupo Nde Lancefield.

Sin embargo,su interéscomo agenteterapéuticosistémicoen medicinahumanay
veterinaria, se redujo drásticamente al observar su escasa solubilidad en los fluidos
corporales, su inestabilidad a pH fisiológico y suinactivaciónpor lasproteasasdigestivas
(Hurst, 1981), asícomo por la existenciade reaccionesadversasen los ensayosen el
tratamiento de mastitis, probablementedebido a la presenciade impurezas en las

preparaciones.FueronHirscheraL (1951) y McClintok eraL (1952), los quesugirieron

por primera vez su aplicación en la conservaciónde los alimentos, inicialmente para
prevenirla proliferaciónde clostridiosformadoresde gasen los quesos.

En los años 50 comenzóel interés por este compuestoy ello condujo a la

determinaciónde su secuenciaaminoacidica(Gross y Moreil, 1971), síntesisquímica
(Fukasey col., 1988), determinaciónde suconformación(Jung, 1991)y la localizacióny

secuenciacióndel gen estructuraly de los adyacentesinvolucradosen su producción
(Buchmane: aL ,1988, Ka]etta y Enrian, 1989, Dodd eraL, 1990, Steeny col., 1991),
así como la determinaciónde su ausenciade toxicidad en los animales(Frazerer al.,

1962).

La ausenciade toxicidadde la nisina, su inactivaciónpor la a-quimotripsina(Jarvis

y Mahoney,1969),sutermoestabilidada pH ácido (Liu y Hansen,1990) y su presencia
naturalen algunossustratosalimenticioscomola lechey los productoslácteos (Chevalier
et al., 1957), vegetales(Harris eral., 1992, Uhlmanet aL, 1992) y productoscárnicos

(Rodríguez er al., 1995), ha propiciado la generalizaciónde su uso como agente
antimicrobiano en la industria alimentaria.La primerapreparacióncomercialde la nisina
se obtuvo en Inglaterra en 1953 y en 1968 una comisión conjunta de la FAOIWHOaceptó

su empleo como conservante alimentario, indicando que la dosis aceptablepodría ser
superior a los 0.825 mg/Kg (FAO/WHO, 1969). En 1983 se añadió a la lista positivade
aditivos de la CEEcon el número E234 (CEE, 1983) y la FDA le confirió el estatus de

sustanciaORAS (Generally RegardedAs Safe),para su empleo en la elaboraciónde
quesosfundidospasteurizados(Registro Federal, 1988). Actualmentese empleaen más

de 50 países,aunquecondistintoscriteriosen cuantoa los límitesmáximosde utilización
permitidosy de alimentosdondesepuedeemplear(Vandenbergh,1993). La utilización
de la nisina como conservantealimentario comenzó en los quesos para evitar la
germinaciónde los esporosde Clostridiumborulinumy de otros esporuladosalterantes,
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posteriormente,su empleo se ha extendido para prolongar la vida útil de diversos
productoslácteospasteurizados,evitar la alteracióndelas conservaspor microorganismos
termófilos, en productos de panadería,productosde humedadelevada,huevo liquido
pasteurizado, control de la alteración de bebidas alcohólicas fermentadaspor bacterias

U’
lácticas y en la conservación de alimentos de pH ácido.

Actualmentese pretendepotenciarsu actividad con agentesquelanteso con otras

bacteriocinasy emplearlo como adyuvante en las nuevas técnicasde procesadoy

conservaciónde los alimentos, como el empleo de presiones elevadas (Ulrrahigh —

Hydrosratic Pressure, o UHP) o de campos eléctricos pulsantes (PulsedElectricalField, o

PEF). Además, la obtención de preparaciones muy purificadas de la nisina y la

potenciaciónde suactividadconquelantes,ha abierto nuevasperspectivasen cuanto a su
utilizacióncomo agenteterapéuticoen laprevencióny el tratamientode la úlcerapépticaen

eel hombrey en el controlde mastitisen los animales(Delves-Broughtonet al., 1996).
Actualmente, también se estudiasu posible utilización como antiséptico en pastas
dentífricas y en cremas cutáneas,

2.2. Características físicas y químicas

2.2.1. Estructura
u

2.2.1.1. Estructuraprimaria
Aunque Gross y Morelí (1971) determinaron inicialmente la secuencia ammoacídica

de la nisina A por degradación química, sus resultadosse han confirmadorecientemente
por espectroscopia de masas (Barbereral., 1988), resonancia magnética nuclear protónica
y bidimensional (Chan et al., 1989, Slijper er al., 1989, Lian et aL, 1992) y síntesis

química(FukaseeraL, 1988).
a

La nisina es un lantibiótico de 34 aminoácidos de los cuales varios están
modificadospost-traduccionalmente,originandola deshidroalanina(residuos5 y 33), la

13-metil-dideshidroalanina o deshidrobutirina(residuo2) (Grossy Morelí, 1967, 1968), y
los anillos tioéterde lantionina (entre los residuos3 y 7, anillo A) y ¡3-metil-lantionina

u
(entre los residuos 8 y 11, 13 y 19 , 23 y 26, y 25 y 28. anillos B, C, D, y E,
respectivamente) (Berridge eraL, 1952, Newton, eraL, 19S3, Gross y Moreil, 1970),
por lo que presentala estructurade un pentaciclo (figura 1.3.). Como en todos los u

lantibióticosdel tipo A, la configuraciónde los aminoácidosde los anillos tioéter es
siempreDenel extremoN-terminaly Len el C-terminal (Moreil y Gross, 1973, Knox y —

Keck, 1973, 1975). Estos aminoácidos modificados confieren a la molécula sus

característicasespecialesde toleranciaal ácidoy termoestabiidady parecenjugar un papel —
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importante en su mecanismo de acción bactericida, pues presentan enlaces dobles muy

reactivos. Por otro lado, la desbidroalanina y deshidrobutirina son susceptibles a sufrir

ataques nucleofílicos (por ejemplo, por grupos hidroxilo) presentes a pH alcalino, lo que
explicaría su inestabilidad y descenso de solubilidad en condiciones básicas (Liu y
Hansen,1990).La razónpor la cualexistenanillos delantioninaen esta molécula en lugar
de los puentedisulfuro, más comunes,no se conoce, aunquesuponen una ventaja
adaptativa,puestoque los anillos de lantionina y [3-metil-lantioninason mucho más

establesalascondicionesambientalesextremas.

Seha descritoademásunavariantenatural de la nisina A, que contieneasparragina
en lugar de histidina en el residuo 27, la nisina Z (Mulders ej al., 1991). La sola
sustitución de un aminoácidopor otro en su estructura,confiere a esta molécula una
mayor capacidadde difusión (de Vos, et aL, 1993).En la secuenciaaminoacídicade la
nisinano existenaminoácidosaromáticos,por lo queestecompuestono absorbela luz a
280 nm (Bailey y Hurst, 1971). Por ello, la estimaciónde su concentraciónserealiza
mediantesu absorbanciaespecíficaa 220 nm (21 mg ml-1 cm-1), determinadamediante

resonanciamagnéticanuclearprotónica(DeVasca!.,1993).

2.2.1.2. Estructuraespacial
Los resultadosde la resonanciamagnéticanuclearprotónica(RMN) muestranque la

nisina carece de estructura secundaríaregular, pero se mantiene en una estructura
tridimensional bien definida por las limitaciones que imponen los cinco anillos de
lantionina(Chanej aL, 1989, Slijper et aL, 1989, Goodmaner aL, 1991, Lian er aL,

1991, 1992, Van de ven et aL, 1991ay b). Los diferentesestudiosrealizadosen medio
acuoso,concuerdanal describirlos anillosB, D y E en forma de hélices[3determinadas

por los anillos tioéter que unen los residuosprimero y cuarto. El anillo C no ha sido

todavía completamentecaracterizadoen los estudios de RMN y parecen existir
discrepanciasentre los autoresen cuantoa la estructuradel anillo A. Se ha estudiado
también la estructuratridimensional de la nisina en micelas de SDS (dodecil sulfato
sódico) o DPC (dodecil fosfocolina)que mimetizana la membranaplasmática(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 peptídicos que flanquean la DHAde

la posición 5.

El carácter antipático de esta molécula se debe a dos factores. Por un lado, cuatro de
los cinco residuos cargados se encuentran en la zona carboxio-terminal,

proporcionándole su carácter hidrofilico, mientras que el extremo amino-terminal es

predominantemente hidrof6bico. Por otro lado, existen dos dominios antipáticos a lo
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U’

largo de la molécula: el primero, entre los residuos 3 a 19. incluye los tres primeros
anillos, con las zonas hidrofóbicas de Ile4, Pro9 y Leu16 por un lado y Lys12 en el lado

U’
contrario. El segundo está formado por los residuos 23 a 28 y se corresponde con el
anillo doble D y E. donde la zona hidrofóbica se conforma por el grupo metilo de Ma~ y

Abu25, mientras que el His27 lo configura en el lado opuesto. Este carácter antipático U’

puede ser relevante en su modo de acción y actividad biológica.

a

La nisina no es una molécula rígida, puesto que presenta una región flexible
alrededor de la Met21 que conecta los dos dominios anfipáticos y los extremos amino y

carboxilo, que son también bastante flexibles(van de Ven eraL, 199 la). Se ha observado

que existenhasta5 variantesde la nisina, que se designaroncomo nisina A. B, C, D
a

(Berridge ej aL, 1952) y E (Jarvis 1967, Jarvis er aL,1968). Su proporción relativa varía

según la edad de la muestra y las condiciones de almacenamiento y parecen ser productos
de degradaciónde la nisinaA (Chanej aL, 1989a)queaparecentranscurridoun tiempo de u

almacenamiento. Las variedades Ca Eparecen ser mucho menos activas que la Ao la B.

a

2.2.2. Masa molecular
La masa molecular del monómero de nisina es de 3353 (Jung, 1991), aunque se

estimó inicialmente como de 3500 por Gross y Moreil (1967) y Jarviset aL (1968). La

nisinasuelepresentarseenforma de dímeros,de 7000 de masa molecular o tetrámeros de
u

14000 (Cheesman y Berridge, 1957,1959; Ingram eraL, 1967;Jarvis eraL, 1968), que
son el resultado de interacciones intermoleculares por ataque nucleofílico del grupo amino

de uno de los residuos y los enlaces dobles altamente reactivos de los residuos o

insaturados (Gross y Morelí, 1968, 197 la).
u

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 proporción de aminoácidos básicos (Harris ej al., 1992b), de ahí que supunto
isoeléctricoseaalcalino (Jung 1991). Además,estamoléculaes insoluble en solventes

a
apolaresy solubleen mediosacuosos,su solubilidades altamentedependientedel pH de

la solucióny, así, sereduceconsiderabley constantementeal aumentarel pH (Hirsch,
e1951;Liu y Hansen,1990). La solubilidaddisminuyede 57 mg/ml a pH 2 a 1,5 mg/ml a

pH 6 y 0,25mg/mla pH 8,5 (Liu y Hansen.1990). A pH alto, llega incluso a inactivarse
y a pH 11 la actividadse destruyecompletamentea 63 0C en 30 minutos. Esteefecto e

pareceserel resultadode modificacionesquímicastanto intra- como intermoleculares,ya

que los residuosde DHA y DHB son fácilmenteatacadospor radicales nuclofilicos —

presentesen los mediosa pH alcalino. Al habertres residuosde estetipo por molécula,
las reaccionesintermolecularespuedendar lugar a agregadosinsolublesde gran tamaño. a
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Sin embargo,en la práctica no suelenexistir problemasde solubilidad, dado que las

concentracionesempleadasen la conservaciónde los alimentos no suelen excederde
0,025 mg/ml (Delves-Broughtony Williams, 1993). La nisina Z parecetener mejor
solubilidadapHalcalino,debidoal mayorcarácterhidrofflico de la Asp27en comparación
conla His27 de la nisinaA (De VosetaL, 1993).

La solubilidadtambiénseve afectadapor la concentracióndeltampónde disolución,
de forma que es inversamenteproporcionala ésta, siendoun 42% menor a pH 7 en

fosfato sódico 0,2M que en 0,05M (Liu y Hansen, 19%). Su estabilidad está muy
relacionadacon su solubilidad y el pH, de maneraque las solucionesde nisina pueden

someterseaebullición en HCI a pH 2,5 sin que existapérdidaen su actividad.La nisina
también permaneceestable a pH 2 tras un tratamientoen autoclave, pero pierde su
actividad(40%)si el pHes de 5 o másdel 90%si el pH esde 6,8 (Trainer,1966).

La estabilidad también dependede la composición química de la solución, del
tratamientotérmicoaplicado, de la presenciade otroscomponentesdel alimento,etc. Se

hadeterminadoquela presenciade proteínasde gran tamañoen los alimentosincrementa
su estabilidada los tratamientostérmicos(Hall, 1966, Delves-Broughtony Williams,

1993).Los preparadoscomercialesde nisina, no muestranpérdidasde actividad durante
un periodode dosañossiemprequesemantenganalmacenadosenlugaressecos,oscuros
y aunatemperaturainferioralos 25 0C. Aunque la nisina pum puedemantenerseestable
pormuchotiempo,cuandose añadea los alimentossu estabilidaddisminuyey así se ha
observadoque en el quesofundido pasteurizadose reduceun 15% a 85-95 0C en 15
minutos,o un 55-70%durante6 mesesa 30 0C (Delves-Broughton,1990).

La nisina puedeser desactivadapor muchasproteasasinespecificasy por enzimas
proteolíticos que rompen el enlace His31-Val32 o el DHA33~LysM como la a-

quimotripsina,subtilisina,ficina, papaínao bromelaina(Delves-Broughtony Williams,
1993). Sin embargo,las pepsina,erepsina,elastasay carboxipeptidasaA no ejercen
ningúnefectoensuactividad(Hurst, 1983).

Existe ademásun enzima(nisinasa),producidopor diversosmicroorganismosque
inactivaespecíficamentela nisina. Algunasde las bacteriasproductorasson Lacrobacillus

planrarum, Streprococcuis rhermophilus y Bacillus cereus. Las nisinasas de 5.
ther¡nophilusy B. cereushan sidoparcialmentepurificadas(Alifax y Chevalier, 1962) y
se ha observadoque son inducibles y especificas,actuandosobre la deshidroalanina
(Gross ejal., 1969) como una deshidroalaninareductasa(Jarvis, 1970, Jarvis y Farr,
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1971), activa tanto frente a la nisina como frente a la subtilina, puesto que ambas

presentanunamismaestructuraC-terminal(Grossej aL, 1969). e

2.2.4. Purificación de la nisina
e

Se han realizado muchos intentos de purificación de la nisina a partir de los cultivos

productores. Las experiencias iniciales se basaronen la diferente solubilidadde la nisina
U

en solventesorgánicos, Mattick y Hirsch (1944) emplearon una combinación de
acidificación del medio a pH 1,9 seguidode eliminación de las células y extraccióny
precipitaciónconsolventes.Falconer(1952),mantuvoel pH de la fermentaciónen 6 para U’

mantenerasociadala nisina a la superficie de las célulasproductorasy a continuación,
extrajola nisinamediantesolventes.Cheesmany Berridge(1957), extrajeronla nisinade U’

las células y del sobrenadantecon n-propanol seguido de varias precipitaciones
fraccionadasconacetona.

u.

Siguiendootralíneadiferente,Baileyy Hurst (1971)realizaronunaextracciónácida
aen frío de las células rotas trascrecerel cultivo apH 6,7, seguidode unacromatografíade

intercambio aniónico, precipitación con acetonay cromatografíaen carboximetilcelulosa

frenteaun gradientede pH. Un métodomássimple de purificaciónde las bacteriocinas,
entreellasla nisina, se ha descritopor Yang e: aL (1992) basadoen la adsorciónde las
bacteriocinasa lascélulasa un pH de 6, centrifugaciónde las células y liberación de la
bacteriocinaa un pH más bajo (de 1,5 a 2). RecientementeCoventry y colaboradores

(1996) han descritotambiénun métodode purificaciónconsistenteen la adsorciónde la
a

nisinaaMicro-Cel, un silicatocálcicode diatomitay suliberacióncon 51)5al 1%.

Finalmente,el método de Rodríguezy colaboradores(1995) de purifiación de la
nisina producidapor una cepade Lacrococcuslacds de origen cárnico, sigue una pauta

exitosa de purificación de muchas bacteriocinas,basadaen la precipitaciónde los
sobrenadantescon sulfato amónico y en la aplicación sucesivade cromatograflasde
intercambiocatiónico,interacciónhidrofóbicay defasereversa,estaúltima adaptadaa un u

sistemade FPLC.

u
2.3. Propiedades biológicas

23.1. Actividad antimicrobiana u

2.3.1.1. Unidadesde actividad

Conel fin de estandarizarlaspreparacionesy compararla sensibilidadrelativade las
distintasespeciesala nisina, asícomolos métodosde análisisempleadosen los distintos
laboratorios,se hizo necesarioconsensuarunaunidad de medida de su actividad. El
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primerintentoconestefin dio lugara la Unidad Reading,desarrolladaen la Universidad
de dicho nombre(Reino Unido). Esta unidad se definió como la cantidadde nisina
necesariaparainhibir un cultivo de Streprococcusagalactiaeen un ml de medio (Tramery
Fowler,1964).En 1968,el WHO ExpertCommitteein Biological Standarization(WHO,
1969)establecióla unidadinternacionaldenisina (UI) quesedefmiócomola actividadde
1 ~.tgde una PreparaciónInternacionalde Referencia,que es idéntica a la única
preparacióncomercialexistentehastala fecha y denominadaNisaplin®, comercializada
por Aplin & Barret (Trowbridge,Wiltshire, UK). Nisaplin® se comercializacon una

actividadestandarizadade lx106 UI/g, 1 gr de Nisaplin®tiene unaactividadde 106 UI,
mientrasque 1 gr de nisina pura contiene 40x106 UI. Actualmentese emplean otras
unidadescomo UI/gr, mg/Kg, ppm o % nisina. La Tabla 1.1., muestralas relaciones
entrelasdistintasunidadesen uso.

2.3.1.2. ~
A diferenciade la mayoríadelas bacteriocinasproducidaspor las bacteriaslácticas,

la nisinaposeeun espectrodeinhibición muy amplio,aunquemásrestringidoque el de la
mayorpartede los antibióticos.La Tabla 1.2. muestrael espectroantimicrobianode la

rnsina.

En condiciones normales, la nisina no es activa frente a mohos, levaduras y

bacteriasGram-negativas,pero es efectiva frente a un amplio rango de bacterias Gram-

positivas. Sin embargo, las concentracionesinhibidoras mínimas para las células
vegetativasy esporossensibles,varianconsiderablementeinclusoentrecepasde la misma

especie.Hastael momentoseha prestadomayor atención a su actividad frente a los
esporosmicrobianos,puestoque se empleaen alimentosque han sido sometidosa
tratamientostérmicosy en los que, por lo tanto, las células vegetativasno deberían
constituirun problemaapriori (Hurst, 1972;Delves-Broughtony Williams, 1993).

2.3.1.2.1.Actividad frentealas bacteriasGram-positivasy esnoruladas
La nisina inhibe a la mayoría de las bacteriasGram-positivas,muchasde ellas

alterantesde los alimentoso responsablesde intoxicacioneso toxiinfeccionesalimentarias
(Ray, 1992),aunquela sensibilidadesmuy variableentreespeciesy cepas.En el caso de
los microorganismosformadoresde esporos,la nisina inhibe tanto a la célulavegetativa

comoal esporo.Dentrodel mismogénero,algunasde las especieso de las cepaspueden
ser resistentes,si bien la frecuenciade aparición de resistenciases también variable.
Asimismo,dentrode los microorganismossensibles,la sensibilidadrelativavaríamucho
dependiendode la especiey cepa.Así porejemplo,en el casode Sraphylococcusaureus,

algunascepasfueronsensiblesa 4131/ml de nisina, mientrasqueotrasrequirieron 128
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r

Tabla 1.1. Relación entre las unidades de nisina más frecuentemente

empleadas

(a). Nisina pura: 1 g = 40 x 106 ui o

1 mg de nisinaporkg dealimento,son

500UI de nisinaporgramode alimento,son

(bY. Nisaplin® (preparacióncomercial
1 mg de nisaplin porKg de alimento,son

nisina

1 x 106 UR
=40 UI/g de alimento
= 1 ppm enel alimento
= 0,0001%

= 12,5 mg/Kg de alimento
= 12,5ppm en el alimento

= 0,00125%en el alimento(o 1,25mg%)

): 1 g = 1 x io6 u
= 1 UI/g de alimento
= 1 ppm de nisaplin o 0,025 ppm de

a
= 0,00125%(o 1,25 mg%)de Nisaplin o

0,0000312% de nisina (o 0,0312

mg%)

500 UI de nisaplinpor Kg de alimento,son

a

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

Y-

U’

nisina
= 0,05% (o 50 mg%) de nisaplin o

0,00125% (0 1,25mg%) de nisina
e

(c). Preparación de nisina en caldo de cultivo:

actividad (UA)

Fuente: fi. Ray (1992»

1 UI = 100 unidades de

U’

U’

fr

8’-

a

u

u

a

U’

u
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E

UI/mí, mientrasStaphylococcusaureu.s 196, una cepaenterotoxigénicaes incluso más
resistente y requiere 7,2x103 UI/mí para reducir las unidades formadoras de colonias a

(UFC) en cinco unidades logarítmicas (Jones, 1974).
a

La efectividad de la nisina en las células vegetativasy los esporoses variable
dependiendode la edady el tamañodel inóculo, la composicióndel medio,el pH de la
solucióndondela nisinaseha diluido previamente,etc. (Ramseier,1960; Scotty Taylor, a

1981b, Somers y Taylor, 1981). En el caso del medio utilizado en el bioensayo

(Benkerroumy Sandine,1988),seha determinadoqueparainhibir lO~ célulasde Listerin

monocyrogenes35132 son necesarias1.5 x 10~ UI/mí al emplearagar tripticasa-soja
(TSA), pero sólo 3,7 UI/mí en MRS (Man, Rogosa, Sharpe)agar, lo que se debe, U

probablemente,a la presenciade Tween 80 en este último medio, que facilitaría la
difusión de la bacteriocina en el agar.

U’

Los esporostambiénmanifiestanuna sensibilidadvariablefrente a la nisina. En el
casode Clostridiumbotulinum,seha vistoquelosesporosdeltipo A son másresistentes U’

que los de los tipos B y E, siendoestos últimos los más sensibles(Scott y Taylor,
1981a).Los nivelesde inhibición fueronde 500 a 2.500 UI/mí paralos esporosdel tipo u

A y B y de 50 a 1.000 UI/mí para los del tipo E (Scott y Taylor, 1981a). Estudios
posterioresde estosmismosautores,indicaronquela actividadfrente a los esporosse ve u
favorecidaal disminuirel pH del medio o la cargainicial y al aumentarla duración y/o
temperaturade los tratamientostérmicos(Scott y Taylor, 198ib, Somersy Taylor, 1981).

a

En el caso del género Bacillus, la sensibilidad de los esporos parece estar
relacionadocon el mecanismoque empleanpararompersu cubiertatras la germinación, u

de maneraqueaquellosesporoscon mecanismolítico (L) son másresistentes(incluso a
100131/mí) quelosquerompensuenvolturapor acciónmecánica(M) (que son sensibles —

acantidadesdc 2 a 10 UI/mí). Los esporosdeltipo L parecenproducirla enzimanisinasa
queno sedetectaen los esporosdel tipo M. Además,en los organismosL existenpocas u

diferenciasen cuantoa la resistenciade los esporosy sus células vegetativas,mientras
queen losM las formasvegetativasson frecuentemente20 vecesmásresistentesque los

a
esporoscorrespondientes.

Aquellosesporosquehansufrido un tratamientotérmicoprevio sonmássensiblesa
la inhibición por la nisina y en el caso de Closrridium botulinum A y B, si no existeun
tratamientotérmicolos esporosresistentesgerminany crecenprofusamentea pesarde la u

presenciade altas concentracionesde nisina. Sin embargo,si los esporossufren un
tratamientotérmico previo, se vuelven sensibles(de Vuyst y Vandame.1994). Se ha

a
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sugeridoqueel tratamientotérmicode los esporoscausaun daño subletalque favorecela
acciónde la nisina,peroel mecanismoporel cualel dañoocurrees todavíadesconocido.
El efecto sobre los esporospuedeser esporicida,como es el caso de Clostridium

butyricum (Hirsch y Grinsted, 1954) o esporostático, como en Bacillus

s:earothermophilus(Thorpe, 1960).

2.3.1.2.2. Actividad frentea las bacteriasGram-neeativas
La nisina es ineficaz frentea lasbacteriasGram-negativas,a excepciónde algunas

cepasde Neisseria(Mattick y Hirsch, 1947). Sin embargo,se ha observadoque puede
tenerun efectoantimicrobianoen estosmicroorganismosbajo determinadascondiciones
comola congelación,el calentamientoo el descensodel pH. Parecequeeste efecto se
debe a las lesionessubletalesprovocadasen la paredcelular, concretamenteen los
lipopolisacáridos(Ray, 1992), permitiendoel contacto de la nisina con la membrana

citoplasmática,sobrela queejercesu mecanismode acción(Gaoeral., 1991).También
seha observadoesteefectoen presenciade la nisinaconagentesquelantescomoel EDTA
(Kordel y Sahí, 1986; Stevensej aL, 1991, Stevense: aL, 1992, Ray, 1992). En este
caso,el efectosedebeaqueestassustanciaseliminanlos ionesMg2+ y Ca2+ de la pared
celular de las bacteriasGram-negativas,lo que a su vez permite la liberación de
fosfolípidosy lipoproteinas.La pérdidade estassustanciasincrementala permeabilidad
de la pared celular, favoreciendo la acción de la nisina en la membrana citoplasmática

(Delves-Broughton,1996).

Stevens et al. (1992) estudiaronñz vitro esteefectode la combinaciónde agentes
quelantescon la nisina para inhibir el desarrollode las bacteriasGram-negativas.Los
parámetrosevaluadosfueronel agentequelante,la concentraciónde nisina, la temperatura
de incubacióny la interferenciade las proteínas.Los agentesquelantesevaluadosfueron
el EDTA, el ácido etilen-bis tetracético,el ácido cítrico monohidratadoy el fosfato

dibásicode sodio. El tratamientomás eficaz fue el de 50 a 100 gg/ml de nisina en
combinacióncon EDTA 20 mM o ácidocítrico monohidratadoa temperaturasde 30 a 42

0C. La adición de seroalbúmina bovina a dichas mezclas no originó un descenso
significativo de la actividadinhibidora.

Sinembargo.Cuttery Siragusa(1995)estudiaronel efectocombinadode la nisina
con agentesquelantes(citrato, lactato,hexametafosfatosódicoy EDTA) al aplicarlositt

simen la carney suefectosobreEscherichiacoIl 0157:H7y Salmonellatyphimurium. La
carnese mantuvoa 5 oc durante tres días, al fmal de los cualesse observósólo una
reducciónmuy pequeñadela cargamicrobianade la carne,no mayor de 0,42 UFC/cm2.
Estos resultadosse deben a varios factorespropios del sistemacárnico que pueden
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interferir en el efectoantimicrobiano,como son el que la nisina puededegradarsepor las
proteasasde la carneo unirseal tejido adiposoy que la abundanciade ionesen la carne
puede interferir en la capacidadde tos agentesquelantesparasecuestrarel Mg2~ de la

paredcelular bacteriana.Además,los microorganismosadheridosa la carne no son tan
Efácilmente accesiblescomo los que están en suspensión.La tabla 1.2. recopila los

microorganismosGram-negativosque hastala fecha han resultadosensiblesa la nisina
trasalgunode los tratamientossensibilizantes.

2.3.2. Modo de acción e

La nisinamanifiesta,al menos,cuatrotiposde actividadantimicrobiana(Molí etal.,

1996),siendolas dosprimeraslas de mayorrelevancia:
e

1). Actividad bactericidaen las células vegetativas,mediantela formaciónde poros
U’

en la membranaplasmática;
2). Actividad en los esporosbacterianossensibles,inhibiendosu germinación;

3). Actividad inhibidorade la síntesisde la paredcelular;
4). Actividad frenteaenzimasautoliíticosde lascélulassensibles.

a
2.3.2.1. Actividad frentea lascélulasvegetativas

Como ocurreen generalen todas las bacteriocinas,la acción de la nisina en las a
células vegetativas se ejerce a nivel de la membrana plasmática. Su carácter catiónico y su
naturalezahidrofóbicafavorecenestainteracción. Inicialmentela nisina se adsorbea la

u
superficiecelular,no sólodelas célulassensibles,sino tambiénde las resistentesy de las
célulasproductoras.Estaadsorciónes reversibledurantelos 10-15 minutos iniciales y

despuéssetomairreversible.La adsorciónespHdependiente,siendodel 100% a pH 6,5 U’

y reduciéndoseal 43% a pH 4,5 (Ray, 1992). Estaobservaciónhacesospecharque la

unión inicial se producepor una atracción iónica entre la bacteriocinay la superficie u

celular.

U’

La causa primaria de la muertecelularradicaen la desestabilizaciónde la membrana

plasmática,debidaa la formación de poros o canalesiónicos (Henning et al.. 1986a,
u1986b; Sahl ej aL., 1987; Kordel et al.., 1989). La formaciónde estosporos facilita la

pérdidadecomponentes,fundamentalmenteiones,ATP y aminoácidos,lo queconducea
la disipacióndel potencialde membranade las célulasy a la pérdidade la fuerzamotriz

protónica,lo que originael cesede la actividadbiosintéticacelular. La despolarización

total de la membranaocurreal minutodel tratamientocon la nisina (Ruhry Sahí,1985). u

a
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Este efecto se ha observado no sólo en células vegetativas,sino también en
membranasartificialeso liposomas(SahíetaL., 1987;Kordel eraL., 1989), de lo quese
deduceque no se requiereun receptorproteicoespecíficode unión con la célula para
ejercer su acción, sino que la interacción se realiza a través de los constituyentes
negativamentecargadosde la membranade la paredcelular de las bacterias Grani-
positivas,comoson los ácidosteicoico y lipoteicoico o los fosfolipidos, probablemente
comoresultadode una interacciónelectrostáticao hidrofóbica (de Vuyst y Vandamme,

1994).

Los fosfolípidos de la membranaliposomal pareceninfluir notablementeen la
actividadde la nisina(Gaoet al., 1991) y, así, el potencialde membrananecesariopara
ejercersu acción varíade -30 a -100 mV, dependiendode los fosfolípidos empleados
(5aM et al, 1987; Gao et al., 1991). Esta observaciónpodríaexplicar las variacionesde
sensibilidada la nisina entre diferentes microorganismos.En aquellos liposomasque
carecende fosfolípidos aniónicos,la ¡Usina actúacomo un transportadorde aniones,lo
quesignificaqueseunea la superficiedel liposomay atraviesasu membranaestimulada

porel potencialde membrana(negativoen el interior). Unavez dentro,se une al anión y
atraviesade nuevo la membranaunidaa él, liberándoloen el exterior; a continuación,la
nisina se recicla para realizar de nuevo esta actividad. En el caso de que existan
fosfolípidos negativos enla membrana,la nisinainteraccionaelectrostáticamenteconellos
en la superficie del liposoma,formandoun complejoparcialmenteneutralizado.Las zonas

de la nisina que podrían unirse con los aniones quedan de este modo bloqueadas por los
lípidos aniónicos, impidiendo su acción transportadora. Teniendo en cuentaque las

membranas bacterianas son ricasen fosfolilpidosaniónicos,la actividadtransportadorade
anionesdebesermínima itt vivo (Moil et al., 1996), dichoscompuestosactuaríanpor
tanto como “receptores de la nisina” siendola uniónconatosnecesariaparala formación

de losporos(Molí aaL, 1996).

Paraorientarseenla membranaplasmáticay formarlos poros, la nisina requiereun
potencial de membrana (negativoen el interior) o un gradientede pH (alcalino en el

interior)(Gaoeral., 1991). La actividad antimicrobiana de Ja nisina es menor en células

en faseestacionariaqueen lasde crecimientoexponencial,puestoquetantoel potencialde
membranacomoel gradientede pH, son menoresen las primerasqueen las segundas.

La actividadde la nisina resultainfluida tambiénpor la presenciade cationesdi- y
trivalentes,que neutralizan las cargas negativasde los fosfolípidos de la membrana,
provocandosucondensacióny haciendoquela membranase vuelva másrígida. De este
modo, la eficacia de la nisina para insertarsey formar los poros resultadisminuida
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E

(Venema ej al., 1995).La nisinatienetambiénmenoractividada temperaturaspor debajo
de 7 0C, probablementeporque la reordenaciónde las cadenashidrocarbonadasde los

a
fosfolípidos impidela inserciónde la nisinaen la membrana(Abee, 1994).

El tamañoy el carácteranfifílico de la nisina, hacensospecharque los porosestán

constituidospor agregadosde nisina.Existendos modelosqueexplicancómola nisinada
lugar a la formación de porosen la membrana(Abee, 1995; Moll et al., 1996). Por un a

lado,segúnel mecanismode “barril, la nisinaseunidaa la superficie de la membrana y

la presencia de un gradientede potencialla dirigiría haciasu interior, dondese insertarían
varias moléculas orientándose alrededor de un poro central.La orientaciónse producirla
de maneraque las zonashidrofóbicasencararíanel interior de la membranay las zonas

a
hidrofílicasformaríanel interior delporo. Probablemente,primeroseproducela insercién

y acontinuaciónla agregaciónde las moléculas(figura 1.5.).
u

a

u

a

a

(b)

Figura LS. Formación de poros por la nisina segúnel modelo de “barril. (a)

Vista lateraldelporo. (b) Corte transversaldel poro, su tamañodependeráde
la cantidadde moléculasde nisinaagrupadas.Lasflechasindican la pérdida

a

de moléculasatravésde la membrana.

a

Por otro lado, segunel modelo de “cuila”, las moléculasde nisina adheridasa la a

superficie celular provocaríanla desestabilizaciónde la bicapa lipídica favoreciendola
formaciónde los poros. El potencialde membranacambia la orientaciónrelativa de la
moléculade nisinarespectode la membrana,adoptandola forma de cuña,por lo que al
arrastrara los fosofolípidosunidos a la nisina, se induce una curvatura local de la
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superficiede la membrana,dando lugara los porosrellenos de aguacuandosuficientes
moléculasde nisinacolaboranparadoblary alterarlocalmentela bicapalipídica. Como se

sugierepor los estudiosde RMN, la nisina expondría su zona cargada hacia la fase

acuosa.Segúnestemodelo, la ordenaciónde las moléculasde nisina provocaríanuna
alteración de la bicapa lipídica al forzar a los lípidos a adoptaruna conformación
termodinámicamentedesfavorable.Los poros formados son por tanto intrínsecamente
inestablesy por ello intentaránreordenarsede nuevo en la estructura de bicapa.(figura

1.6.)

o0
(a)

(b)

(e) •«
Figura L6 Formación de poros por la nisina segúnel modelo de “culis”.

(a). La nisina está en solución en el exterior de la célula. (b). Acontinuación,

se unea la superficiede la membranacargadanegativamente,dando lugar a
unaelevadaconcentraciónlocal y alteraciónde la dinámicalipídica. (c). En
presenciade un potencial de membranapor encimadel umbral, la nisina se
inserta en la membrana, arrastrando consigo a los fosfolípidos negativos a los
que se encuentra unida, dando lugar a la formación de un poro en forma de

cuña. Fuenje:G.N.Molí y coL (1996).

I Potencial de membrana
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El tamaño de los poros varía de 0,2 a 1 nm, probablemente el tamaño de los

agregados determina el tamaño de los poros y el de las moléculas que puedenatravesarla
0

membrana(Piard y Desmazeaud,1992). Los compuestosde 500 Da puedenatravesar
porosde 1 nm de diámetro.

u

2.3.2.1. Actividad frentealos esnorosbacterianossensibles
Esteefectoseproducetrasla germinacióndelesporo,peroantesde su desarrollo,la u

nisinamodificacovalentementelos grupossulfidrilo de los componentesde la membrana
delesporo,originandola inhibición de su crecimiento(Monis et al., 1984). Las cadenas U

lateralesinsaturadasde los deshidroaminoácidosson las responsablesde esteefecto, al
actuarcomo aceptoresde electrones(Liu y Hansen, 1992). La reactividadde estos

a
residuosconmercaptanosy la completapérdidade la actividadde los mutantesa los que
se les ha sustituidoel residuoDHA5 por Ala, apoyanestahipótesis(Chanet al., 1989;

U

Liu y Hansen, 1990). En este caso, el compuesto formado mantiene su capacidad
bactericidapero pierdesu efecto de inhibición de la germinaciónde los esporos,por lo
queel mecanismode acciónde estosdosefectosantimicrobianosesdistinto.

Como ya se ha indicado previamente,el tratamiento térmico favorece la acción
inhibidora de la nisina en los esporosmicrobianos. La adición de tripsina (que no
destruye a la nisina), elimina el efecto letal de la nisina en los esporostratados o
térmicamente,probablementeporquecompartenlosmismosreceptores,de maneraque en

presenciade la tripsina,seinhibe la unión de la nisina al esporo(Hurst, 1981; Tramer y
u

Fowler, 1964).

2.3.2.3- Actividad inhibidorade lasíntesisde laparedcelular a

Esteefectoseproduceporquela nisina interaccionacon los lípidos intermediarios

de la biosíntesisde la mureina,inhibiendosu síntesis.Sin embargo,se necesitangrandes —

concentracionesde nisinaparaejercerestaacción,unas1600 UI/mí, cantidad1000 veces
superiora la concentracióninhibidora mínima para Bacillus stearothermophilus,por lo

U’

queno se puedeconsiderarque se trate de un efectoprimario (Reisingerej al, 1980).

Además,el complejonisina-mureinapodríaestarimplicado en la interaccióninicial de la
nísinacon la célulay/o en su transponehaciala membrana(Harrisetal., 1992b).

2.3.2.4. Actividad frentealas enzimasautolíticasde lascélulassensibles
La nisinaescapazde inducir dos sistemasautolíticosenStaphylococcuscohnii, uno

mediadopor un enzimade tipo muramidasay otro de tipo glucosamidasa(Bierbaum y e

Sahí, 1985). Dichosenzimasnormalmentese mantieneninactivos al estarunidos a los
ácidosteicoico, lipoteicoicoy teicurónicode la paredcelular.La nisina, al igual queotros

o
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péptidossintéticosde característicassimilares, como la poliisina, poseetambién una
afinidad elevada por estos sustratos,compitiendocon los enzimaspor su unión. La
liberaciónde estosenzimasorigina su activación(Bierbaumy Sahí, 1987). Teniendoen
cuentaque la actividadautolíticadependede la cationicidaddel péptidoque interacciona
con la célula, pareceque la liberación enzimáticase realiza mendianteun procesode
intercambioiónico. Pormicroscopiaelectrónicasehaobservadoquela activaciónde estos
enzimaspareceserpredominanteen la zonadelseptoentrelas paredesbacterianasde dos

célulascontiguas.

2.3.3. Relación estructura-actividad
La región flexible existente entrelosanillosABC y DE determinadapor RMN (Van

den Hooven et al.. 1993), podría actuarcomo una “bisagrat’ que permitiría, según el
modelode “cuña”, quela moléculasedoblasey arrastraselos lípidos de la superficiepara
formar el poro (Driessenej al., 1995). Los intentos realizadospara inmovilizar estos
anillosmediantela eliminaciónde los residuos20 y 21, o su sustituciónpor residuosde
prolina,hanresultadoen unapérdidaconsiderablede la actividadantimicrobiana(Moll e:

al., 1996).

Desde siempre se ha consideradoque los residuos de deshidroaminoácidos

constituían un papel importante en la actividad de esta molécula. Para determinarel papel
de los residuos de DHAen las posiciones 5 y 33, se han estudiadolos dos principales
productos de la degradación de la nisina, la nisina 1-32 (que ha perdido los dos últimos
aminoácidos,DHA33 y Lys34)y la (des-Ala5)nisina1-32(dondela rupturaen la posición

5 destruye el anillo de lantionina). Estos compuestos se forman tras un almacenamiento
prolongadoo aconsecuenciade un calentamientode la nisinaen medioácidoácido.

La eliminacióndel residuoDHA~3, dandolugara la molécula de nisina 1-32, no
suponeunapérdidaen la actividadantimicrobiana.Además,otro productode degradación
que presentala DHA33 sustituidapor Ser, es tan activo como la molécula de nisina
(Rollemaetal., 1991).Estasobservacionessugierenque el residuoDHA33 no es esencial
en la actividad antimicrobiana de esta molécula. Por el contrario, el residuo DHA5 sí

pareceejercerun papelimportante,puestoquela pérdidade esteresiduoen el producto de
degradación(des-Ala5)nisina1-32, da lugaraunasustancialpérdidade actividad(Chanet

aL, 1989).Inicialmente,no seconocíabien si esteefectosedebíaa la pérdida del residuo

de DHA perse,o al cambio de conformaciónconsecuenteala aperturadel anillo A (Lian
et al., 1991; 1992). Esto ha sido estudiadorecientementepor Chan ej al. (1996), al
obtenerun derivadode la nisinaquemantienela estructuradel anillo A, pero que tiene la
DHA5 sustituidapor Ala (al cambiar la Ser5 por Ala en el péptido precursor).Este
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derivadode la nisina tiene una actividadsimilar frente a las célulasvegetativaspero, sin
embargo,suactividadfrente alosesporosbacterianosesmuchomásreducidaquela de la
molécula nativa; resultadossimilaresse obtuvieronpreviamentecon la subtilina (Liu y

Hansen,1993). Los resultadosobtenidossugierenque tanto la nisina como la subtilina
a

tienen dos efectos biológicos distintos que, probablemente,se producen por dos
mecanismosmolecularesdiferentes:por un lado inhibenel crecimientobacterianoy. por
otro, inhiben la germinaciónde los esporos.Asimismo, en el casodel derivado (des- a

AlaS)nisina1-32, esla pérdidadela estructuradel anillo la que determinala pérdidade la
actividadmicrobiana,ya que si se mantenienela estructuradel anillo, sustituyendola a

DHA por Ala, no se reducela inhibición de las células vegetativas.El anillo A, por lo

tanto,esesencialparaejercerel efectosobrelascélulasvegetativas,mientrasque la DHA a

enposición5 esnecesaria para la inactivación de losesporos.Tambiénse ha determinado
que la distorsiónde esteanillo producidapor la sustituciónde D-Ala por D-Abu en la

a
posición 3 (al sustituirel codónque codifica Serpor Thr en el gen estructuraly que da
lugarala formaciónde un anillo de IBmetil-lantioninaen lugardelanillo de lantioninaen la

molélula madura), ocasionala pérdidacasi completa de su actividad antimicrobiana a
(Kuiperse:al., 1996).

u

El anillo C es asimismo esencial para la actividad antimicrobiana, ya que la rotura

proteolíticaentreAla’5-Leu16 (Chane: al., 1993, 1995b),conduceala pérdidatotal de a

actividad.El estudiode otros fragmentosderivadosde la proteolisis de la nisina, ha
permitido identificarotros residuosimportantesen su actividad.Por ejemplo,mientras

a
quela nisina1-32tieneactividadcompleta,el derivadonisina 1-29(sin los residuosIle30-
His31-Val32) conducea unadisminuciónde su actividaden unas30 veces(Chane: al.,

1993. 1995b).El fragmentode nisina 1-12es de particularinterés,puestoque siendode

por sí inactivo, antagonizael efecto antibacterianode la molécula de nisina completa
(Chanetal., 1995).Estosugierequelos anillosA, B y C se requierenparala unión con —

la célula,peroqueotraspartesdelextremocarboxilo-terminalde la moléculase requieren

ademásparala formaciónde los poros.QuedaporestablecersilosanillosA, B y C están e
implicadosen la oligomerizaciónde la nisina y/o en su unión a los fosofolípidos de la

membrana.
a

Segúnel modelo de “cufla”, la unión de la nisina se produciría por interacción
electrostáticaentre la zona catiónica de la molécula y las cargas negativasde los u

fosfolípidosde la membrana(Molí e: al., 1996). Otros estudioshan demostradoque la

cargapositiva de la posición 12 no es esencialpara la actividad antimicrobiana.Por el a

contrario,paraquela actividadseaóptima los grupos imidazol de las His 27 y 31 deben

e
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estarprotonados.La sustituciónde la His 27 porAsp (comoocurreen la nisina Z) o por
Lys.no alterala actividadantimicrobiana,aunquemejorasucapacidadde difusión.

En resumen,puedeconsiderarseque los anillos A, B y C estánimplicadosen la
uniónde la nisina a las célulasy en la oligomerizaciónde la molécula,mientrasque las
cargaspositivasdel extremocarboxilo-terminalson lasresponsablesde su inserciónen la
membranaparadarlugarala formaciónde poros(Moil e:al., 1996).

2.3.4. Resistenciae inmunidad
Existen tres tipos diferentesde resistenciaa la nisina: la resistenciatransferible,la

espontáneay la inmunidad.La resistenciatransferiblea la nisina, observadaen algunos
microorganismos,es un factor independienteno ligado genéticamentea la producciónde
nisina.En algunoscasos,los determinantesde la resistenciaa la nisinase han encontrado

asociadosa plásmidos,como en L lacás subsp. ladds biovar diaeeylacás(plásmido
pNP4O, McKay y Baldwin, 1984) y en L lacfls subsp. lacUs (plásmido pTRLO4O,

Klaenhammery Sanozky, 1985; plásmido pSFOl, von Wright et al., 1990). Los
determinantesde la resistenciaa la nisina de los plásmidospNP4O y pSFOl se han
donadoy expresadoencepasdeL lactis subsp.lactis. El análisisde la secuenciadel gen

de interésde pN4O reveló un marcoabierto de lecturaquecoditica una proteínade 319
aminoácidos(Frosethy McKay, 1991). De la secuenciade aminoácidosse ha sugerido
unaubicaciónenla membrana,sinembargo,la funciónde estaproteínaes,hastala fecha,
desconocida.Unasondade oligonucleótidosdiseñadaapartir de el gen de resistenciadel
pNP4Ono hibridócon fragmentosdigeridosdel ADN de la cepaproductorade nisinaL.

lacris ATCC 11454, lo queindicaqueestegenesdistinto al que confiere la inmunidaden
la cepaproductora(Frosethy McKay, 1991). La resistenciade estetipo estágeneralmente

asociada a otras ventajascompetitivascomo la de la resistenciaa bacteriófagos(Dykes,
1995).

En otrosorganismos,la resistenciaala nisinaestámediadapor la producciónde un
enzimareductasaque destruyea la nisina (nisinasa).La inactivación de la nisina se

producea consecuenciade la modificación de uno o varios de sus residuos de
deshidroaminoácidos(Jarvis. 1970, Jarvisy Pan, 1971).Esteenzimaseha descritoen
Lactobacillusplanzarum,L. ladis subsp.lac:is,L. ladis subsp. cremoris,Enterococcus

faecium. Leuconostocsp., S:aphylococcus aureus, Sfreptococcus salivarius subs.
rhermophilusy variasespeciesdel géneroBacillus (Harris e:aL, 1992b).

Por otro lado, existe tambiénunaresistenciaespontáneaque seobservacuandose
cultivan cepassensiblesa la nisina en presenciade cantidadessubletalesde ésta, lo que
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e,
origina la aparición de mutantes resistentes. En estos casos, la aparición de resistencias

podría estar asociada a a la alteración de cienos componentes de la membrana o de la
pared celular, lo que evitaría la adhesión o el funcionamiento de la bacteriocina (Dykes,

1995).

La inmunidadpropiamentedichaa la nisina,esaquellaqueposeela cepaproductora
epara protegerse a sí misma (Venema et aL, 1995). La proteína de inmunidad está

codificadaen el operónde la nisina porel gennisI. Nisí es una lipoproteínaancladaen el
exterior de la membranacitoplasmática(Kuipers ei aL, 1993a). La donación y la e’

expresióndel gen nisl en cepasde E. cdi y de L. lacds determinala inmunidadde los
transformantes. a la nisina, aunqueel mecanismoexactode su actividad todavía no se a

conoceconexactitud(Kuiperse:aL, 1993a;Engeilcee:aL, 1994).

e
Recientemente,se han descritootros tres genes relacionadoscon la inmunidadala

nisina nisF, Ey G. El gen nisGcodificapor una proteínahidrofóbicaque podría actuar
ede unamanerasimilaracomoactúanlas proteínasde inmunidadfrentea las colicinas,que

interaccionandirectamentecon las moléculasde colicina cerrandolos poroscreadospor

estas bacteriocinas. Las proteínas NisE y NisF poseen una secuenciasimilar a la de los u
transportadores tipo ABC, por lo que podríantransportaral lantibiótico al exterior de la
célula (Siegers y Entian, 1995), aunquedicho mecanismono ha sido todavía bien e

evaluado.

u
Otrosmecanismosde inmunidad,que incluyen la inhibición de la adsorcióna la

membranao del ensamblajede los poros, podríantambiencontribuir al nivel total de
u

inmunidad. Potencialmente,todas las proteínas de la maquinaria biosintética tienen
afmidadpor la nisinay podrían,por tanto,interaccionarcon ella. Estasproteínasforman
ensumayorparteuncomplejolocalizadoen la membranade la célulaproductora. Se ha u

observadoqueparaconseguirun nivel de inmunidad equivalente al de la cepa salvaje, se

requiere la presencia de todoslos componentesde la maquinariabiosintétka.(Sarise: al., a

1996).

a
2.3.5. Papel fisiológico de la nisina en las cepas productoras

Aunque gran cantidadde microorganismosposeenactividad bacteriocinogénica,el
papel concreto de las bacteriocinas en las poblaciones mixtas no está todavía claro. La U

ventajacompetitiva que suponela producción de bacteriocinas,se ha demostradoal

observarla predominanciade las cepasproductorasde bacteriocinasen poblaciones —

bacterianas modelo (in vivo e in vi:ro). Asimismo, el papel específico de las cepas

productoras de nisina en los ecosistemas naturales estátodavíasin determinar.Existen
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variasteoríasen cuantoal papel de la nisina en las cepasproductoras(Hurst, 1981; de

Vuyst y Vandamme, 1994):

2.3.5.1. Papelcomofactorcomnetitivo
Es evidenteque la capacidadde producir compuestosantimicrobianos,que puedan

inhibir aotrasbacteriasquecompitanpor los mismosrecursos,suponeunaventajadentro
de la poblaciónbacteriana.La nisinaasegurala dominanciadelmicroorganismoproductor

cuando compite con otros organismos.El hábitat natural de los microorganismos
productoresde nisinano seconoceconexactitud,aunquese sabeque forman partede la

flora presentede formanaturalen la lechecruda,junto con con otros lactococoslácticos.
SegúnHirsch(1952),estenichoecológicoesnuevoparaestosmicroorganismosy surgió
a partir de la domesticaciónde los animalesproductoresde leche.Actuamentese creeque
el hábitatoriginalde los lactococoslácticosproductoresde nisinaeranlas plantas(Harris
e: al., 1992a). Al coincidir varias especiesen este nuevo sustrato, desarrollaron

mecanismosde competición,de modoqueL ladús producenisina y L. cremoris,también
presenteen la leche, es el microorganismomás sensiblea esta y, paralelamente,L

cremorisproducediplococinay L. lacásesel microorganismomássensiblea ella (Hirsch

y Grinsted,1951; Hirsch, 1952).Además,el hechode que las característicasnecesarias
paracreceren substratoslácteos,como son la fermentaciónde la lactosa,la actividad
proteásicay la resistenciaa los fagos estáncodificadas en plásmidoscorrobora este

argumento (McKay, 1983).

2.3.5.2. Papel como renulador del crecimiento celular

Estudios realizados por Hurst (1981), sugieren que la nisina tiene una acción

reguladoradel crecimientodel microorganismoproductor,participandoactivamenteen el

comienzoy en el final del crecimiento. En las cepasno productorasde nisina, esta
funciónsesupliríaporotrospéptidos(nisinoides)con característicassimilaresa la nisina
pero biológicamenteinactivos(Hurst, 1978).

2.4. Biosíntesis de la nisina
Monitorizando mediante marcadores radiactivos la actividad bioquímica de las

célulasde Lactococuslactis subsp. lac:is productoras de nisina, Hurst (1966a,b) observó

que la biosíntesisde la nisina en un medio químico defmido no se inhibía por la
mitomicinaC, un inhibidorde la replicacióndel ADN, pero sí por la actinomicinaD, un
inhibidorde la síntesisde ARN. sugiriendoquela biosíntesisde la nisinano dependíadel
ADN reciénformado,pero si del ARNm. Además,los inhibidores de la biosíntesisde

proteínas como el cloranfenicol, la puinmicina o la terramicina (Hm-st, 19661,; lngram,

1970)y la clortetracicina(Ingram, 1970),inhibíanla biosíntesisde la nisina, tanto antes
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comodespuésde su iniciación. Estosresultadoshicieronsospecharque la biosíntesisde
la nisina no se realizaba mediante complejos multienzimáticos, como en el caso de los
antibióticospeptídicos,sino que se tratabade un mecanismode síntesisribosomal.Esta

hipótesisseconfirmócon losestudiosrealizadospor Ingram (1969, 1970), quesiguió la
e

incorporación de los aminoácidos serna, treonina y cisteína marcados radioactivamente

en la biosíntesis de la nisina, observando que aunque estos aminoácidos no están
epresentesen la moléculamadurade nisina, se incorporabana la cadenapolipeptídica

durantesu biosíntesis. El producto final era ademássensiblea los inhibidores de la
biosíntesis de proteínas. Ingram concluyó que los aminoácidos serna y cisteina, por un a

lado,y treoninay cisteinapor otro, eran los precursoresen la formaciónde lantionina y

b-metil-lantionina, respectivamente. Postuló que la serna, treonina y cisteina se a

incorporabaninicialmenteenun péptidoprecursory. a continuación,la deshidrataciónde
las serinasen lasposiciones3, 5 y 33 y de la treoninaen las posiciones2, 8, 13, 23 y 25

a
daban lugar a la formación de los aminoácidoscz,13-insaturadosdeshidroalaninay

deshidrobutirinarespectivamente.Porotro lado, la adición de la cisteínaen la posición7
ay las de las posiciones 11, 19. 26 y 28 al doble enlace de la dehidroalanina en la posición

3 y a la dehidrobutirinaen lasposiciones8, 13, 23 y 25,dabalugara la formaciónde los

anillos de lantionina y 3-metil-lantionina, respectivamente.Continuando con esta u
hipótesis,postulóun mecanismode biosíntesisde la nisinaen dospasos:en primer lugar,
la síntesisribosomalde un precursorpolipeptídicobiológicamenteinactivode mayorpeso

molecular, que contendría los aminoácidos normales, incluyendo las serna, treonina y

cisteina; a continuación,este péptido precursorse convertiría en la molécula madura —

biológicamente activa, por acción de uno o varios enzimas,que seríanresponsablesde la
deshidrataciónde la sernay la treoninay de la formaciónde los anillos tioéter (aunque

u
estaúltima reaccióntambiénsepodríadarespontáneamente(Weil e: aL, 1990).

En la actualidad,los avancesen biología molecularhan permitido demostrarla —
síntesistibosomalde la nisinay la de otroslantibióticosa partir de moléculasprecursoras

denominadas prepéptidos (Jung, 1991; Jung y Sahí, 1991), que posteriormentesufren
modificaciones post-traduccionales. Estas incluyen la modificación de los aminoácidosy
la eliminación de las secuencias líder (Kaletta y Entian, 1989). El precursor de la nisina A u
(prenisina),esunamoléculade 57 aminoácidoscompuestapor una secuencialíder de 23
residuos,seguidode una secuenciade 34 aminoácidosque secorrespondecon la nisina

a
madura,exceptoque contieneserna,treonina y cisteinaen lugar de los aminoácidos
modificados correspondientes (Buchman e:aL, 1988; Kalettay Entian. 1989;Dodde:aL,

1990). Los mecanismosde modificaciónpostraduccionalhipotetizadospor Ingramse han —

confirmado a nivel molecular. Actualmente se considera que el primer paso en la

biosíntesis de la nisina sería la deshidratación de serna y treonina en el prepéptido para
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formar DHAy DI-IB y, a continuación, la formaciónde los anillos de lantionina y

metil-lantionina por la adición de los grupos sulfhidrilo de las cisteínas vecinas a los

dobles enlaces de DHAo DHB, seguido de la escisión de la secuencia líder.

2.4.1. Localización y organización de los determinantes genéticos de la

biosíntesis de la nisina.

El mecanismomolecularde la biosíntesisde la nisina, es un fenómenocomplejoen
el que no sólo participael gen estructural,sinoque tambiénrequierede la presenciade
otrosgenesencargadosde la modificaciónde los aminoácidos,la eliminacióndel péptido
líder, el transporte a través de la membrana citoplasmática y el desarrollo de la inmunidad

o autoprotección de la bacteria productora. En los últimos añosse han descubiertoy
secuenciadolos genesresponsables,observandoque se encuentranpróximos al gen
estructural, relacionados con éste y organizados, a] menos en parte, en operones.
Tambiénse han identificadolos productosde estosgenesy sus funciones,en muchos

casos deduciéndolaspor comparación de su secuenciacon la de otras proteínas
conocidas.A la organizaciónde estosgenesse le ha denominado en inglés geneclus:er,

este término indica un grupo de genes relacionados, con varios promotores y
terminadores, localizados en varios operones. No obstante, para simplificar la

terminologíaa partir de estemomentohablaremosdel operónde la nisina, teniendoen

cuentaque estadenominaciónsuponeuna simplificación de esteconceptoy que no es
totalmente conecta.

El operón de la nisina tiene un tamañoaproximadode 11 kpb y comprendelos
genesnisABTCIPRKFEG(Entiany de Vos, 1996). Estosgenes,junto con al menos los

genes para el metabolismo de la sacarosa,se encuentranen transposoneso elementos
genéticos transponibles de, aproximadamente,70 kpb como el Tn53O1 (Dodd e: al.,

1990; Hom e: aL, 1991)o el Tn5276(Rauchy de Vos, 1992a).El genestructural(nisA),

quecodificael péptidoprecursorsesitúaenel extremo5’ del transposón,justo a 800 pb
de la secuencia de inserción, mientras el resto de los genes se localizan a continuación y

se transcriben en la misma dirección (Jack e:aL, 1995)(figura 1.7.).

Inicialmente se contempló una localización plasmídica de los determinantes
genéticos de la nisina (Kozak eral, 1973; 1974), puesto que las técnicas de curado de
plásmidosaumentabanla frecuenciacon la que diversascepasde Lac:ococcusladis

perdían la capacidad de producir la nisina. Sin embargo,el aislamiento de cepas

productoras de nisina carentes de plásmidos (Davey y Pearce, 1982, Fuchs eta!, 1975),

permitió que Steen e:aL, (1991) postulasen queel gennisAdebíaestarlocalizadoen el
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cromosomade L. lactis subsp. ladis ATCCJ 1454. ya que dicho gen hibridaba con

fragmentosde restriccióndemasiadograndescomoparaencontrarseen un plásmido.

La evidenciadefinitivade quedichosgenesselocalizanen el cromosomaseobtuvo
tras donary caracterizarel gen estructural(nisA). El conocimientode estegen y de las

secuenciasde ADN adyacentes,facilitó el diseñode sondasgénicas.FueronDodd e: aL

(1990), losquedemostrarondefinitivamentela ubicación cromosómicade estosgenesal

conseguir, a partir de una cepa de L lacnis no productorade nisinay carentede plásmidos
(L lacds MG1614), un transconjuganteproductor de nisina por conjugacióncon una
cepaproductorade nisina (L. ladis NCFBS94).Medianteexperienciasde hibridaciónse
demostróqueel cromosomade la cepareceptoracarentede plásmidos, L. lactis MG 1614,

habíaadquiridoun segmentode ADN queconteníael gennisA. La secuenciaciónde este

gen,revelóla presenciadeuna secuenciade inserción1S904cercadel final del fragmento
de ADN incorporado,850paresdebases(ph) antesdelgennisA. El análisisdetalladode
la relación genómica entre esta copia del 1S904 y el gen nisA en diferentes
transconjugantesproductoresde nisina, proporcionóla primera prueba formal de la
localización física de los determinantesgenéticosen el cromosomade L. lac:is. La
secuenciacióndel fragmentode ADN localizadoantesdel 15904identificó una repetición
directa terminal de 6 ph (5’-TflTl’G-39 que definía el extremo de un transposón

conjugativode 70 kb denominadoTnS3Ol. La electroforesisde campopulsado(PFGE)
del ADN cromosómicodigerido con Sma 1, estableciócon precisión el tamaño y la
localizacióncromosómicadel Tn53O1 en los transconjugantesproductoresde nisina

(Horn e: aL, 1991).Un análisisde 10 transeonjugantesdistintos, derivadosde unacepa
receptoraa partir de varias donantes,mostraronla preferenciade dos zonasdiana del
ADN cromosómico,dondeseintegraríael transposónde la nisina.

Posteriormente,otros investigadoresobtuvieron las mismas conclusiones con otras
cepasde L lactis productorasde nisina. De esta manera,Rauch y de Vos (1992a,b),
encontraronenla mismalocalización,un elementoprácticamenteidéntico al 1S904en L.

lacássubsp.lactis NIZO RS, al que denominaroniso-1S904o IS1068y demostraronla
existenciade otro transposónconjugativo,Tn5276,conunaorganizacióngenéticay unas
repeticionesdirectasterminales idénticasa las del TnS3Ol. Ambos transposones se
ajustanala definición de transposonesconjugativos(Rauchy de Vos, 1992a),es decir,
sonfragmentosde ADN quese insertanen diferenteslugaresdelcromosoma,codifican

funciones adicionales a las estrictamenterequeridas para su transposición y son
autotransmisibles.
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Existen doscircunstanciasqueclaramenteindicanla unión genéticaexistenteentrela

producciónde nisina y la capacidadde fermentarla sacarosa.En primer lugar, en las
e

experienciasde curadosiemprese pierden la capacidadde fermentarla sacarosay la de
producirnisina conjuntamente(Leblanc etaL, 1980;Gasson,1984; Gonálezy Kunka,

e’
1985; Steele y McKay, 1986;Tsaiy Sandine,1987). En segundolugar, ambosfenotipos
se transfierenconjuntamentepor conjugacióndesdediferentescepasde L lacássubsp.

lactis productorasde nisinaaotras receptorasdela mismaespecie,incluyendola variedad
diaceiylac:is(Gasson, 1984;Gonzálezy Kunka, 1985;Steeley McKay, 1986; Broadbent
y Kondo, 1991; Rauch y De Vos, 1992a) y a otras cepas de L. lacás subsp. cremoris u

(Steele y McKay, 1986; Broadbenty Kondo, 1991). Las experienciasde curado y

conjugaciónhandemostradotambiénla presenciade otra informacióngenéticaasociadaa e
dichoscaracteres,como es la resistenciaa bacteriófagos(Broadbenty Kondo, 1991;
Gireesh e: al., 1992; González y Kunka, 1985) y la producción de la NS-

u
(carboxietil)ornitina sintetasa (Donkersloot y Thompson, 1990), aunque este último
carácterno pareceestarpresenteen todaslas ocasiones(Thompsone:aL, 1991).

e

2.4.1 . 1. GenestructuralnisA y suproducto(nrenronisina~
Tres grupos de investigación independientessecuenciarony donaron, casi

simultáneamente,el genestructuralde la nisina (nisA), a partir de tres cepasdistintasde
Lacrococcu.sladtis (Buchmaneta!, 1988;Dodde: aL, 1990; Kaletta y Entian, 1989). La u
estrategiade los tres grupos fue similar, basándoseen el empleo de sondas de
oligonucleótidos degenerados, diseñadas a partir dela secuenciaaminoacidicade la nisina

upropuestapor Ingram (1970). En los tres casosla secuenciadel gen nisA era idéntica

aunqueseobservaronciertasdiferenciasen las secuenciasadyacentes.Como ya hemos
indicado, el gen estructural (nisA) quecodificael péptidoprecursorsesitúa en el extremo e’

5’ del transposón,justoa 800 pb de la secuenciade inserción.

u
El genestructuralda lugaral prepéptidode 57 aminoácidosdenominadoprenisina,

queconsisteen unasecuencialíder de 23 residuosen el extremoN-terminal seguidade la e
pronisina,de 34 residuos.La pronisinacoincidetotalmentecon el modelo postuladopor
Ingram (1970). mientraslas modificacionespost-traduccionalesocurrenexclusivamente
en la zonadelpropéptido(Jacke:al., 1995). e

Mediante mutacionesde determinadosresiduosde la secuenciadel líder se ha
observadoque algunosde ellos son esencialesen la biosíntesisde la nisina. De este
modo, modificacionesen la zonade corte (especialmentea nivel -1 y -4) afectanal u

procesado de la molécula, e impiden que se produzca la separacióndel propéptido,
originando la acumulaciónextracelulardel péptido precursor inactivo, que puedeser
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activadopor roturaenzirnáticacon tripsina,liberandola nisinaactiva (van der Meer e:al.,

1994). Dichosresultadossugierenque la separaciónde la secuencialíder esel último
pasoen la maduraciónde la nisina, y que es necesariaparaliberarel péptidoactivo. Por
otro lado, mutaciones en los residuos de las posiciones -15, -16 o -18 impiden que se

detectela secrecióno acumulaciónintracelularde la nisina o de sus precursores,lo que
sugiere que participan en la biosíntesis de la nisina y podrían interaccionarcon los
enzimasde la maduraciónyio conel sistemade transporte(van derMeer, 1994). Dichos
residuosparecen,por lo tanto,esencialespara que actúe la maquinaria biosintética. Se

hanobtenidotambiénquimerasconstituidaspor el líder de la subtilinacone] propéptido

de la nisina. En estecaso, la maquinariabiosintética,con la excepciónde la proteasa,
reconoce el péptidohíbrido y origina moléculasde nisina madura,aunqueconel péptido

líder unido aellas (Kuipers e: al., 1993b). Sin embargo,al intentarel efecto contrario
(unir el líder de la nisinacon el propéptidode la subtilina) no se obtuvieron moléculas
maduras de subtilina (Rintala eta!, 1993).

2.4.1.2. Genesrelacionadoscon la maduración (nisB y ni~~ y susproductos
A 108ph de la terminación del gen nisA seencuentra el inicio de otro marco abierto

de lectura que correspondeal gen nisB (Buchman e: aL, 1988; ; Dodd e: al., 1990;

Kaletta y Entian, 1989).Estegen codifica una proteínade 993 aminoácidosy 117,5 KDa
en L. ladtis 6F3 (Engellceeral., 1992) o de 852 aminoácidosy 100,5 KDa en L. ladis

ATCCll454 (Steen e: al., 1991). A pesar de la diferencia de tamaño, no existen

diferenciassignificativasen la producciónde nisinaen las doscepas,lo que sugiereque
el extremo C-terminal de la proteína NisB no juega un papel fundamental en la

biosíntesis. En ambos casos, antes del codón de iniciación ATGsiempre se encuentra, a
una distanciaadecuada,una secuenciade Shine-Dalgarno5’-GAGAGG. que actuaría

comopromotor. La proteínaNisB compartenotableshomologíascon las proteínasde
lantibióticossimilares,comola SpaB (Chungy Hansen,1992;Klein e:aL, 1992) y EpiR

(Schnelle:aL, 1992).

A continuacióndel gennísB se encuentra el nisT y solapadocon su extremo 3’se
encuentrael nisC. Este último codifica una proteína(NisC) de 414aminoácidoscon un
pesomolecularde 47,3 KDa. Este gen poseehomologíassignificativas con los genes
spaC (Klein e: aL, 1992) y epiC (Augustin e: al. ,1992;Schnellet al, 1992), de los
operones de la subtiina y epidermina, respectivamente.

Las proteínas NisB y NisC no muestranhomologíascon otrasproteínaspresentes

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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e

biocatalíticos no descritos anteriormente, por esto se pensó que estos genes podrían ser

los responsables de las modificaciones post-traduccionales de la nisina. De hecho,

estudiosrealizadoscon mutantesdemostraronque alteracionesdel gen nisB o del nisC

eliminan totalmentela producciónde nisina (de Vos e: aL, 1995; Kuipers et aL, 1993;
e

1995;Siegerse: al., 1996). Este efectopodríaserel resultadodel fallo en el sistemade
autorregulaciónde la nisina,que,comoveremosposteriormente,requierela presenciade
nisina maduraen el medio parainducir la expresiónde todos los genesdel operón.La
existencia de alteraciones de los genes citados origina el cese temporal de la producción de

nisinamaduray comocesael efectoinductor,cesatambiénla transcripciónde los genes, e

comolo demuestrala ausenciade ARNm nisAy no seproducelanisina madura(Kuipers
e: aL, 1995). Sin embargo, dicho efecto se elimina si se añade nisina madura en el medio —

parainducirla expresióndel gen nisA. No obstante, al hacer estoen estecaso,tampoco

se observa la producción de nisina maduraen los mutantes,lo quesugierequedichos
genes parecen ser esenciales en la maduración.

El mecanismopor el que las proteínasNisB y NisC catalizarían las reaccionesde a

deshidratacióny formación de las uniones tioéter, todavía no se ha determinado
completamente,si bienestudiossimilaresconel lantibióticoPep5sugierenquela proteína

PepBesresponsablede la deshidrataciónde los aminoácidos,mientrasque la PepC se

encargaríade catalizar la formación de los anillos tioéter a partir de los residuos
deshidratados y la cisteina (Meyer e: aL, 1995). La homologíade estasproteínascon las
NisB y NisC permitensospecharque el procesode maduraciónde la nisinaseasimilar.

e
También existe una cierta similaridad entre la proteína NisB y la ilvA de E. colí, una
treínadeshidratasa,lo que confirmaría la hipótesisde una función deshidratasade la
proteínaNisB (Gutowski-Eckele: aL, 1994). u

Empleando vesículas de L. lactis y mediante estudios de co-sedimentación, se e

observó que la proteína NisB cosedimenta con la fracción vesicular y únicamente puede

separarse de ésta tras un tratamiento con dodecil sulfato sódico (SDS). Además los u

análisis por transferencia de proteínas (Western blot) mostraron que la proteína NisB se

encuentra estrechamente unida a la fracción vesicular de L. ladis (Engelkee:aL, 1992).
e

Dichos resultadossugierenque esta proteína se encuentraasociadaa la membrana
citoplasmática,como indica su naturalezahidrofóbica, por lo que la biosíntesisde la
nisina podría localizarse en este lugar, al igual que sucede con otros lantibióticos (Schnell u

e: aL 1988). El anclaje de la proteína NisB se localiza en el lado citoplasmático de la

membranacelular. e

e
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Recientemente, la coinmunoprecipitación del prepéptido con las proteínas NisB y

NisC sugiere que ambas proteínas se encuentran asociadas en la membrana celular,

formandoun complejo ¡nultimérico denominadolantionina-sintetasa,que catalizaríala
maduración de la nisina (Siegers a aL, 1996). Además, también se ha evidenciado la

interacción física de NisC con el transportador NisT. El complejo lantionina-sintetasa,

estaría por lo tanto formado por la proteínaNisB, al menosdos unidadesde NisC y,
además,otrasdosunidadesdel transportadorNisT (Siegerse: al, 1995).En los estudios
de co-inmunoprecipitación, se ha observado que al interaccionar NisA con NisB, la

regióndellíder quedaenmascaradaal estarprobablementeenvueltaen la interaccióncon
NisB. Posiblemente, el líder es necesario para el reconocimiento de NisA por la proteína

NisB, mientras que la unión de NisA con NisC se realiza en la región del propéptido.

2.4.1 .3. Gen responsable del sistema de transporte: rúsT
La nisinaejercesumecanismode acciónfueradel microorganismoproductor,por lo

que es necesarioque. unavez sintetizada,seaexpulsadaal exterior a través de la
membranacitoplasmática,estepapello realizala proteínaNisT. El gen nisT se localizaa
continuaciónde] codónde terminacióndel nisB.El marcoabiertodelecturacomienzacon
un codónde iniciaciónATG precedidoporunasecuencia5’-TGAGGA, quepodríaactuar
comolugarde unión al ribosoma.Además,en las posiciones-10 y -35 queprecedena

estegenexistenregionesquepodríanactuarpotencialmentecomopromotores(Engelkee:

aL, 1992).

El gennisTcodifica una proteína de 600 aminoácidos y 69 KDa. denominada nisT.

Esta proteínatiene unahomologiadel 43,8% con la proteína SpaT, involucrada en la

biosíntesisde la subtilina(Engelkee:aL, 1992; Kalettae:aL,1991b; Klein e: aL, 1992).

La inactivación 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 sufrenfenómenosde agregación,formandoestructuras
micelares, debido a la acumulación intracelular de la subtilina por defectos en el sistema

de transporte (Klein e: aL, 1992). En esta misma línea, se ha observado que la expresión
de NisT en E. coli resulta muy tóxica para éste, lo que sugiere que esta proteína interfiere

notablemente con el metabolismo celular (Engelke e: aL, 1992). Por otro lado, una
delección en este gen elimina la producción de nisina, aunque se detectó actividad en los

lisadoscelulares (de Vos e: al., 1995, Qiao y Saris, 1996). Al complementar la cepa

mutantecon un plásmido portadordel gen nisT, se recuperóla capacidadde producir
nisina. Todo ello sugiere queNisT es la proteína encargada del transporte, y que la

maduración del lantibiótico es independiente de este sistema.
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y

La proteína NisT, al igual que la SpaT pertenece a la familia de los transportadores
del tipo ABC, ATP-dependientes (Engelke e: aL. 1992; Kuipers et al., 1993a). Este tipo

de proteínas transportadoras presentan dos dommi . una zona N-terminal, que se

expandea travésde la membranay un dominio citoplásmicoen el extremoC-terminal
u.

donde se produce la unión con el ATP, que proporciona la energía necesaria para el

transporte(Higgins, 1992; Fath y Kolter, 1993) y que contienela secuenciaconsenso
Gly-Xaa-Gly-Lys-Ser-Thr. El dominio responsable de la unión con el sustrato todavía no

se ha identificado.

e

2.41.4. Gen resnonsable de la separación de la secuencia líder: nisP

El gen nisP se encuentra a un par de bases del fmal del nisl (Engeilce e: aL, 1994;

Van der Meer e: aL, 1993).Comienzacon un codón OTO, inusual en L lacás, precedido
a 6 pb por un lugar de unión al ribosomaAGGA y codificaunaproteína(NisP) de 682
aminoácidosy 74 KDa. NisP poseeunahomologíadel 42% con la proteínaEpiP. que
participaen la maduraciónde la epidermina.La secuenciaaminoacídicade NisP en L.

ladtis NIZO R5 y L. lactis 6F3 muestraunapequeñadiferencia de un aminoácido (Van O

der Meer e: aL, 1993;Engeilcee:aL, 1994),aunqueestadiferenciano es importantepara
su actividad.

La búsqueda de proteínas homólogas en las bases de datos, ha mostrado que NisP u

posee características típicas de las serina-proteasas, especialmente de las del grupo de la
subtilisina (Van der Meer e: al., 1993; Engeilce e: aL, 1994). Los aminoácidos

u
característicosde los lugares activos y catalíticos de dicho grupo, también están
fuertementeconservadosenNisP. El extremoC-terminalpodríaactuarcomoanclajeen la
membranacelular,sugiriendoqueNisPselocalizaenel exteriorde la célulay unidaa ella
(Van derMeer, 1993). La secuenciaprimaiia de NisP tiene las característicastípicasde

unapreproproteína(Van derMeere: aL, 1993),lo que implica que NisP se sintetiza como e

unaproteínaprecursoray, acontinuación,seexportaa travésde las envolturascelulares.
La pro-NisPtendríaquesufrir unamaduraciónposteriorparaconvenirseen una proteasa a

activa.
e

El sobrenadante de una cepa de L locás defectiva en el gen nisP no contenía nisina

(Van der Meer e:al., 1993), peropresentóun péptidode mayortamañomolecular,que al
ser analizado resultó ser la nisina madura unida a la secuencia líder. Además, al incubar —

este péptido con membranas celulares que contenían la proteína NisP activa, se liberó la
nisina madura,que conservabasu actividad antimicrobianacorrespondiente.Por otro u

lado, la expresión de NisP en E. coli hidrolizó la prenisina, cuando ésta se añadió al

sobrenadante. Estos resultados indican que la activación proteolítica extracelular de la

a
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prenisina por la proteína NisP es el último paso en la biosíntesis de la nisina. y que uno

de los papeles de la secuencia líder es la de mantener el prepéptido inactivo en el interior

de la célula.

La estructura tridimensional del dominio catalítico de las serina-proteasas del tipo de

la subtiisina está muy conservada (Siezen a al., 1991), esto ha permitido realizar

estudios de modelado molecular basados en la homología de las estructuras
tridimensionales de la NisP con otras senna-proteasas. De este modo, se ha observado

que la secuenciade aminoácidosdel lugar de procesadode la prenisina, encaja
especificamente en la región de unión al substrato de la proteína NisP, siendo las zonas

másimportantesparala interacciónla cargapositivade la posiciónMg’ (que interacciona
iónicamente con uno o dos residuos de Mp del centro activo del enzima) y el residuo

hidrofóbico de Ala4 (que interacciona hidrofóbicamente) (Siezen e: aL, 1995). Esto se ha
podido comprobarporque las mutacionesen los residuos Mg’ y Ala4 impiden la

separacióndel líder de la nisina madura(Van der Meer e: al., 1994). Por otro lado,
tambiénseha observadoque cercade la zonade unión con el sustratoexiste unazona
muy rica en aminoácidosaromáticos,que podría estar implicada en la unión a la
membranacelularo aotrasproteínasde membrana,comola NisT, formandopartede un
complejo biosintético.Otra posibilidad es que estazona podría servir como región de
reconocimientoy uniónal extremohidrofóbicoC-terminaldel precursorde la nisina, que
secorrespondeconel péptidomodificado.

Por otro lado, al sustituirla secuencialíder de la nisina por la de la subtilina, esta
quimerase transportóeficientementeal exteriorde la célula pero NisP no fue capazde
reconocera la moléculay romperla, probablementepor la presenciade unaGín en la

posición-1 (Kuiperse: aL, 1993b).Curiosamente,la proteínaNisP actúacomoreceptor
para otro lantibiótico, la camocinaU149, de tal modo que, en comparacióncon otras
bacteriaslácticas,las cepasde L. lacús productorasde nisina son aproximadamente10
vecesmássensiblesaestabacteriocina(Stoffelse:al., 1993; 1994).

2.4.1.5. Genesresponsablesde la inmunidad:nisl. nisEnisF y nisG

El primergendescritoimplicadoen la inmunidaddela nisinafue el nisl. Estegen se

sitúa acontinuacióndel nisC y su inicio se solapacon el codón de terminaciónde este
último (Engelkee:al. 1994; Kuipers e:al., 1993a). El inicio del gen nisl estáprecedido
de un lugarde uniónal ribosomaTGAAAGGAGG quecoincideconel lugarconsensode
unióndel ribosomaparaL ladis (Van de Guchte e: al., 1992). Este gen codifica una
lipoproteina(Kuiperse: al., 1993a; Qiao e:al., 1995) de 245 aminoácidosy 27,8 KDa,
incluyendo en su extremo N-terminal lo que pareceser una secuenciaseñal de 19

53



e
Irnroducción

aminoácidos,análogaala presenteen otras lipoproteínas.Las lipoproteinasbacterianas

constituyenun grupode proteínasqueseanclana la membrana citoplasmática o a la pared
celularmediantesu fracción lipídica, mientraslos lípidosestánunidoscovalentementeal
residuo de cisteínasituado en el extremo N-terminal de la proteína excretada(Wu y

u.
Hayashi, 1986). El extremo N-terminal de Nisí posee la estructura tripartita típica de los
péptidos señal, con un radical -NH2 cargado positivamente, un núcleo hidrofóbico y un

lugar de ruptura (Von Heijne, 1988). Esta proteína es muy similar a la Spal, que regula la a

inmunidad de la subtilina, ambas presentan un extremo hidrofóbico N-terminal con una

secuenciaseñaly unaCys en la posición +1 en la zonade rotura para la peptidasa II,

típica de las lipoproteinasbacterianas(Kuiperse: aL, 1993a; Klein y Entian, 1994). El

extremoC-terminales más hidrofílico y pareceque sobresalehacia el exterior de la a
membranacitoplasmática.Dicha proteína se modifica a lipoproteína y se anda en la

membranade la célula haciael exterior,unavez queseha eliminado la secuenciaseñal
(Sarise: al., 1996). No se ha encontrado homología de estaproteínacon las presentes U

hastala fecha en las basesde datos,exceptopor la secuenciaseñalparala peptidasaII,
altamenteconservada,

Existenevidenciasde queestaproteínaestárelacionadacon la inmunidadde la cepa e

productora,ya que la transformacióndelgen responsablede su producciónen una cepa
sensible no productora de nisina (L lactis M01614), incrementanotablementesu
inmunidad(Engelkee:al., 1994),aunqueéstanuncallega a ser del nivel de las cepas
productoras.La expresión del gen responsableen E.coli, también produce cierta

e
resistenciaen las célulassensibilizadaspreviamenteconEDTA (Kuipers e: al., 1993a).
Además,las mutacionesdel gen nisl en las cepasproductorasde nisina, no afectana su
producción, pero incrementanconsiderablementela sensibilidadde éstasa la nisina U

(Siegersy Entian, 1995). En unacepa productora,modificada en el gen nisA (cepa
NZ9800)y deficienteen la producciónde nisina,se observóuna resistenciadiez veces a
menora la nisina A que en la cepasalvaje. Sólo se obtuvo un nivel de inmunidad
equivalenteal de la cepasalvajecuando dicha cepase complementócon un plásmido u

portadordel genestructuralnisA o del nisZ (Kuipers e: aL, 1993a). Se ha observado
también,quemutantesde las cepasproductorasqueproducennisinaen menorcantidado

eno la producen,muestrantambiéndiferentesnivelesde inmunidad,coincidiendoel mayor

nivel de inmunidadcon la mayor producción (Rauch el aL, 1991). Estos resultados

sugierenque la producciónde nisina esun requisito necesarioparaalcanzar un nivel O

adecuadode inmunidad,probablementeporquela propia nisina participaen la regulación
de su expresióny su presenciaestimulala expresiónde otros genesdel mismo operón, e
incluido el de la inmunidad.

u
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El mecanismoporel que la proteínaNisí ejercesu acción protectora,todavíano se
conoceconexactitud.Considerandosunaturalezalipoproteica,probablementese adsorbe
al exterior de la membranacelular y confiere la resistenciaal interaccionardirectamente
con el lantibiótico o al impedir la asociaciónde las moléculasde nisina paraformar los
porosquealteranla membranaplasmática(Entiany de Vos, 1996).

Sin embargo,seha observadoqueen cepasinicialmentesensiblesala nisina, aun
produciendonivelesde proteínaNisí equivalentesa los de la cepasalvaje,el nivel de
imnunidadno es equiparableentreellas, lo que sugiereque debenexistir otrasproteínas

adicionales que también participan en la inmunidad(Sarise:aL, 1996).Recientemente,se
han descrito otros genes que podrían 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,queparecenparticiparen la inmunidadde las cepasde Bacilas
subtilis productoras de subtilina (Klein y Entian, 1994; Entian y de Vos, 1996) y se

localizan al final del operón de la nisina, aproximadamente a 12 kb del gen estructural,

donde parece que constituyen un operón separado del resto de los genes de la maquinaria

biosintética(Sarise:aL, 1996).

El gen nisF codifica una proteína de 225 aminoácidos y un peso molecular de 24,7

KDa. El marcode lecturadel nisF comienza a 102 pb del final del nisK y se inicia con un
codón ATO; antes de este gen se localizan regiones promotoras similares a otras

previamentedescritasen £ lactis (Van de Guchtee: al., 1992), lo que sugierequedicho

gen poseesu propio promotor.Además,la región no codificanteentrelos genesnisK y
nisFcontieneunarepeticióninversade 16 pb,quepuedeformarun bucley servir, por lo
tanto,comofinalizadorde la transcripcióndel nisK (Siegersy Entian, 1995). Por tanto,
los genesnisFEG parecenformar un operónapartede los nisABTCIPRK, aunqueno es
independientedeellos.

Inmediatamentedespuésdel gen nisF se encuentrael gen nisE, que codifica una
proteínade 247 o 242 aminoácidos,segúncuál de los codonesAGT de la secuenciase
considerecomocodónde iniciación.Lassecuenciasde NisF y NisE son muy similaresa
losextremosaminoy carboxiode la SpaF,respectivamentey parecenfuncionar,al igual

queesta,comotransportadoresde tipo ABC.

El gen nisG se superponeal extremo 3’del nisF y codifica una proteínade 241

aminoácidosy 24.2 KDa, queesmuy hidrofóbicay similar a las proteínasimplicadasen
la inmunidada las colicinas. Estasproteínasson tambiénmuy hidrofébicasy presentan
tres o cuatro dominios que interaccionancon la membrana. Pareceser que dichas
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proteínasparticipanen la inmunidad porque acuSan interaccionandocon los dominios

formadoresde canales(Pugsley, 1988; Song y Cramer, 1991), la semejanzade estas
proteínascon la NisO hacepensarqueéstaposeeunafunciónsimilar.

u

Lasmutacionesen los genesnisFEOocasionanun incrementoen la sensibilidada la
nisina(Siegersy Entian, 1995),aunquedichosmutantesson capacesde sobrevivira los
nivelesrelativamentealtos de nisinaque producen,lo quesignifica queestascepasson, u

por definición, inmunes.Sin embargo,algunosmutantesson mássensiblesque la cepa
salvajea la nisinaañadidaexógenamente,lo quesugiereque el grado de inmunidadde u

estogmicroorganismosse adaptaa la cantidadde nisina que producen.Existe de nuevo

una clara correlación entre el nivel de nisina producido y el grado de inmunidad —

alcanzado,lo que probablementesedebeaun efectodel sistemade autorregulación.De
ahíquelas cépasmutantesqueproducenmenorcantidadde nisinapresentena su vez una

U

menortranscripciónde todoslos genesdel operóny, por lo tanto, una menorinmunidad
cuandosecomparanconotrascepasproductorasde cantidadeselevadasde nisina, como
esel casode las cepassalvajes.Estosresultadoshacendifícil extraerconclusionesacerca u

desi unaproteínaparticipaenla inmunidad,en el casode las cepasque presentanniveles
inferioresde inmunidadperoquetambiénproducenmenorescantidadesde nisina, puesto u
quelos nivelesde las otrasproteínasimplicadasen la biosíntesisvana sermenores(Saris
e:aL, 1996). a

Algunasexperienciasrealizadasrecientemente,contradicenel papel de las proteínas
uNisFEOen la inmunidad.Así porejemplo, la cepamutanteF17332(Dodd et al., 1992)

no productorade nisina tiene un nivel de inmunidad equivalenteal de la cepasalvaje,
probablementedebido a la transcripciónde los genesnisBTCIPRK por acción del U

promotor 1S905. Considerandola necesidadde la producción de nisina para la
transcripcióndel operón nisFEG (Sarise: aL, 1996), estacepano deberla transcribir a
dichosgenes,sin embargo,es totalmenteinmuneala nisina (Dodd et aL, 1992).

u
Duane:al., (1996)handescritoen la cepano productorade nisinaL. ladis Ml 89,

la coexistenciade dos mecanismosdiferentes que determinansu resistenciaa esta

bacteriocina.Porun lado,poseeun plásmidono conjugativo(pND3OI), con el gen de la
resistenciaa la nisina presenteen otros microorganismosy ya descrito por Froseth y

McKay (1991)y, porotro lado,poseeotro plásmidoconjugativo(pND300),queconfiere —

resistenciaaestabacteriocinaporun mecanismodistinto, puestoque su secuenciacarece

del genresponsablede la resistenciapresenteenel plásmidopND3Ol, y delgen nisI, que e

confierela inmunidad.Un análisis de dicha secuenciaha reveladola presenciade los
genesnisF, nisE y nisG, lo que hacesuponersu implicación en la resistenciade esta —
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cepa.Estaes la primeravez que se describela presenciade estosgenesaisladamentede
los del operónde la nisina. Por lo tantoel papel de estosgenesen la inmunidadtodavía
no estátotalmentedeterminado,puestoque algunasexperienciassugierenla implicación
de estosgenesen la inmunidad(Siegersy Entian, 1995;Duane: aL, 1996), pero otros la
contradicen(Dodd etal., 1992;Saris, 1996).

A pesarde la similitud entrelasproteínasqueconfierenla inmunidada la nisina y a
la subtilina, tanto en su secuenciaaminoacídicacomo en sus propiedadesgenerales,no

existe inmunidadcruzadaentreellas, de forma que las cepasproductorasde nisina son
sensiblesa la subtilina y viceversa(Sahíe: aL, 1995), lo quedemuestrala especificidad
del mecanismoinmune.La inmunidad cruzadasólo se ha observadoen el caso de las
variantesnaturales,comola nisinaAy la nisinaZ (deVoseral., 1993).

En resumen, la localización de la proteína Nisí sugiere como mecanismode
inmunidadla inhibiciónen la formacióndeporos por interacciónproteicaen la superficie
dela célula, aunquela actividadde la proteínaNisí parecerequerirla asistenciade otras
proteínas.El empleode transportadores,tanto haciadentrocomohaciael exterior de la

célula, podríaser un mecanismoadicionalde inmunidadpara la nisina, reduciendolo
suficienteel nivel de nisinaen la membranacomo para inhibir la formaciónde los poros.
Como se ha propuesto para la subtilina, este transportadorpodría transportar la
bacteriocinaqueinteraccionacon la membranaal interior de la célula, dondesufriría una

degradaciónintracelular(Klein y Entian, 1994).Quedapor dilucidar si estetransportador
actuaríatambiénde modosimilar al NisT, transportandolos precursoresal exteriorde la

célula.Deserasí,ello explicaríael fenotipo productorde subtilinaen un mutanteconun

genspaTafuncional(Klein e:al., 1992).

Otros mecanismosde inmunidad, como la inhibición de la adsorción en la
membranao delensamblajede las moléculasparaformar los poros, podríancontribuir al
nivel total de inmunidad.Potencialmente,todaslasproteínasde la maquinariabiosintética
tienen afmidadcon el lantibiótico y podrían interaccionardirectamentecon él, ya que
formanmayoritariamenteun complejolocalizadoen la membrana.Un nivel de inmunidad
equivalenteal de las cepassalvajes,requiereun complejo biosintéticocompletamente

funcional. No seexcluye,por tanto,la posibilidadde que existanotrasproteínas,aún no
descritas,implicadasen la inmunidad(Sarise:aL, 1996).

2.4.1 .6. Reeulaciónde la biosíntesisy nenesimplicados:nisRy nisK
La regulacióndela biosíntesisde la nisinaserealizapor las proteínasNisR y NisK.

Estas dos proteínas forman el llamado sistemaregulador de dos componentes,que
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pertenece a una familia de reguladores de respuestas ambientales que participan en

procesos tales como la regulación de la esporulación, la osmoregulación o la anaerobiosis
e

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

estímulo exterior mediante la autofosforilación de un residuo de His en el dominio C-

terminal. El grupo fosfato se transfiere a continuación a un residuo de ácido aspártico del

correspondiente regulador de respuesta, que generalmente actúa a nivel del ADN,

activando la transcripción (Msadek e: aL, 1993). En este caso, la diana para este

regulador sería el promotor del gen nisAy, recientemente, se ha demostrado que la señal
que activa este sistema es la propia nisina madura (Kuipers e: aL ,1995; Qiao e: aL,

1996).

a

El gen nisRse encuentra a 49 pb del codón de terminación del nisP(Van der Meer e:

aL, 1993) y se inicia con una secuencia donde se observan tres posibles codones de U

iniciación. La opinión generalizada es que la NisP se compone de 229 aminoácidos, ya

que uno de los codones, el AGT, es el normalmente empleado por L ladis como codón u

de iniciación (Van der Meer e: al., 1993). La NisR posee una gran homología con el

regulador de respuesta SpaR del operón de la subtilina (Klein e: al, 1993) y el mayor u

grado de identidad con otros componentesreguladoresde sistemas de traducción
sensorialocurreenlos 110 residuosdel extremoN-terminal. Los aminoácidosactivosse

u
encuentran conservados en todos los miembros de esta familia y en el caso de la NisR,

porcomparaciónde secuencias,corresponderíana los residuosAspl<>, Asp53 y Lys’02.
La Asp53 sería el lugar de fosforilacién para la correspondiente histidina kinasa (Sanders e

y Koshlands, 1988).

Solapandoal gen nisR se encuentra el nisK, que se inicia con un codón ATO y

codificaunaproteína(NisK) de 447 aminoácidosy 51,3KDa (Engeilcee: aL, 1994; Van e
der Meer et aL, 1993). La proteína NisK muestra una gran similitud con las histidina
kinasas de los sistemas reguladores de dos componentes. Las homologías se presentan en

u
la regiónC-terminal.Dichossegmentosmantienenconservadoun residuoHis, en el que

se produce la autofosforilación (His238 en NisK), un residuo Mp (Mp349 en NisK) y
e

un fragmentorico en glicinaen el extremoC-terminal (del aminoácido380 al extremoC-
terminal de la NisK). La proteína NisK posee también homología con la SpaK de B.

sub:ilis, de función similar, con la que muestra gran similitud en su perfil de

hidrofobicidad (Engelke et al., 1994): ambasmoléculaspresentanen sus regionesN-
terminales dos fragmentos hidrofóbicos separados por un fragmento hidrofffico, siendo u

sus extremos C-terminales hidrofílicos. Los dos fragmentos hidrofóbicos son posibles

dominios situados en el interior de la membrana citoplasmática, mientras que la región

u
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hidrofílica intercalada se corresponderla con el dominio sensor extracelular. La región

hidrofílica C-terminal, podría ser el dominio de traducción de señal con actividad kinasa

(Engelke e: al., 1994).

Cuando los genes nisAiBTCIR se encuentran en un plésmido multicopia en una cepa

receptora no productora de nisina, se observa la producción del precursor de la nisina, lo
que indica que la sobreexpresión del gen nisR por si sola es suficiente para activar la

transcripción de nisA y de los genessubsiguientes(van der Meer el aL. 1993). Sin
embargo, cuando en un plásmido multicopia sólo se encuentran los genss nisABTCI, no

se observa la transcripción del gen nisA (Kuiperse: al., 1993a).

Kuipers e:aL (1995)han demostradoqueesla propianisina madurala que induce
la transcripción de su propio gen estructural y de los genessubsiguientes,medianteun
mecanismo de traducción de la señal, al actuar sobre el sensor histidina kinasa NisK. Para

demostrarlo, Kuipers contruyó un mutante con una delección de 4 pb en el gen estructural
nisA (AnUA), lo queanulóla transcripciónde estegeny la producción de nisina y redujo

la inmunidad de la cepa a niveles basales. Sin embargo, al añadir pequeñas cantidades de

nisina al medioextracelular,se consiguióla transcripcióndel gen nisA. La cantidaddel

transcrito dependió de la cconcentración de nisina añadida. Otros péptidos también fueron

capaces de inducir la transcripción, como la nisina Z y variosmutantesde la nisina Z, así

como la nisina Z madura unida a la secuencia líder de la subtilina. Estos experimentos
sugierenquela partemodificadadellantibióticojuegaun papelfundamentalen el proceso
de inducción,especialmentelos residuosmodificadosdel extremo N-terminal de la
molécula.Otrospéptidosrelacionadoscomoel precursorde la nisinade 57 aminoácidos,

la subtilina,la lacticina481,el Pep5y la lactococinaA no indujeronla síntesisde nisina.

Un análisis de los requerimientosestructuralesde la señal externa, empleando
fragmentosde nisina procedentesde digestión enzimáticay variantes genéticas,ha

reveladoquesenecesitanal menoslos 12 residuosdel extremoN-terminal paraproducir
la inducción, siendo esencialque el anillo A esté intacto. Las modificacionesen la
molécula también influyen a su capacidad de inducción (Dodd elaL, 1996a). Asimismo,
la inactivacióninsercionaldel gennisK eliminala inducibilidady la transcripciónde nisA,

lo que indica que NisK es esencial en el mecanismo de traducción de señal, al
interaccionarprobablementecon la propianisina(Kuiperseta!., 1995;Qiao eta!.. 1996).

El mecanismode autoregulaciónpreviamentedescritopodría interpretarsede varias
maneras:(1) en primer lugar,paraahorrarenergía,ya que al controlarla expresiónde la
totalidad de los genes,cualquier disfunción en uno de ellos anularía la síntesis del
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9

inductor y, por lo tanto, la expresiónde todos los genesbiosintéticos,(2) para alcanzar
los nivelesde inmunidaden respuestaa los altos niveles de nisina producidospor las e

célulasvecinas,esdecir, paraamplificarla respuestaa las señalesambientaleso (3) para
promoverla comunicacióncélulaacélula,lo quepermitela producciónde altascantidades
del péptidoantimicrobianoen unaacciónconcertada,disminuyendopor consiguientela
apariciónderesistenciasen los microorganismosdiana(Kuipers e: aL. 1995).

e

Los resultadosobtenidoshan permitido desarrollarsistemasde sobreexpresiónde

proteínasen las bacteriaslácticas,empleandoel promotorde la nisina y sus elementos a

reguladores (de Ruyter e: aL, 1996; Kuipers e: al., 1997), estos sistemas podrían

emplearseincluso en los alimentos,puestoque la nisina está permitida como aditivo a

alunentano.

u

2.4.1.7. Owanizacidnde los nenesdel oneróndelanisina
Comoyaseha indicado,el grupode genesresponsablede la biosíntesis,regulación

a
e inmunidad de la nisina, se localiz.aen un transposónconjugativode 70 kb. Se han
descritotransposonesde estascaracterísticasen variascepasde L. ladis productoras de

nisina A, tales como L lactis NIZO RS (transposón Tn5276,Rauchy de Vos, 1992a)L. U

lactis NCFB894(transposónTn53Ol, Hom e: aL, 1991) y en el productorde nisina Z,
L. lactis NIZO 22186 (transposónTn5278,Rauche:aL, 1994).En todoslos casosse ha u

determinado su secuencia y organización, siendo ambas prácticamente iguales en todos

ellos.
u

El sistemacomienzaconel genestructuralnisA, queselocalizaen el extremo5’ del
transposóny, a continuación,se sucedenlos demásmarcosabiertosde lecturaquese
transcribenen la mismadirecciónrelativa y en el ordenBTCIPRKFEG(figura 1.7.). Si

bienporaná]isisde la secuenciade ADN se han postuladodiversasregionesquepodrían —
actuarcomo posiblespromotores,localizadosdelantede los genesnisA, nisB, nisT,
nisC,nisR y nisF, así comoterminadorestraslos genesnisB, nisK y nisG (Engelkee: u

aL, 1992; Dodd y Gasson,1994; Siegersy Entian, 1995; Immonene: aL, 1995), Ra et

al. (1996)handemostradorecientementela existenciade dos promotoresfuncionalesque
controlarían a lo grupos de genes nIsABTCIPRK y nisEFG, respectivamente.Los
promotoresde estosdos operonespresentanuna homologíadel 73%. Ambos operones

u
están coordinados y autoregulados por la propia nisina madura extracelular, formando un

regulón.
e

u
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2.4.2. Mecanismo de maduraciónde la nisina
De los resultadosdescritospreviamente,es posiblesugerir el siguienteesquemade

biosíntesisy maduraciónde la nisina(deVose: aL, 1995). En primer lugar (figura 1.8.),
la señal inductora, que sería la propia nisina madura, activaría, medianteel sistema
reguladorde dos componentesNisR/NisK, el promotordel operónnIsABTCIPRK y el
delnisFEO,lo que origina la transcripcióndel productodel gen nisA, la prepronisina,
quecontienelosaminoácidossinmodificary las cisteinaslibresy que podríaadoptaruna
estructuraen a-hélice.La prepronisinase dirige, ptrsumiblementepor accióndel péptido
líder, a un complejo localizado en la membranaque contiene los enzimas NisB
(responsablede la deshidrataciónde los aminoácidos) y NisC (responsablede la
formación de los anillos). En este momento, la secuencia líder colaboraría en mantener el

péptidoen su forma inactiva (van der Meer e: al., 1993). Tras la modificaciónde los
aminoácidosy la formaciónde los anillos, la prenisinamadurase transportaal exterior
pormedio del transportadorNisT, con la subsiguientehidrólisis del ATP. Finalmente,el
precursorde la nisina se activa por la ruptura proteolfticapor la proteasaextracelular
NisP,ancladaen la envueltacelular.El destinode la secuencialíderliberadatodavíano se

ha determinadoy no sesabesi, simplemente,sedegradao si tienealgunaotra función.

Respectoa la inmunidad, existen dos mecanismosque podrían participar en la

protecciónde la célula frente a su propio producto.El primero de ellos, estaríamediado
por la lipoproteinaNisí, unidaen el exteriora la membranacelulara travésde su anclaje
lipídico, posiblementeinteraccionacon las moléculasde nisina extracelulaxtso con las
que forman los poros, alterandosu formacióno sellándolos.Por otro lado, un sistema

transportadordel tipo ABC, consituidopor las proteínasNisE, NisF y NisO, podría
participar también en el desarrollo de la inmunidad. Estas proteínas actuarían
transportandola nisina maduraal interior de la célula, dondesufriría a continuaciónla

degradaciónenzimáticacorrespondiente.

El papelde la secuencialíder, apartede su función de manteneral péptidocomoun
precursorinactivo,no seconoceconexactitud.En particular, todavíano seconocecómo
actúadirigiendo al prelantibióticohacia los sistemasde maduracióny de excreción,cuál

es su destinotras su liberacióny en qué medidapodríaparticipar,una vez liberado, en
otros procesos tales como el de la inmunidad.
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NisA~RKFEG

Figura 1.8. Biosíntesisdel ¡antibióticonisina A. Fuente:U. Dodd <1996).
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2.4.3. Factoresque afectana la biosíntesisde la nisina

De Vuyst (1994),determinóla produccióndenisinaentredistintascepasdeL ladis

subspp.lactis , observandounagran variabilidaden cuantoa los nivelesde producción
entre ellas. Estas diferencias no se supieronjustificar y sólo se plantearondiversas
hipótesis,indicandoqueel gradode expresiónde losezimasimplicadosen la maduración
y en la degradaciónde la nisina, podríandeterminarlas diferenciasen la producción,así

comoen el gradode inmunidad.

Optimizandolosnutrientesy lascondicionesdecrecimientode las cepassalvajesde
L. lachs, no se ha conseguidoincrementarla producciónde nisina por encima de 3000
UI/mí. Por ello, solamentemedianteel empleode técnicasde manipulacióngenética,
podría mejorarsela capacidady los nivelesde producciónde nisina de dichas cepas.
Gasson(1984),ha sugeridoqueestopodríaconseguirseincrementandoen cadacélula el

númerode copiasde los genesqueparticipanen la síntesisde la nisina,sin embargoseha
observadoquecepastransconjugantesquepresentanmásde una copia de los genesde
interés, no producennecesariamentemásnisinaquelascepassalvajesoriginales.

2.4.3.2. Condicionesde cultivo
El medioen el quesedesarrollael microorganismo,incluyendola disponibilidadde

nutrientes,la temperaturay pH de crecimiento,el nivel de oxigeno y la presenciade
metabolitosinhibidores,influyenen gran medidaen la producciónde nisina. Esteefecto

se debe, en parte, a su influencia en la multiplicación celular y en la masa celular

producidapormililitro demediodecultivo.

Hirsch (1951) estudióel efectode la composicióndel medio en la producciónde
nisina, observandoque determinadoscomponentestienen un efecto positivo en la
producción.Así, por ejemplo, al suplementarel medio con un 2,5% de glucosase
incrementatanto el crecimiento total (masa celular total) como la cantidadde nisina

producida. Otros suplementos como el pantotenato cálcico o el sulfito sódico,

mcrementannotablementela producciónde nisina, probablementedebidoa su influencia

sobre el coenzima A, necesarioparael metabolismode la glucosay a su aportaciónde
azufre a la cisteina, aminoácido presente en la molécula de nisina.

De Vuyst (1995), desarrolló un medio sintético mínimo (5M8) con el fm de
simplificar la purificación posteriorde estabacteriocina.Estemedio estácompuestopor
ocho aminoácidos (ácido glutámico, metionina, vaina, leucina, treonina, arginina,
isoleucinae histidina), cinco vitaminas (biotina, pantotenatocálcico, ácido nicotínico,
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w

piridoxina y riboflavina) y las sales minerales fosfato dihidrogenado, fosfato monoácido

de sodio,clorurosódico,sulfato magnésicoy citrato trisódico.Con estemedio, también
se pudo evaluar el impacto de cada uno de los componentes en la producción de la nisina,
observandosequela biosíntesisde nisina depende,en gran medida, de la presenciade

aunafuentede azufrecomounasal inorgánica(sulfato de magnesioo tiosulfato sódico) o
los aminoácidosmetionina,cisteinao cistationina.Los aminoácidosserna,treoninay

cisteina,estimulanaltamentela producciónde nisina sin afectarel rendimiento celular a

final, lo queindicasupapelprecursordurantela biosíntesisde estecompuesto.

e

El pH tiene un efectopronunciadoen la producciónde nisina, ya que los niveles
máximosde producciónse alcanzancuandoel pHsemantieneporencimade 6 (Egorove:

u
aL, 1971). Un ajustecontinuodel pH, es mejor que un ajuste intermitenteo que el
empleode sustanciastamponantes(Ray, 1992).La temperaturade incubacióntambiénes

aun factor relevante,segúnHirsch (1951), la producciónde nisina esmáximacuandoel
cultivo seincubaentre25 y 30 0C, aunquea370Cel crecimientoinicial seamásrápido.

e

La aireación tanbién reduce el crecimiento celular y, consiguientemente,la
producciónde nisina. Jin-Younge: aL (1989) determinaronlas condicionesóptimas de a

producción de nisina por L. lacás IFO12007 en un fermentador,observandoque la
concentraciónóptimade glucosafue de 60g/l y el pH y la temperaturaóptimos fueronde

u
6,5 y 37 oc, respectivamente; la máxima concentrción de nisina alcanzada fue de 2000

UI/mí.
u

2.4.3.3. Síntesisduranteel crecimiento
Comoocurre en otras bacteriocinas,la tasamáximade producción de nisina se

alcanza al fmal de la fase de crecimiento exponencial, mostrado la cinética propia de un

metabolitoprimario asociadoal crecimiento celular y, por lo tanto, relacionada con la u

masacelulartotal (De Vuyst y Vandamme,1993).A diferenciadepublicacionesanteriores

(Hurst, 1966a),Ra e: aL (1996) indican que la nisina se secretaya desdelos estadios
u

iniciales de crecimientoa un nivel similar al de fasessubsiguientes.Sin embargo,su

presenciaenel sobirnadanteno sedetectaen lasfasesiniciales,ya que la nisinasecretada
a

seadsorbeala superficiecelulary seliberaal mediohaciala mitadde la faseexponenciai,

cuandoel pHdel mediodesciendepor debajode5,5.
u

Como se ha citado previamente, la biosíntesis de la nisina y su inmunidad se

encuentranautorreguladaspor la nisinamaduradel exteriorde las células.Las célulasen e

fase de crecimiento estacionario todavía mantienen algo de nisina adsorbida a su

superficie, de maneraque si se transfierena un medio de cultivo fresco, la nisina
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adsorbidainmediatamenteinduce una nueva cascadade amplificación, puestoque se
necesitanmuy pequeñascantidadesde nisinaparael procesoinductivo. Esto explicaríael
queestascélulasdesarrollenla inmunidadya en las fasesiniciales de su crecimiento(Ra
e: aL, 1996).Desdelas primerasfasesdel crecimientohastala faseestacionaria,sólo se

observan pequeñas variaciones en el nivel de inmunidad y producción. En la fase
estacionaria, el nivel de nisina comienza a decrecer, aunque el nivel de inmunidad y

transcripeiónes todavíaalto (Rae: al., 1996), lo que podría debersea la liberaciónde

enzimas proteolíticos inespecíficos a causa de la lisis celular (de Vuyst y Vandamme,

1992).

Engeilce et al. (1994) monitorizaronla expresiónde la prenisinay de la proteína
NisB, observandoquese incrementansignificativamentecuandolas células alcanzanla
mitad de la fase logarítmica de crecimiento, alcanzando un máximo al inicio de la fase
estacionaria. En esta fase, la expresión de la prenisina disminuye lentamente, con un 60%

de actividadresidualtras26 horasen la fase estacionaria. NisB se expresa débilmente en

las primeras cuatro horas tras la inoculación y luego aumenta notablemente al final de la
fase logarítmica, alcanzando el máximo en la fase estacionaria y disminuyendo al 50%

tras la incubación durante toda la noche. En cuanto a la actividad de la nisina, durante las

primeras cinco horas tras la inoculación, no se observa actividad inhibidora. Luego la

actividad se incrementa notablemente, y alcanza su máximo en la fase estacionaria. Tras
incubarduranteunanoche,la actividaddisminuyóaun 30%del máximovaloralcanzado.

Comparandola cinéticade NisA y NisB conel desarrollode la actividad inhibidora,

se observaque la expresiónde la prenisinaprecede a la de NisB y al desarrollo de la

actividad,que estácoordinadaconla expresiónde NisB. Por lo tanto, la primeraproteína
expresadaesla prenisinay, a continuaciónle sigue, a los 30 minutos, la de NisB. La
expresión de NisB coincide con la aparición de la actividad antimicrobiana, lo que

fundamentael hecho de que NisB participa en la maduración del prepéptido.
Sorprendentemente,inclusoenla faseestacionaria,tras una incubaciónde todala noche,
la prenisina y NisB están presentes en un nivel de aproximadamente un 60%. La

expresión de la proteína NisB en la fase estacionaria,indica que todavía se está
produciendola maduracióny que la nisina se siguesintetizandoen la fase estacionaria.
Esta observaciónpodría suscitar nuevas posibilidadesde producción, mediante la
utilizaciónde célulasinmovilizadasproductorasde nisina (Engelkee: aL, 1994).

2.4.3.4. Localizaciónen la célulaproductora

Una vez modificadala prenisina,éstarápidamentese transportaal exterior de la
célula a través de la proteína NisT, que formaría parte del complejo lantionina sintetasa.
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Cuandolas célulascrecena un PHconstantede 6,8, másdel 80% de la nisinapermanece
unidaa la célula, mientrasquea un pH por debajode 6, el 80% se excretaal medio de
cultivo. Estudiosposterioreshan reveladoquea pH 6,8 la nisina unidaa las célulases
sietevecesmayorpor unidadde pesosecoque a pH 4,2 (White y Hurst, 1968). Tras

a
romperlascélulasy examinardiferentesfracciones,aproximadamenteel 60% de la nisina
se localizó en la fracción de la paredcelular. La fracción total soluble en etanol (que
contienela fracción lipidica de la membranay otraspartes y las proteínassolublesen
etanol) conteníaaproximadamenteel 57%, mientrasque la fracción etanólica de la
membrana celular contenía sólo el 9%de la nisina total,

2.3. In2eniería proteica de la nisina a

Las experiencias de ingeniería proteica en la molécula de nisina tienen como

fmalidad mejorar sus propiedades con el fm de ampliar su aplicación comercial como
e

conservantede los alimentos. Conello se pretendeconstruirvariantesde la nisina que
poseanpropiedadessuperioresa las de la molécula original, como un espectrode

inhibición más amplio o una mayor actividad específica frente a un determinado a

microorganismo de interés como Listeria spp. o Closrridium spp. Además,se pretende
mejorar la eficacia de la nisina incrementando su solubilidad y estabilidad. La molécula de a

nisina tieneen suestructurazonasespecialmentedébiles,comolas debidasa los residuos
DHA y DHB, con la ingenieríaproteicase pretendetambién producir variantesmás u

resistentes. Estas variantes genéticas, además de su potencial aplicación práctica,son una
herramientamuy útil en los estudiossobrela relaciónestructura-actividado del modode

e
acción de la molécula de nisina. También se han empleado técnicas de mutación dirigida
para introducir modificacionesen la secuencialíder con el fm de estudiarel papel y la

relevanciade cadauno de susresiduos(vanderMeere: aL, 1994). —

Las experiencias de ingeniería genética son especialmentedifíciles en los u

lantibióticos, puestoque para conseguirexpresarcon’ectamenteestas moléculas se

requierenla presenciade otros genes implicados en su biosíntesis, de manera que se
permitaque las modificacionespost-traduccionales,el transporte,la rotura del péptido

líder y el desarrollode la inmunidad,puedanrealizarseadecuadamente.
u

En la obtención de variantes genéticas se han empleado dos tipos de estrategias. La

primerade ellassedenominadecomplementación,en la queseempleaunacepareceptora

con una deficiencia en el gen estructural y a la que se transforma con un plásmido que
contiene este mismo gen con la modificación de interés (Dodd e: aL, 1992; Kuipers e: 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 plásmidos productor de —
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nisinaA, setransformóconun plásmidoque poseíael gen estructuralde 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 scpar6 de las variantes genéticas de nisina Z, mediante cromatografía de

HPLC (Kuiperse: aL, 1992).

Por otro lado, el segundométodo empleadopara conseguirvariantesgenéticas

consisteen la utilizaciónde la técnicadenominadade reemplazamientogénico (Kuipers e:

aL, 1993a;Dodd e: aL, 1996b),en la que el gen de la cepasalvajese sustituyepor una
copia mutada del mismo gen. El grupoinvestigadordel Dr. Gasson(Norwich, U.K.) ha
diseñado y evaluado diversas variantes de la nisina mediantesistemasde expresión

lactocócicos en los que el gen de interés (normalmente el gen estructural, nisA). se
sustituye pór otros genes que han sido sometidos atécnicasde mutagénesisdirigida. Esta

segundaaproximación,poseelas ventajasde mantenerel balanceentre la expresióndel
gen estructuraly los demásgenesbiosintéticos,de no correr el riesgo de perder las
funciones codificadas por plásmidos y de producir mayores rendimientos. El efecto que

las mutacionesen el gen estructuralo en la secuenciadel péptido líder tienen en la
actividad de la nisina ya se han comentado previamente.

2.6. Producción comercial de la nisina
La nisinaseobtienecomercialmentedesde1950, mediantefermentaciónmicrobiana

con el pH controlado,a partir de lechecompleta,desnatada,reconstituida(Hawley y
Hall. 1957)o de leche tratada con papaína, pepsinao tripsina parahidrolizar partede sus
proteínas(Hall, 1963). Para evitar la contaminaciónpor levaduras, clostridios o
bacteriófagos,debe utlizarse un medio estéril y la producción y liofilización deben
realizarse en una planta estAril.

Actualmentela nisina disponible en el mercadoadoptael nombre comercial de

Nisaplin, y se produce y comercializa por Aplin & Baret Ltd. (U.K.). Nisaplin es
esencialmente el producto desecado y estabilizado de un cultivo de L lacdssubsp. t½ctt

productor de nisina, que contiene proteínas desnaturalizadas de la leche, cloruro sádico y

una actividad estandarizada de 1 x 106 UI/g (Hawley y Hall, 1957). La nisina también se

haproducidocomercialmenteen Polonia(Nizpol) y en la antigua Rusia(Niros) (Gudkov
e: aL, 1973b). En la patente de Aplin & BarretLtd. (Hawley y Hall, 1957) la nisinase

recuperapor la técnica descrita por Hirsch (1951) y la concentraciónrequerida se
consigueprecipitándolaconsales,redisolviéndolay volviéndolaa precipitary desecando

el concentradofinal. En el productoruso, la nisina se iccuperamedianteextraccióncon
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a
ácido acético(Egerov e: al., 1979) y el empleode adsorbentes(Baranovay Egorov,
1981).

a

2.7. Toxicidad de la nisina
u

El hecho de que los microorganismosproductoresy seguramentela nisina se
encuentren de forma natural en diversos sustratos alimenticios como la leche y productos

lácteos (Chevalier e: aL, 1957), vegetales(Harrise: aL, 1992a;Uhlman e: aL, 1992) y
productos cárnicos (Rodríguez e: al., 1995) y que, por lo tanto, sehaya ingerido por

animalesy personasdurantedécadassin ningún efectoadversoaparente,es al menos
indicativo de la poca o nula toxicidad de la nisina (Frazer e: al., 1962). Además, la
inactivación de la nisina por los enzimas del tracto gastrointestinal (Heinemann y

Williams. 1966;Jarvisy Mahoney,1969),garantizaun efectoinocuoen la flora intestinal

(Barber e: aL, 1952).
u,

Por otro lado, la nisina no se detectéen la saliva de las personasque ingirieron

chocolatecon 200UI/mí de nisinaa los 10 minutosde haberloconsumido(Claypool e: —

aL, 1966) por lo queno secreetengaefectoen la flora de la cavidadoral. Tambiénseha
avaluadosu toxicidaden la dieta de cerdos (Barber e: aL, 1952) y aves (Coatese: al.. u

1952)en los queno seobservaronefectosnegativos.

Además,la nisina no manifiestaresistenciacruzadacon los antibióticosque se

emplean en terapia humana (Hirsch, 1951, 1954; Lipinska, 1977) y tampoco se han
aobservadoefectosde sensibilizaciónen sereshumanos(Lipinska, 1977). La dosis letal

50 (LD50) essimilar a la de la sal común,es decir, unos7 g por Kg de peso corporal

(Harae: aL, 1962).

En 1969el Comitéde ExpertossobreAditivos en los Alimentos de la FAO/WHO —

(Food Agriculture Organization/World Health Organization), revisando los estudios
realizadossobrela toxicidadde la nisina, recomendósu aceptacióncomo aditivo (WHO, e

1969), con una dosis diaria aceptable (ADI) de 0,825 mg por Kg de peso y día.
Actualmente,su utilizaciónestápermitidaen másde 50 paísesy adoptael númeroE234

e
en la lista positiva de aditivos de la Unión Europea.

2.8. Propiedadesinmunolófficas a

A nivel toxicológico, la nisina empleada en los alimentos no manifiesta actividad

biológica en los seres humanos (Lipinska, 1977) y, debido a su pequeño tamaño

molecular,puedeconsiderarsecomoun hapteno,esdeciruna moléculaquepor sí misma

es incapazde originar una respuestainmune. Para obtener este efecto, es necesario a
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conjugaríaa otra moléculaque le confiera el tamaño adecuado,denominadamolécula
vehiculadora o portadora. No obstante, experimentalmente es conveniente generar

anticuerpos frente a la nisina con el fin de desarrollar métodos inmunológicos de

detecciónrápidade la mismaen lossobrenadantesde los microorganismosproductoreso
en los alimentos,así como de fijar los anticuerposen columnas que permitan su

purificaciónen un sólopasoporcromatografíadeinmunoafinidad.

Hastala realizacióndeestatrabajo,solamenteFalaheee: aL (1990) y Stringere: aL

(1995) han publicadoresultadosreferentesa la obtención de anticuerpospoliclonales
frentea la nisina. Falaheee: al. (1990),conjugaronla nisina (1 mg, equivalentea 37 x
l0~ UI) a la albúminade huevo medianteel método del glutaraldehído(Reichin et al.,

1968), emusificaron el conjugado con adyuvante de Freund y lo inyectaron

intramuscularmenteen ovejas de razaSuffollc. El sueroobtenidoa los 9 meses de la

primerainoculación,poseíaanticuerposespecíficosfrente a la nisinaA, con los queuna
vez purificados por imunoafinidad,se desarrolléun métodode detecciónELISA tipo

sandwichcon un límite de detecciónde 1,9 x 10-2 UI/mí (unos0,51 ng/mí). La validez
del métodopara detectarla nisina en los alimentosse comprobóanalizandomuestrasde
quesocondistintasconcentracionesdenisina,la recuperaciónde nisinaen estasmuestras
fue del85%. La nisina inactivadaporel métodode Fowler e:al. (1975) no se detectó en

el ELISA, lo quesugierequelos epitoposreconocidospor los anticuerposse encuentran
asociados a su actividad antimicrobiana. El ELISA sandwich desarrolladomanifestó una

correlación de r= 0,995 al compararlo con el método de detección de Fowler e:aL (1975).
Al analizar la reactividad cruzada de estos anticuerpos con otros lantibióticos del tipo A

(subtilina, PepS y gailidermina), un lantibiótico del tipo B (RO 09-0198) y otras
bacteriocinas(lactacinasF y B, pediocina A, sakacinaA y otras no bien definidas)

(Falaheey Adams, 1992),no se observóreactividadcruzadacon ningunode ellos salvo
conla subtilina, quefue significativamentereconocidapordichosanticuerpos.

Stringere: aL (1995), tambiéndesarrollaronanticuerpospoliclonales frente a la
nisina Acon el fin de estudiar in sfru la producción,distribucióny difusión de la nisina en
productoscárnicosconLactococcuslacús. Los anticuerposseobtuvieronde conejosalos

que se inmunizó con nisina purificadapor HPLC a partir del preparadocomercial de
Nisaplin®. Los animalesse inmunizaronvíaintravenosa,intramusculary subcutánea,sin
embargo,los anticuerposgeneradosno fueroncapacesde detectar la nisina libre o la
unidaalas célulasvegetativaso alos esporosdel microorganismosensibleB. subtilis en

el alimento fermentado,lo que indica que el métodono es eficaz en el estudio de la

distribución yio la estabilidad de la nisina en los alimentos. Los anticuerpossi
reconocieron a las células productoras de nisina durante cualquiera de sus fases de
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crecimiento, lo que permitió determinar la distribución de estos microorganismos en el
alimento fermentado.

Tampoco se conocela obtenciónanticuerposmonoclonalesfrente a la nisina A,
aaunquesí se han obtenidofrente aotra bacteriocina,la pediocinaR52 (Bhunia, 1994).

Bhunia obtuvo anticuerposmonoclonalesal gelificar un preparadode la bacteriocina

parcialmente purificada en un gel de poliacrilamida e inmunizar intraperitonealmente los

ratonescon este preparado,adyuvanteincompletode Freundy el compuestopoli(A)-
poly(U). Dichosanticuerposreconocieronla pediocinaR52 y la pediocinaAcH en una u

elecroforesis de SDS-PAGE de un cultivo productor crecido durante 27 horas, sin
ningunareaccióninespecificaaparente.Sin embargo,cuandoseensayéun cultivo crecido
durante 20 horas, los anticuerpos no sólo reaccionaroncon la bandade la bacterocina(de
3 KDa) sino tambiéncon otras bandasde mayor tamaflo (de 6 a 8 KDa.), lo que se

ujustificó indicandoqueestasbandasse correspondíancon moléculasde prepediocina.ya

queal no poseeractividadantimicrobianaseexcluyó la posibilidadde que se tratarande
agregados de la bacteriocina. La electroforesis de SDS-PAGE con cultivos de
microorganismos productores de otras bacteriocinas, como sakacina A, (Lactobacillus

sa/ce Lb 706), leuconocinaLCM1 (Leuconos:occarnosumLM2), nisina (Lactococcus u

ladásATCCl1454) y pediocinaA (PediococcuspentosaceusFBB6 1), no manifestaron
reactividadcruzada.Los anticuerposmonoclonalestambiénreconocierona la pedocina u

AcH parcialmente purificada diluida hasta 160 veces por transferenciay eteción
inmunológica(dot-immunoblotting).

e

2.9. Métodosde deteccióny cuantificaciónde la nisina
El primermétodode detecciónde la nisinasedesarrollóporCox en 1934,conel fin O

de determinar la presencia de nisina o de los microorganismos productores en la leche.
Para ello empleó un test de reducción de azul de metileno, en el que los microorganimos

de la leche rápidamentereducenestecompuestoa su forma no coloreada.Si la leche

conteníalactococosproductoresde nisina, éstosinhibían el desarrollode otrasbacterias
lácticas y, por lo tanto, el tiempo necesario para reducir el colorante se incrementaba
significativamente. Chevalier e: al. (1957) también describieron un test para detectar

u
lactococosinhibidores,de los que la mayoríaserían productoresde nisina en la leche
cruda. Paraello, un medio enriquecidocon agar se inoculó, simultáneamente,con la
muestrade lechey con una cepatermofílica de Lactobacillus delbrueckiisubsp. ladis

sensiblea la nisina. Las placas se manteníaninicialmente durante un día a 20 0C,
permitiendoasíel crecimiento del productor de nisina pero no el del indicador, que era u

termofílico. A continuación,se incrementabala temperaturaa 30 0C, lo quepermitía el

crecimientode Lacrobacillus delbrueckii. excepto en la proximidad de las colonias
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productorasde nisina, en cuyo alrededorse observabanzonasclarasde inhibición del
crecimiento.

Estemétodono resultéser totalmentesatisfactorio,puestoque la nisinano difunde
bien a través del agar a pH 7, debido a su baja solubilidad a pH neutro y a su posible
oligomerización.Mattick y Hirsch (1947), desarrollaronun método de dilución por
extinción en el que a una serie de tubos inoculados con ceiias hemolíticas de
&repiococcus agoladdae, se añadieron diluciones de la muestra a analizar y se

mantuvieron a 37 “C durante 16-20 horas. A continuación, se determiné el desarrollo del

microorganismo indkador en los tubos y el título se calculé como la recíproca de la

dilución añadidaal último tuboen dondeno seprodujoel crecimiento.

Por otro lado, Hirsch (1950) describió una variantecuantitativa del método de
reduccióndel azulde metilenoempleandotambién diluciones limite. Paraello, empleó
una cepa de crecimiento rápido de Lactococcustictis subsp. cremoris (¡PS) como el

organismoindicadory la reduccióndel azul de metilenocomo control de su crecimiento.
Sin embargo,el empleodeun microorganismoquecrecíatanrápidoperoque tambiénera
muy sensibleala nisina,hacíadifícil obtenerun puntodeequilibrio fmal estable.

Friedmanny Epstein (1951),desarrollaronun métodomásreproducible,preciso y
rápidocon la misma cepa de L. lacás subsp. cremoris de crecimiento rápido, pero en
lugar de determinar la reducción del azul de metileno se utilizó la resazurina,
consiguiéndoseun límite de detecciónde 0,5 UI/mí con un error estándarddel 10%
(Friedmanny Beach,1950).El métodode la resazurinatambiénse utilizó por Gudkove:

aL, (1973a), mientras Kalra e: aL, (1973) desarrollaronun método basadoen la

inhibición de la reduccióndel cloruro de trifeniltetrazolio por Enterococcusfaecalisen

presenciade nisina, encontrandoun a relación lineal para concentracionesde nisina
inferioresa2,5 UI/mí.

Basándoseen sus propiedades bactericidas, Hirsch (1950) describió un
procedimiento de recuento en placas basado en el número de supervivientes de

Strep:ococcusagalacuine, sin embargo,este método carecía de reproducibilidad. No

obstante, Hirsch (1950),describióun tercermétodoen el quela cuantificaciónse baséen
la prolongación de la fase de latencia de & agalactiaeal desanol]arse en presencia de

concentracionessubletalesde nisina, observandoque la duración de la fase de latencia
estaba relacionada linealmente con la concentración de nisina en el rango de 5 a 10 UI/mí.
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Berridge y Barret (1952), desarrollaronun método turbidométrico basadoen la
relación inversa entre las concentraciones de nisina y la densidad óptica a 600 nm de un

cultivo en crecimiento exponencial de L. ladds subsp. cremoris.El organismo indicador
se inoculabaen tubos que conteníanvarias dilucionesde nisina y tras 2,5 a 3 horas de

acrecimientodel organismoindicadorsefrenabasu crecimientocon tiomersaly se obtenía
una curva estándar relacionando la densidad óptica a 600 nm con el logaritmo de la

concentración de nisina. El método era rápido y útil en las concentraciones de 0,04 a 0,4

UL/mí, aunque tenía el inconveniente de no poder utilizarse con sustancias que interfieren

con la determinacióndela densidadóptica,comoocurreconmuchosalimentos.

Beach(1952), propusoun métodode difusión vertical en ágar. La difusión de la a
nisinase favorecíaañadiendoCrill 20 al 0,1% y se realizabadurantetoda la nocheen
refrigeración antes de permitir el crecimiento del microorganismo indkador (S.

u
agalactiae),observándoseuna relación lineal entreel logaritmo de la concentraciónde
nisina y la profundidadde la inhibición en el rango de 100 a 5000 UI]ml. El error

estándarfue de 15 al 20% (Friedmanny Beach,1950). Stumbo e: al., (1964) también U

desarrollaron un método en agar para la detección de la nisina en productosenlatados.El
ensayo se basaba en la disminución de la recuperación de los esporos de B. a

estearot/zennop/zitusdañados térmicamente por la acción de la nisina. Los investigadores
indicaronunasensibilidadde hasta0,3 UI de nisinaporgramode producto,sin embargo u

esun métododemasiadocomplicadoy largopararealizarlorutinariamente.

U
Mocquoty Lefebvre(1956),desarrollaron un método horizontal de difusión en agar

parala detecciónde la nisinaen quesos.Parafacilitar la difusión de la nisinaen el agar,
uañadierona éste un 0,3% de Tween 80 y mantuvieronlas placasdurante la nocheen

refrigeración,permitiendo,a continuación,el crecimientodel microorganismoindicador
(Lactobacilluis delbrueckiisubsp. lacáso L lacássubsp.crenwris)al incubarlas placasa a
la temperaturaadecuaday observara continuaciónlas zonasde inhibición. Con este
métodoseconsiguióunasensibilidadinclusoinferioralas 10 UI porgramode queso. a

Tramer y Fowler (1964) mejoraron el método al añadirTween 20 al 1% en el agar
u

sembradocon el microorganismoindicador (Micrococcusflavus) y depositandolas
muestrasen pocillos. Despuésde la incubaciónde las placasa 30 oc durantetoda la
noche se mide el tamaño de los halos de inhibición,queestádirectamenterelacionadocon u

el logaritmo de la concentraciónde nisina en un rango de 0,5 a 10 UI/mí. El método
citadoresultóserespecialmenteútil paraestimarla nisina en extractosde 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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nísina de las proteínasa las que puedaestarunida, medianteebullición a pH 2 y la
realización de controles adecuados en los que la nisina se inactiva por un tratamiento

alcalino a 63 0C durante 30 minutos, permitieron superarestos problemas.Además, la
dilución de las soluciones estándar y problema se realizan en el mismo solvente (por
ejemplo,un extractoácidodel alimentolibre de nisina).

Esteúltimo métodoseha adoptadocomométodoestándarpara determinarde forma
rutinaria la presenciade nisinaen losalimentos(Fowler e:aL, 1975). El British Standard

(1974)describe,no sóloestemétodoparadeterminarla nisinaen muestrasde queso,sino
tambiénotros métodosque permitenla diferenciaciónde la nisina de otras sustancias
antimicrobianas que puedan estar presentesen los alimentos,como esla determinación
del efectodelcalory delpH, la comparacióncon un microorganismoproductorde nisina
y, másespecíficamentela inactivaciónde la nisinapor el enzimanisinasa,producidopor
algunascepasde Bacilluscereus(Jarvis,1967;Jarvisy Farr, 1971).

Sin embargo,algunosfactoresinfluyen en la determinaciónde la nisina en los
alimentospor este método. Así, por ejemplo, Bit (1972) demostróla presenciade
inhibidoresnaturalesen el queso,que influían en la determinaciónde la concentración

residual de nisina en los quesosde pastadura. En el caso de la carne picada o de
emulsiones cárnicas, el contenido en grasa de la muestra puede interferir notablemente

durantesu extracción (Bel y De Lacy, 1986). La nisina puede unirse también a los
ingredientesdelquesofundido, afectandoa su extractabilidad(Someray Taylor, 1987).

Por otro lado, el ensayotiene un sensibilidad limitada y pueden formarsehalos de
inhibición debidosal pH ácido de las muestras.Por estosmotivos, se han desarrollado
varias modificaciones del método de Tramer y Fowler para deteminar la nisina residual en

muestras cárnicas (Calderon e: aL, 1985) y para determinarel título de nisina en los

cultivos (De Vuyst y Vandamme, 1992) y se han desarrollado otros métodos de difusión
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 precisión,indicandoqueMicrococcusluteuses

el microorganismomássensible,queunaconcentraciónde agarinferior (0,75%en lugar
de 1,5%) incrementala sensibilidaddel ensayoy que la incorporaciónde Na2HPO4al

1%en el agar, evita la posible presencia de falsas zonas de inhibición debidasal bajo pH
de las muestras.

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

suspender los esporos de Bacillus s:earo:hermophilusen un agar no nutritivo; la
germinacióny crecimientode los esporosno tendrá lugar hastaque unos discos que
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contienenlos nutrientesadecuadossesumergenen el extractodel alimentoy se depositan
en la superficie del agar. La difusión de los nutrientes estimula la germinacióny el a

desarrollo de las formas vegetativas en las condiciones adecuadas de incubación, dando
lugar a zonas de crecimiento alrededor de los discos. Cuando el extracto de alimento

u
contienenisina,el discoserodeade unazonade inhibiciónque, asu vez, serodeade una
zona de crecimiento.Una ventajade estemétodoes que las placaspuedenprepararseen

a
tandas y los esporos se mantienen viables durante semanas, siempre que las placas se
conservencerradasy en refrigeración.Este método tiene una sensibilidadde 0,5 a 1
UI/mí. a

La determinación de la liberación de ATP por Lactobacillus brevis empleando

técnicasde bioluminiscencia (Waltes y Ogden, 1987), se ha empleadopara estimarla
concnetraciónde nisina en la cerveza.Los mismos investigadores(Ogdeny Waites,

u
1986) mostraron previamente que al añadir la nisina a cultivos de Lactobacillus o

Pediococcusse origina la liberación de ATPy que tanto la reducción del Al? intracelular
como el incrementodel ATT> extracelular,dependende la concentraciónde nisina. El —

métodoes rápido y puedeemplearsepara cuantificar la nisina en el rango de O a 120
UI/mí. conun porcentajede errorde menosdel5%. u

Recientemente,otro métododesarrolladoinicialmentepara estimarla concentración u

de la pediocina PA1/AcH de Pediococcusacidilacñci en caldos de cultivo, se ha

empleadotambiénparadetrminarla concentraciónde la nisina. Estemétodoconsisteen
0

hacerdilucionesdecimalesde la muestraa analizaren aguadestilada estéril y depositar 5

gí de cadadiluciónen unaplacadeagarconTween80 al 0,2% e inoculadacon unas106
célulasde Lactobacillusplan:arumNCDO9SS.Tras una incubaciónde las placasdurante

la nochea 30 0C, la máximadilución que origina unazonade inhibición de al menos 1
mm semultiplicapor200paraobtenerlas unidadesdeactividad(UA) delcultivo original. u

La comparaciónentreuna preparaciónde nisina comercial (Nisaplin) con este método,
indicaqueunaunidadinternacional(LII) equivalea 100 unidadesde actividad(UA). 0

Rodríguez et aL (1995) han empleadouna modificación del ensayo en placas
u

microtituladorasdescritopor Geis e: aL (1983) para cuantificarla actividadde la nisina
durantesu purificación. Este método utiliza placasmicrotituladorasde 96 pocillos y las
muestras en medio líquido se diluyen seriadamente en los distintos pocillos. A a

continuación, se añade en los pocillos un inóculo del microorganismo indicador y las

placas se mantienen durante 14 horas a 32 0C. Finalizada la incubación, el desarollo u

microbiano de los pocillos se determina mediante la lectura de su absorbancia a 620 nm.

Una unidadde bacteriocina(UR/mí), se define comoel valor recíprocode la máxima
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dilución que produce el 50% de inhibición en el crecimiento del microorganismo
indicador,en estecasode Pediococcusacidilacdci 347.

Los métodos inmunológicos desarrolladoshasta la fecha para identificar y
cuantificar la nisina, se han descrito previamente en el apartado propiedades

rnmunológicas. Falahee elal. (1990).desarrollaronconanticuerpospoliclonalesde oveja
un ensayode ELISA sandwichcon una sensibilidadde 1,9 x 10.2 UI/mí, detectando
también la nisina en muestras de queso. Los anticuerpos desarrollados por Stringer e: aL

(1995) para detectar la nisina in sítu, sólo detectarona las cepasproductoras,por lo que
no son eficacesni en ladetecciónni en la cuantificacióndela nisina.

Los métodosinmunológicostienenla ventaja,frente a los microbiológicos,de su
especificidad,sencillez,sensibilidady escasapreparaciónpreviade las muestras,por lo
que supondrían, probablemente,una mejora frente a los métodos microbiológicos
utilizadosactualmenteen la identificacióny cuantificaciónde la nisina.

2.10. Aplicacionesde la nisina
2.10.1. Aplicaciones en la industria alimentaria

A la horadeemplearla nisinaenlos alimentos,hayqueteneren cuentauna seriede
consideraciones técnicas (De Vuyst y Vandamme,1994): (a). Cuando la nisina se añade a

un alimento, debería hacerse preferiblemente en solución, para garantizar su distribución

y debería depositarse en la parte líquida del alimento, (b). El pH del alimento debe ser

inferior a 7 para asegurar su solubilidad y estabilidad durante el procesado y

almacenamiento, (c). Los microorganismos que se pretende controlar deben ser Gram-

positivos, de no ser así, la nisina deberíaemplearsecombinadacon otros medios de
conservación, (d). Debe añadirse una concetración suficiente de nisina al alimento como

para alcanzarel nivel residual apropiado y eficaz tras el curado, procesado o
almacenamientodelproducto.

Enlos productoslácteos,la solubilidadde la nisina no es un problemadebidoa su
pH ácidoy a quecontienensuficientesproteínasquefacilitan susolubilidad. Al emplearla
en las carnes,la nisinase une fácilmentea las proteínasy a otros compuestos,lo que
dificulta una distribución uniforme de la nisina (Scott y Taylor, 1981b; Taylor el al.,

1984;Henninge: aL, 1986a);asimismo,la carney los derivadoscárnicosdeberíantener
un bajocontenidode grasa(Jones,1974) y deberíanestarlibres de emulsionantesque, a
las concentracionesempleadasen la práctica,disminuyenel efectoinhibidor de la nisina
(Henning a al., 1986b); además,la carne y los derivadoscárnicosdeberíantener un
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a

contenidobajo de sal, ya que estapuedereducirel efecto inhibidor de la nisina en los
esporosbacterianos(Beny De Lacy, 1985).

2.10. 1 . 1. Aplicacionesenla industrialáctea
uLa primerautilización prácticade la nisinaen los alimentos,fue comoconservante

en algunostipos de quesosy estaaplicacióncontinúasiendohoy en díauna de las más
relevantes(McClintock e:aL, 1952;Delves-Broughton,1990). Enlos ingredientesquese

emplean en la fabricación del queso fundido, es fácil encontrar esporos de especies de
Clos:ridiumque resisten el tratamientotérmico de 85-105oc durante6-10 minutos,que
se utiliza durante el procesado parafundir los ingredientes.Las condicionesdel queso
procesado,especialmentesuelevadopH y humedad,junto conel bajo potencialde oxido- U

reducción (condicionesanaerobias)favorecen la germinación de los esporos y el
crecimentode las célulasvegetativas,ocasionandola alteracióndel producto mediantela

u
producción de gas, olores desagradables y licuefacción del queso. Las especies

generalmenteimplicadas son Closn-idium bwyricum, Clos:ridium árobiayricum y
Clos:ridiumsporogenes.No obstante,dicho crecimientopuedeevitarseañadiendonisina
enla mezlade componentes,puestoque éstainhibiría la germinaciónde los esporos.Se
ha determinadoque6,25 ~g de nisina por gramo de mezclainhiben unacarga de hasta u

200esporosporgramo(Delves-Broughtone: aL, 1996).

a
En los quesosfundidostambiénespreocupantela posibleproducciónde toxinaspor

las cepas de Clostridium bo:ulinum, potencialmentepresentesen estos productos.La
u

nisina retarda o evita el desarrollo de los esporos y la formación de toxinas botulínicas.

comosehadeterminadoen muestrasde quesofundido inoculadascon C. botulinum de
los tipos A y B (Somersy Taylor, 1987). La cantidadde nisina necesanaparaconseguir e

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 a

tratamiento térmico, la temperatura de almacenamiento y su vida útil (Delves-Broughton e:

aL, 1996).Lasconcentracionesempleadasparaevitarla alteraciónvaríande 5 a 20 ~.Lg/g, n

mientrasquelos nivelesnecesariosparaprotegerfrente a C. bondinum son de 12,5 gg/g
o mayores.

U

La nisina utilizadaprocededel preparadocomercial de Nisaplin® (que contieneun
2% de nisina pura), añadiéndolodirectamenteen polvo a la mezclade queso o en —

suspensión acuosa si el agua forma parte de la formulación. La adición de nisina permite

reducirla cantidadde sale incrementaligeramentela humedadde la mezcla,lo quemejora u
su untabilidad (Somers y Taylor, 1987).

u
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Aunque Hirsch el aL (1951),demostraronla capacidadde la nisinapara inhibir el
desarrollode los clostridiosalterantesdel quesode Gruyere,su utilizaciónprácticase ve
limitada al inhibir también a los cultivos iniciadores que producenlas características
propias del queso. No obstante,esto podría evitarse empleandocultivos iniciadores
resistentes a la nisina o transformados con la información genética de protección e

inmunidad frente a este lantibiótico. Esto último se ha realizado en la obtencióndel queso
Gouda,empleandounacepaproteolíticade Lactococcuslacús subsp.cremorisy otra cepa

de Lacrococcuslactis subsp. 1ac~is var. diaceodacñs,fermentadoradel citrato. En la cepa
proteoliticase incorporóel gen de la resistenciala nisinay en la cepafermentadoradel

citráto seincorporóporconjugaciónel transposónde la nisina.En el quesoproducidopor
estas cepas, no se detectó la presencia de Clostridium tyrobudricum y S:aphylococcus

aureus durante su maduración (Delves-Broughton, 1996).

En aquellospaísestropicalesy sub-tropicalesdondela temperaturaambientales
elevada y los sistemas de transportey refrigeración inadecuados,la nisina puede

emplearseenla lechepasteurizadaa nivelesde entre0,625 y 1,25 hg/mI paraprolongar

su vida dtil. También se utiliza en la conservación de leches pasterizadas con sabores (en
las chocolateadas,el cacaopuedeser otra fuentede esporos), leche evaporada,leche
esterilizada y en lospostres lácteos a concentraciones de 2,5 a3.75 gg/ml.

2. 10. 1.2. Aplicaciones en la industria conservera
Los alimentosenlatadosde bajaacidez,conun pH por debajode 4,5, debenrecibir

un tratamientotérmicomínimo de Fo=3 (siendoFoel númerode minutosqueel centrode

la lata se mantiene a 121 %2) para asegurar la destrucción de los esporos de C. bo:ulinurn.
Sinembargo,estetratamientono destruyeotros microorganismos alterantes con esporos
más termorresistentes, como los de B. s:eamhennophilusy C. dzermosaccharotydcum

(De Vuyst y Vandamme. 1994). Estos dos microorganismos se encuentran
frecuentementecontaminandola harina,el azúcary lasespeciasde loscomponentesde las

conservas.De ahí que la adición de nisina en estos productos, prolongue su

almacenamientoal impedir la esporulaciónde estosmicroorganismos.Su empleopuede
incluso reducir el tratamiento térmico e incrementar el valor nutritivo de los productos

conservados, mejorar la apariencia y la textura y reducirel gasto energéticoduranteel
procesado.Asimismo,el tratamientotérmicoincrementala sensibilidadde los esporosa
la nisinay, por consiguiente,reducela dosisefectivanecesaria.

Por su parte, los microorganismosalterantescapacesde desarrollarseen los
alimentos enlatados de acidez elevada, se caracterizan por ser termorresistentes,
acidúricosy esporulados.Entre ellos se incluyen microorganismoscomo Clostridium
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pas:eurianum,Clostridium butyricum,Bacillus thermoacidurans,Bacillus rnacerans y

Bacilluscoagulans(Heinemann e: al., 1965). En algunos de estos productos, como en la

salsasde tomatey frutas enlatadastambiénpuededesarrollarseClostridium bo:ulinum.

No obstante,todoslos microorganismoscitadossecontrolanfácilmentecon el empleo de t
nisina, puesto que además el pH ácido incrementa su estabilidad y potencia su actividad.

2.10.1.3. Aplicacionesen la industriacárnica
El empleode la nisinaen los productoscárnicostienecomo limitaciones la escasa

solubilidad de la nisina, distribución irregular, sensibilidad al calor a pH neutro,posible a

unión a proteínasde la carne,interferenciade su modode acciónpor los fosfolípidosy
falta de estabilidad. Su empleo tiene como principal interés el reducir el empleo de nitratos U

y nitritos en los productoscárnicoscurados(Raymane: al., 1981, 1983) puestoque se

conoce que dichos compuestos originan nitrosaminas potencialmente cancerígenas. No
a

obstante, los estudios realizados hasta la fechatodavíano sonconcluyentesen cuantoa la
capacidadde la nisina de sustituir en parte a los nitritos. Mejores resultadosse han
obtenidoen productoscuradosenvasadosal vacío,dondeel factor limitante de la vida útil U

es el desarrollo de una flora láctica alterante.

2.10.1.4. Aplicaciones en productos vegetales

El empleo de aderezosde ensaladacon menor acidezde la tradicional, mejora el

sabory favorecela detecciónde lossaboresde los diferentesingredientesde la ensalada.
No obstante,una elevacióndel pH de 3,8 a 4,2 facilita la alteraciónde los aderezospor

a
bacteriaslácticassi se mantienenatemperaturaambiente.Dicho crecimientose controla
eficazmente con la nisina a niveles de 2,5 a5 mg/l.

u

Por otro lado, Harris e: aL (1992a) desarrollaronun cultivo iniciador para la
obtenciónde col fermetada(sauerkraut), consistenteen unacepade Lactococcuslacis a

subsp. lacds productorade nisina y otra de Leuconos:ocmesenteroidesresistentea este
lantibiótico. Las cepas heterofermentativas de Leuconostocmesenteroidesdominan los a
primeros estadios de la fermentación de este alimento, mientras quelos nivelesde nisina
producidosretrasanel desarrollo de Lo.aobacillusplannrwn el cual juega un papel

e
importante en los estadios fmales de la fermentación, de esta manera se obtiene un

producto con las características adecuadas.
a

2.10.1.5. Aplicaciones en la industria pesouera

Sehan realizadopocosestudiosrespectoala posibilidadde emplearla nisina en los u

pescadosy otrosproductosde la pesca,probablementedebidoa quela alteraciónde estos
productos se debe fundamentalmente a bacterias Gram- negativas. No obstante, la
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tendenciaactual de conservarel pescadoen atmóferasmodificadaspuede favorecerel
desarrollode Clostridiumbotulinum del tipo E. Estudiosrealizadosañadiendonisina a
filetes de pescadoenvasadosen atmósferasde 100% de dióxido de carbono, han
permitido observar una inhibición notable del desarrollo de los microorganismos
alterantes (Taylor e:aL, 1990).

2. 10.1.6. Aplicaciones en la industria panadera
La nisina se utiliza en bollitos blandos (crumpe:s),un producto panadero típico del

Reino Unido y Australia, para eliminar el posible riesgo de toxinfección alimentaria por
Bacilluscernes,puestoquelosesporosde estemicroorganismosuelenser contaminantes
habituales de la harina y los tratamientostérmicosempleadosensu fabricaciónpuedenno
sersuficientesparainactivarlos.

2.10.1 .7. Aplicacionesen las bebidasalcohólicas
La nisina inhibe a las bacterias lácticas alterantes de la cerveza (fundamentalmente

pediococosy lactobacilos)(Ogdene: al., 1988)y del vino (Radíer1990 a y b). El hecho
de que las levaduras sean resistentes a la nisina, pennite el empleo de esta sustancia
durantela fermentación,de maneraquesus aplicacionesen la industriacerveceraserían:

añadirlaa los fermentadoresparaevitar o controlar la contaminación,utilizarla en el
lavadodelas levaduraspara eliminar las bacteriascontaminantes(en lugar de emplearel
lavadoácidoqueafectaala viabilidadde las levaduras),reducirel tratamientotérmico de

pasteurizacióne incrementarla vida útil de cervezasno pasteurizadas. En la industria

vinateralas aplicacionesson similares,aunqueno sepuedeemplearen la fermentaciónde
los vinos dondela fermentaciónmalolácticaesdeseable.

La nisina tambiénpuedeemplearseen productosde destilería,tanto parabebidas

como para otros productos de aplicación industrial, incrementando la producción
alcohólicaal reducirla competiciónpor los sustratosentrelas levadurasy las bacterias

lácticas,quesoneliminadascon la nisina.(Henninge: aL, 1986).

2. 10. 1 .8. Anlicacionesenotrosproductos
El huevolíquido pasteurizadorecibeel tratamientotérmico necesanoparagarantizar

la eliminación de Salnwnella, generalmente62-65 0C durante 2 a 3 minutos. Sin
embargo,este tratamiento no es suficiente para eliminar ciertos microorganismos

esporuladosu otras células vegetativas mástermorresistentes,algunos de los cualesse
desarrollana temperaturasde refrigeración,por lo queesteproductoposeeuna vida útil
limitada. El empleode la nisinaa concentracionesde 2,5 a 5 mg/l incrementa la vida útil

de estosproductosy evitael crecimientode B. cereuspsicrótrofos.Estaaplicacióntiene

79



e
Introducción

e

un interésespecialen ovoproductosmodificadosconun contenidoreducidode colesterol.
Parecequela nisinaes máseficazen la claraque en la yema del huevo, lo que podría

debersea la grancantidaddefosfolípidosde la yemaqueinterfierenel modo de acción de
la nisina.La lisozimade laclaradelhuevoparecetenerun efectosinérgicocon la nisina,

e’
en cuantoaqueincrementasu actividadbacteriostáticay ampliael espectroantimicrobiano

de acción(Monticello. 1989).
u.

2.10.2. Limitaciones de su empleo en los alimentos
Existen factores que pueden entorpecerla acción de la nisina como agente u

conservantede los alimentos.Así, en los alimentoscon un tratamientotérmico leve, los
enzimasproteoliticosde origenbacteriano,vegetalo animalpuedendegradarla nisina,sin

olvidarquela vidaútil de estecompuestodependetambiénde la temperatura,el tiempo de
almacenamientoy el pH. Estosfactoresconvieneconsiderarlosal calcularla dosis inicial

e
de nisina necesariaen los alimentos,especialmentecuandose empleapara controlar la
germinaciónde losesporos.

e

La hidrofobicidad de la nisina contribuyea que los componentesgrasos de los
alimentos interfieran en su distribución uniforme dentro del alimento y reducen su e
actividadfrentea losmicroorganismossensibles(Jungel aL, 1992). Los fosfolípidos de

la carnepuedenunirsea la nisinay, porconsiguiente,reducirsuacción.Algunos aditivos a
alimentariostambiénreducenla actividadde la nisina y se conoce, por ejemplo, que la
nisina se degrada en presenciade metabisulfito sódico (un agente antioxidante,

u
blanqueantey antimicrobiano)y dióxido de titanio, que seempleanfrecuentementeen los
alimentos.

a

Richard(1993)ha observadoquecuandola nisinase añadea la lecheque sufreun
tratamiento de esterilización HTST (alta temperatura-cortotiempo, es decir, unos a

segundosa72 0C), sereducesuactividadlistericidaen comparaciónconel tratamientode
calentamientode 10 minutosa ioo oc, esteinvestigadoratribuyó estefenómenoa los u
posiblescambiosproteicosque ocurrenduranteel calentamiento,de maneraque cuanto
menosdrásticoesel tratamiento,másnisinasemantieneunidaa lasproteínas.

u

No obstante,algunos de los factoresque limitan el empleo de la nisina como

conservantede los alimentos,comosu escasasolubilidady estabilidada pH neutro, su U

hidrofobicidady su espectrode acción,podríanmejorarsesignificativamentemedianteel

empleode variantesdelanisinaobtenidaspor técnicasde ingenieríagenética(Dodd el al., u
1992).

a
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2.10.3. Empleo de tratamientos combinados
Existeactualmenteun considerableinterésenel empleode la nisinaen combinación

con los nuevosmétodosde conservaciónde los alimentos,como los de la utilización de
presioneselevadas(Ultrahigh Hydros:añc Pressuree,o UHP) y campos eléctricos
pulsantes(Pu/sedElectric FleId o PEF). En estecontexto,Kakhayanande: aL (1994)

describieronqure las células de Listeria monocy:ogenes,Escherichiacoli y Salmonella

yphimurium dañadascomoconsecuenciade estostratamientoseransensiblesa la nisina
y que la combinaciónde la nisina conestastécnicasproducíaunaacción antibacteriana
máseficazqueel empleode aquellastécnicassolamente.

Tambiénseha evaluadola combinaciónde nisina conagentesquelantes,ter Stteg

(1993) y ter Steeg e: aL (1994) combinandola nisina con lisozima y citrato, han
observadoun efectosinérgicofrentea Lisíeriamonocywgenes,previniendosu desarrollo
en patéde hígadoy quesosfundidos.El empleosólo de citrato, de lisozimacon citrato o

denisinaconcitrato,no evitó el desarrollodeestasbacteriasen los alimentos.

2.10.4. Estalas legal del empleo de la nisina en los alimentos
El Comité de Expertos de la FACWOMS sobre Aditivos en los Alimentos

consideraronen 1969quela nisina no teníaefectosadversosparael consumidora dosis
de hasta3,3 x í06 UI./kg y, en consecuencia,la reconocieroncomoun aditivo seguroy
legal en los alimentos.Asimismo, el Comité Científico en materiade alimentos de la
ComunidadEuropeadecidióen 1992 añadirla nisína a la lista positiva de aditivos con el
número E234. Como ya se ha citado previamente, la nisina está admitida como

conservanteen más de 50 países, fundamentalmentepara su empleo en quesos
procesadosy de untar (en la mayoríade los países),vegetalesy frutas enlatados(en
paísesdelestede Europa)y en la lecheesterilizaday bebidaslácteas(paísescálidos).Las

regulacionesrespectoal etiquetadoy concentracionespennitidasvaríanampliamenteen
cadapaís.

2.10.5. Aplicaciones en la industria farmacéutica
La utilización de la nisina purificada a homogeneidad,junto con la posible

potenciaciónde su actividady espectrode acciónporagentesquelantes(Blackburne: al.,

1989), han abierto nuevasposibilidadespara el empleo de la nisina en la industria
farmacéutica.

Una de las aplicacionespotencialesde la nisina es como agenteterapéuticoen el
tratamiento de la úlcerapéptica, una enfermedadinflamatoria crónica del estómagoy
duodeno, que afecta entre el 3 y el 10% de la población humana. El tratamiento
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convencional incluye el empleo de agentesque reducen la secreción gástrica, sin
embargo,a pesarde las aparentestasasde recuperación,existen recaídasen muchos
casos.Recientemente,seha encontradounarelacióncausalentreel desarrollode la úlcera

péptica y la colonización del estómagoy duodeno por la bacteria Gram-negativa
e’

Helicobacrer pylori. Este microorganismo se inactiva con antibióticos, pero éstos
frecuentementeoriginan transtornossecundariosen los pacientesal afectara la flora

habitualgastrointestinaleinducirel desarrollode resistencias.

Los estudios in vfrro han demostradola sensibilidadde Helicobacterpylori a la u

nisinay másaún si su acciónse potenciacon agentesquelantes.La nisina se adaptaría

fácilmentecomoagenteterapéuticoparael estómagoy duodeno,dadoquesu actividadse a

favorececonel pH ácidoy es resistentea la pepsinadel estómago.Además,la nisina se
degradaríarápidamentepor las proteasaspancreáticas,por lo que se evitarían otros
efectossecundarios.Suempleodurantemuchotiempo como aditivo en los alimentos,su
escasatoxicidad y su rápida actividad bactericidaavalan su empleo como un agente

terapéuticoseguro.Suacciónbactericiday la escasaposibilidadde que alcancea la flora
intestinal reducenel desarrollode resistencias,lo que favorecesu empleofrente a otros
agentesantibacterianos.La nisinapodríautilizarseno sólo como agenteterapéutico,sino

tambiéncomo profiláctico, para evitar la colonizacióndel estómagopor Helicobacter

pylori (Blackburny Projan. 1994).

La nisinatambiénpodríaemplearsecomoagenteterapéuticoen el tratamientode las
u

mastitis bovinas. Actualmente, este problema se soluciona medianteel empleo de
antibióticos,pero la tasade recuperaciónes pequeñay es necesariomantenerun periodo
de supresiónprolongadoparareducirla apariciónde residuosenla leche.La nisina posee e
un potente efecto bactericida frente a la flora implicada normalmenteen las mastitis
(especies de Ssaphylococcusy Smeptococcus).Las experienciasde campo han u

demostradoquela nisinapuedeserun agenteeficazen el tratamientode estaenfermedad
y. además,a diferencia de los antibióticos, su presenciaen la leche no ocasionaría
problemasdebidoa su inactivaciónpor los enzimaspancreáticasy su escasatoxicidad,
contrastadaporsuempleocomo aditivo enlos alimentos.En la actualidad,la nisinaya se

a
empleacomoagenteprofilácticoaplicándoseconaplicacionestópicasantesy despuésdel
ordeño.

a

La nisina tambiénpodría utilizarseen el tratamientode la malaria, dado que los

deshidroaminoácidospodríaninteracionarcon enzimascon grupos sulfhidrilos como el a

coenzimaA y los Plasnwdiumson sensiblesa la deficiencia en este coenzima. Esta

posibleactividadseconfirmadoexperimentalmenteen ratonesinfectadosconPlasmodium e
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berghei (Gross y Moreil, 1967), aunquehastala fecha, no se han vuelto a publicar
experimentosal respecto.Actualmentetambiénseestáinvestigandoel posibleempleode
la nisinaen el campode la higienebucal. Estudiosen perrosBeagle han demostradoque

reducela placadentaly previenela gingivitis (Howell e: aL, 1993).

La gransensibilidadde las especiesde S:rep:ococcusy S:aphylococcusa la nisina,
le confiere grandes posibilidades para su empleo en los tratamientos tópicos

dermatológicosy el tratamiento de infecciones sistémicasresistentesa otros agentes
terapéuticos.Tambiénseestáevaluandosu posibleutilidad en el campode la cosmética,
paraincrementarla vida útil de estosproductosdetanalto valorañadido.

2.10.6 Otras aplicaciones
Tambiénseha sugeridoel empleodel gen de la resistenciaa la nisinacomoposible

marcadoren vectoresde donación,que puedanemplearseen la expresiónde productos
de interésen los alimentos(Von Wright e: aL, 1990;Frosethy McKay, 1991).
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Obje:ivos

II. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Lasbacteriocinasqueproducenlas bacteriaslácticasconstituyenuna alternativareal
comoconservantesde los alimentos,dado que podríanreemplazaro sustituira otras
sustanciasquímicasmenosrecomendablespor sus posiblesefectosnocivossecundarios
en la salud de los consumidores.No obstante,hasta ahora la nisina es la única
bacteriocinacuyo empleo está pemitido en los alimentos,pero en el futuro es muy
probablequela caracterizaciónbioquímica,inmunológica,genéticay toxicológicadeotras
bactericinasfacilite y permitasuutilizaciónen la industriaalimentaria.

Asimismo, habráque mejorar los métodosanalíticosempleadosen la deteccióny
cuantificaciónde las bacteriocinasde los sobttnadantcsde los cultivos productoresy de
los alimenios.que se basanen la estimaciónde su actividad inhibidora frente a un
microorganismoindicador. Aunque estas técnicas son de gran utilidad, presentan
inconvenientescomosu inespecificidad,su baja sensibilidady la subjetividadde su
interpretación.

Desdeel inicio de la décadadelos años70 las técnicasinmunológicas(y dentro de
ellas, principalmente,las inmunoenzimáticas),hanexperimentadoun gran auge como
herramientasanalíticas, constituyendo actualmente,la metodología de elección en
numerososcamposde la ciencia. Cuando se dispone de anticuerposde calidad, los
métodos inmunológicos son específicosy muy sensibles. Además, son fáciles de

ejecutar,pennitenel análisis de numerosasmuestrasen un breve espaciode tiempo y
puedenautomatizarsereduciendola subjetividad.Sorprendentemente,el impacto de las
técnicasinmunológicasen la deteccióny cuantificaciónde las bacteriocinasha sido hasta
ahoraescaso.Tambiénesescasala bibliografíarelacionadaconestetema y los resultados
obtenidospocosatisfactorios(Falaheee:aL, 1990; Bhunia, 1994; Stringere: aL, 1995).

Las razonesde ello puedenser múltiples, destacandoentre ellas el pequeñotamaño
molecularde estoscompuestos(lo queles convierteen pobresinmunógenos),su peculiar
estructuray sulimitada disponibilidad.

Como objetivosde estetrabajo sehapropuestoel desarrollode métodoseficacesde
obtenciónde anticuerposfrenteala nisinaA y la utilización de los anticuerposgenerados

en la evaluacióny puestaa punto de métodosinmunoenzimáticos(ELISA) quepermitan:
(1) la detecciónrápidade microorganismosproductoresde nisina. tanto de cepassalvajes
como genéticamentemodificadasy (2) el descubrimientoy la cuantificaciónde la nisina
en los sobrenadantesde los microorganismosproductoresy en los alimentos.Además,
con los anticuerpos generadospodrían construirse columnas que permitiesen la
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y
purificaciónde la nisinaen un sólo pasoporcromatografíade inmunoafinidad.

Mt

Noobstante,paraalcanzarlos objetivospropuestos,se necesitaconseguirprimero
los siguientesobjetivosparciales:

1. Obtenciónde anticuerpospoliclonalesfrenteala nisinaA:
1.1 Preparaciónde los inmunorreactivosidóneosmediantela conjugaciónde la

nisina A a moléculasvehiculadoraso portadorasconstituidaspor la toxina
colérica(Cfl y la hemocianinadeMegaihuracrenulata (KLH),

1.2. Diseñar pautas de inmunización adecuadasque permitan obteneren los
ratoneslosanticuerpospoliclonalesde interés,

1.3. Conseguiruna mayor cantidad de anticuerpospoliclonales mediante la
inducciónde ascitisenlos ratonesinmunizados,

e’
1.4. Desarrollar los métodos inmunoenzimáticos(ELISA) apropiados, para

determinarla especificidadde los anticuerposobtenidosfrente a la nisinay su
reactividadcruzadaconotrasbacteriocinas. e’

2. Unavez evaluadala inmunogenicidadde los conjugadosanteriores,se procederáa la
obtenciónde anticuerposmonoclonales,mediante:

2.1. La fusión, en presenciade polietilenglicol, de los linfocitos esplénicosde e
ratonesinmunizadoscon las células de mielomade ratón de la línea celular

P3X63-Ag.653,
e

2.2. Identificación de los hibridomas productoresde anticuerposespecificosy
donaciónde losmismospordilución límite,

2.3. Estabilizaciónde los clones positivos y producción de anticuerposa gran

escala,mediantesupropagaciónin vitro e in vivo,
2.4.Purificaciónde losanticuerposmonoclonalesde interéspor precipitacióncon

sulfatoamónico,
2.5. Evaluación de la especificidady la reactividad cruzadade los anticuerpos

obtenidosy desarrollode métodosinmunoenzimáticos(ELISA), quepermitan
la identificación y cuantificación de la nisina en los sobrenadantesde los

e
microorganismosproductoresy en los alimentos.

3. Utilización de los anticuerpospoliclonalesy monoclonalesobtenidospara:
3.1. El estudio de la cinética de la produción de nisina A por cultivos de

Lactococcuslactis productoresde nisina,
3.2. La identificacióny cuantificaciónde la nisinaen los alimentos,

3.3. El desarrollo de una columna de cromatografíade inmunoafinidad y la
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evaluaciónde su eficaciaenla purificaciónde la nisinade los sobrenadantesde
los microorganismosproductores,

3.4. El estudio de la especificidad y sensibilidad de los métodos
mmunoenzimáticos(ELISA) desarrolladospara la cuantificaciónde la nisina,
frentea otrosmétodostradicionalesde detección.
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Material y Mñodos

III. 1. MATERIAL GENERAL

1.1. Material de laboratorio

En la preparaciónde los mediosde cultivo y de las diversasdisolucionesacuosas,

empleamosaguadestiladaobtenidaenun destilador“Pobel” mod. 706 y desmineralizada
en un intercambiadoriónico “Seta’ mod.R-600.Paralas experienciascromatográficasse
empleóaguadesionizadaultrapura,libre de pirógenosobtenidaenun aparato“Barnstead”

mod. Nanopure.

Las pesadasordinariasse hicieron en balanzasmonoplato“Al)” mod. FX-3000 y
lasde precisiónen balanzasanalíticas“AY’ mod. ER-120A. Paraequilibrar las muestras
acentrifugar,seutilizó una balanzabiplato ‘Cobos” mod. 201.

Las centrifugacionesse realizaronen centrífugasrefrigeradas“Sorvail” RC-SB,

equipadascon rotores SS-34y (ISA. Las microcentrifugacionesse efectuaronen una
centrífugaBiofuge A de “Heracus” mod. Christ. Las centriofugacionesinstantáneasse
realizaronen unacentrífuga“Stratagene”mod.PicofugeHF-120.

Las determinacionesy ajustesde pH se realizaronen un PHímetro “Crison” mod.
micropH 2001.

Las esterilizacionesde losmediosde cultivo y del materialplásticose realizaronen
autoclaves“Selecta”mod.AutotesterO y 43-O.La esterilizacióndelmaterialde vidrio se
efectuó por calor seco en unaestufade aire forzado “Heraeus” mod. KFTU-K. Los
sobrenadantesy algunasde las solucionesempleadasse esterilizaron por filtración,
empleandofiltros “Millipore” de 0,22gm detamañode poro.

Lasdeterminacionesespectrofotométricasse llevaron acaboen espectrofotómetros

“Kontron” mod. Uvikon 820e “Hitachi’ mod. U-2000 de doble haz, registrándoselos
resultadosen una impresoratérmicaUvilcon LS-4B y en un registradorUvikon 21. Las

determinacionesespectrofotométricasrelacionadascon la purificacióny determinaciónde
la concentracióninhibidora mínima de las bacteriocinas,se efectuaron en placas
microtituladorasestérilesde 96 pocillos “Costar” mod.3590 y las lecturasen un lectorde
placas“Labsystems”iEMS ReaderMF.
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Las liofilizaciones se realizaronen un aparato Teruzzi-Mevilsamod. TP-3 con

superficie útil de carga de 0.3 m2, dotado de equipo de registro, dispositivo de

termovacioy programador.

Algunasmuestrassefiltraron en diversosmodelosde filtro “Whatman”. Lasdiálisis
serealizaronen membranasde diálisisde “Mediceil” tamaño3.

e

Las muestrasy reactivosse conservaronen arconesde congelación“Kelvinator”

mod. AC-550y “Liebhen~” mod. GT6102, asícomo en frigoríficos “Kelvinator” mod. e’

AKR2O y “Liebherr” mod. 38.

*
En las incubacionesse utilizaron estufas “Heraeus” mod. KB-500, BK-600 y

B6200 y “Selecta’ mod. Termotronic 338, termostatadasa la temperaturadeseada.El

bañode aguatermostatadofue de “Selecta”mod.Unitronie 6320100. e’

Paralascromatograflasde filtración engel, seemplearoncolumnasde “Pharmacia” 8

mod. PD-10. Las de intercambio catiónico e interacción hidrofóbica se realizaron en

columnasconvencionalesde “Bio-Rad” mod. EconoColumn. La cromatografíade fase e’

reversaseefectuóen unacolumnade “Pharmacia-LK.B”mod.PepRPCHR5/5, integrada

en un sistemadeCromatografíaLíquidaRápidade P9roteínas(FPLC) de la mismafirma a
comercial.El sistemade FPLC constade dos bombasde alta presión mod. P-500, un
controladormod. LCC-500 Plus, una bomba peristálticamod. P-1, un dispositivo de

u
válvulas mod. MV-7, un monitor de luz ultravioleta mod. UV-M-ll y una impresora
registradoramod. REC-2. Los tamponesempleadosen la cromatografíaFPLC se
filtraron por filtros “Millipore” mod.GS de 0,22hmde diámetrode poro,empleandouna

bombade vacío“Eyela” mod.A-3S.
u

La desecacióna vacio de las muestraspurificadasse efectuó en un rotavapor
“Howe” mod. (IVí, acopladoa un refrigerador“FTS” mod. ‘Litan y a una bombade

vacio “Edwards” mod.EDI00.

u
La obtenciónde los anticuerposmonoclonalesserealizó en una sala estérilprovista

de antesala,lámparasde luz ultravioleta en los techos,unaunidadde aire acondicionado
e“Interclinet” y un filtro de aire positivo “Teistar”. Además,en su interior se encuentran

una campanade flujo laminar “Telstar” mod. AV-lOO, un incubador “Heraeus” mod.
6000con controladorde temperaturay CO

2, un microscopio “Nikon” mod. TMS. una a
centrífuga“Heraeus” Megafuge1.0 y un baño termostatado“Grant” mod. W 14. El gas
utilizado en el incubador fue CO2 de calidad N-40, de alto grado de pureza y
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comercializadopor la SEO.Las célulasde mielomay los hibridomasse conservaronen
un arcón congelador“Sanyo” Ultralow mod. MDF-392 y en bombonasde nitrógeno
líquido mod. CDB 35 y CDB 18.

Las placas de ELISA utilizadasen los ensayosinmunoenzimáticosfueron de la

marca“Nunc”, del mod.Maxisorpde 96 pocillos. Suagitaciónse realizó en un agitador
de placasde ELISA marca ‘Wallac”, mod. 1296.001 Plateshakey parasu lectura se
utilizó un lectorde placas“Labsystems”iEMS ReaderMF con un paqueteinformático de
tratamientodedatosincorporado.Las placastapizadasque asílo requirieron,se secaron
enunaestufade aire forzado“Heraeus” mod.UT6.

El material general de laboratorio se componía de pipetas Pasteur, pipetas
automáticas“Gilson” mods.P-20,P-200,P-l000y “HTL” mods.VE-20,VE-200 y VE-
1000, pipetas multicanales“Labsystem” mod. Fiipipette, pipeteadoresautomáticos,
placascalefactorasy agitadoras“Thermolyne” mcd. Nuova II y “Bibby” mod. B2 12.
agitadoresde tubos “Heidolph” mod. Reax2000 y dispensadoresde mediosde cultivo

“Nichiryo” mod.2lOODGy “Brand” mod. Dispensette.Seemplearonademásmecheros
de gas,termómetros,jeringuillas,agujas,hojasde bisturí,etc.

El materialde vidrio empleadofue del tipo “Pyrex” y el de plásticoel suministrado

por ‘Nunc”, “Falcon”, “Sterilin” y “Eppendorf’.

1.2. Productosy reactivos

Los productos químicos de uso general fueron suministrados por “Merck”,
“Sigma”, ‘Fluka” y “Panreac”. Los medios de cultivo para las experiencias

microbiológicasfueronde las marcas“Oxoid” y “Difco”.

En las técnicascromatográficasde purificaciónde bacteriocinasy en la columnade
inmunoafinidad,se emplearonproductosde “Pharmacia-LKB”. El gel de intercambio
catiónico fue el SP-SepharoseFast Flow y el de interacción hidrofóbica de Octyl-
SepharoseCL-4B. Las columnasempleadasen la cromatografíade inmunoafinidad
fueronlas deHiTrap NHS-Activated.

La nisina A utilizadaen las experienciasde inmunizacióny como estándaren los
ELISA fue de “NBS Biologicals”. El preparadocomercialde nisina,Nisaplin® se obtuvo

de “Applin & Barret”. Los reactivos empleados en las conjugaciones, técnicas
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mmunoenzimáticasy como adyuvantesen las inmunizacionesfueron de “Sigma” y
“Pierce’. Los inmunosueroscomercialesfueronde “Cappel’.

e

Los mediosde cultivo utilizadosen la obtencióny producciónde los anticuerpos
monoclonales,fueronde lasmarcas“Gibco’ y “Boehringer’.

1.3 Material biológico

u
1.3.1. Microorganismosproductoresde bacterlocinas

Los microorganismosproductoresde nisina y de otrasbacteriocinasempleadosen

estetrabajo,asícomosuorigensemuestranen la tabla111.1. Dichos microorganismosse
utilizaron como fuente de bacteriocinas,en la evaluación de la especificidad y la

reactividadcruzadade los anticuerposgeneradosy en la localización de los epitopos

reconocidospor los anticuerposgenerados.También se emplearon microorganismos
modificados genéticamente,productoresde variantesde la nisina, con el objeto de
identificary localizar los epitoposde interés, los cualesse muestranen la tabla 111.2.
Todosellos se mantuvieronen congelacióna -20 0C y -85 0C en caldo nutritivo con un
15% (y/y) de glicerol como agentecrioprotector.Los cultivos mantenidosa -20 oc se

revitalizaroncadadosmeses,mediantedoso trespasesen caldonutritivo, para garantizar
suconservación.

4

a

u

a

Tabla 111.1. Microorganismos productores de bacteriocinas

Microorganismoproductor Cepa Bacteriocina Ongena

Lactococcuslacássubsp.lactis BB24 Nisina A NBIII

Lactococcuslacássubsp. lactis GB Nisina A NBIJI

L.actococcuslacássubsp. lactis F15876 Nisina A IFR

Lactococcuslactissubsp.lactis ATCCí1454 Nisina A ATCC

Lactococcuslactis subsp. lactis CNiRZl5O Nisina Z INRA
Lactococcuslacré subsp.lacté MG1614 No productor IFR

Lactobacillussake 148 Lactocina5 NBIII

Pediococcusacidilacrici 347 PediocinaPA-1 NBIII

Pediococcu.sacidilactici LSO PediocinaL50 NBIII
a 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 Nutrición y

Bromatología III. Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense (Madrid).
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Tabla 111.2. Microorganismos obtenidos por
empleados en la identificación y
epítopos de interés

ingeniería
localización

genética,
de los

Microorganismoproductor Cepa Modificación Variante Origena
genética

Lactococcuslactis subsp.lacás F17847 AnéAb No productor IFR
Lactococcuslactis subsp.lacas FI>7990 AnisAc No productor IFR
Lactococcuslactésubsp.lactis F18070 néAd NisinaA IFR

SSA

Lactococcuslacássubsp.lactis FIS 198 nisAe NisinaA IFR
533A

Lacrococcuslactis subsp.lactis FIS 199 nisA~ NisinaA IFR
55A, 533A

Laciococcuslactésubsp.lactis F18438 AnjsPg No productor IFR
Lactococcus¿actissubsp.lacté F18532 AnisP, No productor IFR

a Abreviaturas:IFR, InstituteofFoodResearch(Norwich, ReinoUnido).
bFI7847procededel F15876,con la pérdidade unabaseen el genestructuralde la nisina
A, lo que determinaquesealtereel marcode lecturay queno seproduzcala bacteriocina.
cFI7990, procededel F15876,con una delecciónde 300 pb en el gen estructuralde la
nisinaA y pérdidadel promotor.
dFI8070procededel F15876,con unamutaciónquesustituyeelcodónquecodificapor la
Ser en la posición 5 por otro que codifica la Ada (no se forma DHA en el péptido
maduro).
eFIS198 procededelF15876,con unamutaciónquesustituyeel codónquecodificapor la
Ser en la posición 33 por otro que codifica la Ala (no se forma DHA en el péptido
maduro).
~FI8199 procede del F15876, con dos mutacionesque sustituyen los codonesque
codifican por Ser en las posición5 y 33 por otros que codifican la Ala (no se forman
DHAs enel péptidomaduro).
gFI8438procededel F15876. conuna delecciónen el gen nisP, por lo que no produce
nisinamadura.
hF18532procededel F18438,con una delecciónen el gen nisC, por lo que no produce
nisinamadura.
~FI8484producela nisina 1-31, conunacolaañadidade 5 His.
iFIS256procededel F15876,conunamutaciónque sustituyeel codónquecodificala Lys
en la posición 12 por otroque codifica la Leu.
kFI8542procededelF15876,conunamutaciónque sustituyeel codónquecodificapor la
Seren la posición3 porotro quecodificala Val (no seforma el anillo A).
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1.3.2. Microorganismos indicadores
Los microorganismosindicadoresempleadosen la detecciónde la nisina mediante

pruebasmicrobiológicas, se muestran en la tabla 111.3. Los microorganismosse
conservaronde la maneracitadapreviamenteparalosproductoresde bacteriocinas.

Tabla 111.3. Microorganismos indicadores empleados para detectar la
nisina, mediante pruebas microbiológicas

Microorganismoindicador Cepa Origena

Pediococcusacidilactici 347 NBIII

Lactobacillushelveuicus CHi CHL________
a Abreviaturas: CHL, Christian Hansen’sLaboratories (Copenhague,Dinamarca); NiBIII,
Departamentode Nutrición y BromatologíaIII, Facultad de Veterinaria, Universidad
Complutense(Madrid).

1.3.3. Compuestos purificados empleados en la identificación y
localización de los epítopos de interés

En el estudiode los epítoposreconocidospor los anticuerposgenerados,tambiénse

emplearonfragmentosy variantesde la nisina A obtenidospor tÉcnicas de ingeniería
genéticao por degradacióno roturaenzimática,asícomo algunoslantibióticosanálogos.
Todos los compuestos,mostradosen la tabla 111.4. y figura 111.1., se obtuvieron

purificadosa homogeneidad.

1.3.4. Animales de experimentación
Parala obtenciónde los anticuerpos,tanto policlonalescomo monoclonales,se

emplearonratoneshembrasBalb/cde seisa ochosemanasde edad,alimentadoscon dieta

de mantenimientorata-ratóny aguapotablead libitum. Los ratonesfuerondonadospor el
animalariode la Facultadde Medicinade la UniversidadAutónomadeMadrid.

1.3.5. Cultivos celulares
Parala obtenciónde los hibridomasproductoresde anticuerposmonoclonalesse

utilizó la líneacelularP3X63-Ag 8.653, cedidapor el Departamentode I+D del Instituto
Llorente (Madrid).

e

a

u

a

u.

e

u

a

u

u

u

a
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Tabla 111.4. Fragmentos, variantesgenéticas y análogos de la nisina A,
empleadosen la identificación y localización de los epítopos

de interésa.

Compuesto Características

Nisina 1~12b Péptidoconstituidopor los 12 primerosaminoácidosde la nisina
A

Nisina 1.20b Péptidoconstituidopor los 20 primerosaminoácidosde la nisina

A
Nisina 1~31C Péptidoconstituidopor los 31 primerosaminoácidosde la nisina

A

Nisina 1~32d Péptidoconstituidopor los 32 primerosaminoácidosde la nisina
A

NisinaDHA5AC Molécula denisinaA conAla en la posición5 en lugarde DHA
NisinaDHA33AC MoléculadenisinaA conAla enla posición33 enlugarde DHA
NisinaDHA5,33Ac Moléculadenisina A con Ala en lasposiciones5 y 33 en lugar

deDHA
NisinaK12LC MoléculadenisinaA conLeuenla posición27 enlugardeLys
NisinaH27KC Moléculade nisinaconLys en la posición27 en lugardeHis

Nisina 1-32 Des5Aiad Péptidoconstituidopor los 32 primerosaminoácidosde la nisina
A sin la DHA de la posición5 (se rompeel anillo A)

Secuencialídere Secuencialíderde la nisinaA, de 23 aminoácidos
NisinaZ Bacteriocinapurificada

Subtilina Bacteriocinapurificada
a Todos los compuestosfueron obtenidos, purificados y cedidos por el grupo
investigadorde M. J. Gassony col., del Institute of Food Research(Norwich, Reino
Unido),exceptola nisinaZ quefue purificaday cedidaporel equipode W. M. de Vos y
col., delNederlandsInstituutvoorZuivelonderzoek(Holanda).
bObtenidospor roturaenzimática.
C Obtenidospor ingenieríagenética.
dObtenidospor degradacióndebidaa un almacenamientoprolongadoo a un tratamiento
ácido.
eObtenidoporsíntesisquímica.
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Figura hL 1. Fragmentos y variantes de la nisina A empleados en la
identificación y localización de los epítopos de interés.
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111.2. 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

lácticas

2.1.1.1. Caldo nutritivo de Man. Rogosay Sharpe(MRS. Oxoid~

Composición: g/l
Peptona 10,0
Extractode carne 8,0
Extractode levadura 4,0
Dextrosa 20,0
Acetatosódico(•3H20) 5,0

Fosfatodipotásico 2,0
Citrato triamónico 2,0
SulfatomagnésicoQ7H~O) 0,2
Sulfato de manganeso (~4H2O) 0,05

Tween 80 1,0 ml

pH 6,2

Preparaciów

Pararehidratarel medio se suspenden52 g del medio de MRS en 1 L de agua

destilada,calentándosehastasu completadisolución. La esterilización se efectúa en
autoclavea 1210(2durante15 mm.

2.1.1.2. Medio sólidodeMan. Ro~osay Sharne<agarsólidoMRS

)

Composición: gil
Medio MRS 55,0

Agarbacteriológico(Difco) 15,0

Preparadów

Se suspendenlos componentesen 1 L de aguadestilada,calentándosela solución
hastasu ebullición para asegurarla homogeneizacióndel agary se procedecomoen la
secciónanterior.
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2. 1 . 1.3. Medio semisólidode Man. Ro2osay Sharne(aParsemisólidoMRS

)

tt

Composición: g/l
Medio MRS 55,0

u
Agarbacteriológico(Difco) 7,5

Preparaciów

Se suspendenlos componentesen 1 L de aguadestilada,calentándosela solución
hastasu ebullición paraasegurarla homogeneizacióndel agary seprocedecomoen la e
sección2.1.1.1.

2.1.2. Condiciones de cultivo
Lasbacteriaslácticassecrecieronsin agitación a 32 0(2 hastala fase de crecimiento

e
estacionario,exceptoL. helveticusque se incubó a 42 0(2 Para la purificación de la
nisina,el microorganismoproductorsecultivó en estascondicionesdurante16 h.

a.

2.1.3. Obtención de los sobrenadantes libres de células
Tras su revitalización,los microorganismosde interés se inocularonen el medio

adecuado(MRS en el casode las bacteriaslácticas) y se incubarona la temperatura
apropiadadurante16 horas.A continuación,se obtuvoel sobrenadantelibre de células
por centrifugacióndelcultivo a 10.000 rpm .y 4 0(2 durante 10 mm. Posteriormente,el

pHdel sobrenadantese ajustóa6,2 conNaOH 1 N y 10 N y se esterilizópor filtración,
con filtros de 0,22 gm de diámetrode poro. El sobrenadantese repartióen alícuotasde
250gí, quesemantuvieronencongelacióna -20<“(2 hastasuutilización.

fe

Los sobrenadantesobtenidosde la manera descrita, se emplearonen pruebas
microbiológicas(testde difusión en agar,apartado2.2.1.) paradeterminarsu actividad u.

inhibidoray enlas imnunoenzimáticas(ELISA competitivodirecto, apartado2.8.4.) para
evaluar la especificidad y la reactividad cruzadade los anticuerpospoliclonales y
monoclonalesde interés.

e

2.2. Pruebas microbiológicas de determinación de la actividad

bacteriocinogénica

2.2.1. Prueba de difusión en agar e
El métodofue descritoporprimeravez por Tramery Fowler (1964), y modificado

porRodríguezet aL (1995) y serealizade la siguientemanera: a
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2.2.1.1. Preparación de las muestrasa analizau

2.2.1.1.1.Obtenciónde los sobrenadanteslibres de células

Los sobrenadantesde los microorganismosproductoresde las bacteriocinasa
analizar,seobtuvieronde la maneradescritaen el apartado2.1.4.

2.2.1.1.2.Preparaciónde las solucionesde nisina estándard

Lasconcentracionesde interésse prepararondiluyendo la nisina pura en PB5 (pH

7,4) y en MRS (pH 6,2).

2.2.1 .2. Preparaciónde lasplacasde asarconel microorganismoindicador
Paraello, seemplearonplacasdePetri de 140 mm dediámetroquecontenían60 ml

de agar semisólido MRS con, aproximadamente,io~ UFC/ml del microorganismo
indicador(L. helveticuspara la nisina)y un 1% de Tween20, esteúltimo parafavorecer
la difusión de la bacteriocinae incrementarla sensibilidaddel ensayo.A continuación,
unavez solidificadaslas placas,sesecaronen unaestufa a 37 0(2 durante lh.

2.2.1.3. Deteccióny cuantificaciónde la actividadanúmicrobianadelas muestras
En las placaspreparadascomo se cita en la sección2.2.1.2., se practicaron,con

ayudade un “sacabocados”,pocillosde 6 mm de diámetro,en los quesedepositaron50
gí de la dilución de nisina estándaro de los sobrenadanteslibres de células del
microorganismoproductor.Todaslas muestrasseensayaronpor duplicado.Lasplacasse
mantuvieron a 4 0C durante2 h para favorecer la difusión de la bacteriocina y,
posteriormente,seincubarondurante24 h ala temperaturaadecuadaparael desarrollodel

microorganismoindicador. Finalizada la incubación, el diámetro de los halos de
inhibición semidió conun calibrey la actividadantimicrobianaseexpresóen mm2según
la fórmula:

Actividad= L(D-d)/2112

Siendo,“D” el diámetrodel halodeinhibición en mm y “d” el diámetrodel pocillo

(6 mm).

2.2.2. Prueba de inhibición en placas microtituladoras
Estapruebase empleópara detectary cuantificar la actividad inhibidoradurantela

purificación de la nisina tanto por el métodotradicionalcomo por inmunoafinidad.Este
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ensayofue descritoporprimeravez porGeisetaL (1983), y modificadopor Cintaset al.

(1995)y Rodríguezetal. (1995).

El microorganismoempleadocomo indicadorfue P. acid.ilactici 347, sembradoen
caldoMRS e incubadoa 32 0(2 hastasufaseestacionaria.En los primerospocillos de las
placasmicrotituladorasse depositaron100 ¡.11 de las muestrasa analizar, realizándosea

e
partir de ellasdilucionesseriadas(1/2, 1/4, 1/8, etc.) en caldo MRS y, posteriormentese
añadieronacadapocillo 150 gí del microorganismoindicador,manteniendolas placasa
320(2durante14 h. Finalizadala incubación,el crecimientodel microorganismoindicador

en los pocillos se determinómediantela lecturaespectrofotométricade las placasa 620
mu. Una unidadde bacteriocina(UR), se defmecomola concentraciónde muestraque
inhibeen un 50% el desarrollodel microorganismoindicador (50% de la turbidezde un
cultivo controldel mkroorganismoindicador,al queno sele añadiómuestra).

a
2.3. Purificación de la nisina A del sobrenadante del microorganismo

oroductor L. lactis BB24

Conel objetode obtenerunaconcentraciónadecuadade nisinaA paraprocedera la
inmunizaciónde los ratonesy elaborarotros conjugadosnecesariosen la realizaciónde e

los inmunoensayos,inicialmente se purificó la nisina segúnel método descrito por

Rodríguezetal. (1995)y Cintasetal. (1995),consistente(figura 111.2.)en:

2.3.1. Obtención de sobrenadante
e

L. lactis BB24, microorganismoproductorde la nisina A se revitalizó y desanolló
en caldoMRS durante16 horasa 32 0(2; a partir del mismo y con un asa de platino se

inoculó un frasco con 1 L de caldo MRS, que se incubé a 32 0(2 durante 16 h. El
sobrenadantelibre de células se obtuvo por centrifugacióndel cultivo a 10.000 rpm
durante10 mm a40(2

2.3.2. Precipitación con sulfato amónico u.
Las proteínas en disolución se encuentran solvatadas por moléculas de agua,

exponiendohacia la fase acuosasus porcioneshidrófilas y manteniendolos grupos

hidrófoboshaciael interior. El sulfato amónico,en concentracioneselevadas,compite
exitosamentecon las moléculasde aguaparaunirse a las proteínas,disminuyendopor
tanto la solvatación(hidratación)de lasproteínasy provocandoqueexpongansusgrupos e
hidrófobos,que interaccionanentresí por fuerzasde Van der Waals. produciendola

precipitaciónde las proteínas, a
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Al sobrenadantelibre de célulasobtenidode la maneradecritaen la secciónanterior,

sele añadieron,lentamentey en agitación 500 g de sulfato amónico.A continuación,la
muestrase mantuvo30 min en agitación a 4 OC y se cetrifugó a 10.000 rpm y 4 0<2

durante20 mm. Los precipitadosy la películaflotanteresultantede la centrifugaciónse
eresuspendieronen 200ml deltampónNaH2PO4/Na2HPO42OmM, pH 5,8 (tampónA).

2.3.3. Cromatografía de intercambio catiónico
Estemétodo de separaciónse basaen la adsorción,selectivay reversiblede las

moléculascon carga neta positiva a una matriz cromatográficade carga eléctrica neta e.
negativa. Los grupos negativosde la resma se encuentraninicialmente asociadosa

cationes móviles (Na+) suministrados por el tampón de equilibrado, que serán
reversiblementereemplazadospor las cargas positivas de las proteínas,sin alterar la
conformaciónde la matriz cromatográfica.A continuación,las proteínasadsorbidasse

e.
desplazandel lecho cromatográficoal añadirun tampón con mayor fuerzaiónica o al

variar el pH del sistemahaciao sobreel pI de la proteína.El gel empleadofue el SP-
SepharoseFast Flow, que es un intercambiadorcatiónico fuerte con un soporte de

agarosacon los gruposfuncionales-CH2-SO3-.

Seemplearoncolumnasconvencionalesde 2,5 x 30 cm en las que se depositaron

aproximadamente30 ml del gel; tras equiibrarlocon 100 ml del tampónA, se depositó —
lentamentela fracciónresultantedela precipitacióncon sulfato amónico.A continuación,

el gelselavócon 75 ml de tampónA y seprocedióala elución de la bacteriocinacon 100 e
ml de NaCí 1 M en el tampónA.

2.3.4. Cromatografía de interacción hidrofóbica

La separaciónpor interacción hidrofóbica permite separarlos componentesno
polaresde una soluciónpolar, basándoseen el establecimientode fuerzasde Van der e.

Waalsentrelos ligandosde la matriz cromatográficay las proteínasen disolución. Las
proteínashidrófobasquedanretenidasen el gel al interaccionarsus grupos hidrófobos a
con los ligandosinmovilizadosdel gel. La elución se produceal añadirconcentraciones
bajasde alcoholesmisciblesen aguao detergentes,cuyosgruposapolarescompitenpor
los sitios de adsorcióndel gel, lo que conducea la separaciónde las proteínasligadas
inicialmente.

a

En la realizaciónde estatécnica,seemplearoncolumnasconvencionalesde 1,5 x 20

cm en las que sedepositaron,aproximadamente,5 ml del gel de Octyl-SepharoseCL-4B. —
El-gel seequiibró con 30 ml de una soluciónde sulfato amónicoal 10% (p/v) en el

tampón A. A la muestraa cromatografiar (la eluida de la columna de intercambio a
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catiónico)se le añadiótambiénsulfato amónicohastauna concentraciónfinal del 10%
(p/v) y se depositólentamenteen la columnaequilibrada.Posteriormente,la columnase
lavó con 20 ml del mismotampóndeequilibradoy la eluciónde la bacteriocinaserealizó
con 18 ml de unasoluciónde etanolal 70%en el tampónA.

2.3.5. Cromatografíade fase reversa
El fundamentode la separaciónenestetipo de cromatografíaes el mismo que en la

cromatografíaanterior, si bien este sistemala columnaempleada(PepRPCHRS/5) se
integraen un equipodeCromatografíaLíquidaRápidade Proteínas(FPLC). quepennite

controlarde forma muy precisalos gradientesde los tamponesy lograr asíun gran poder
de resolución,permitiendola separaciónde fraccioneshidrofóbicamentemuy similares.
Además,el sistemaestáintegradoa un detectorde ultravioleta con un registradorque
permitemonitorizarel perfil deelucióndela muestraaplicadaala columna.

Pararealizarestatécnica, la muestraprocedentede la cromatografíade interacción
hidrofóbicasepreparópreviamentediluyéndolaen 50 ml del tampónA y añadiendoácido
trifluoroacético (TFA) a una concentraciónfmal del 0,1% (y/y). A continuación,se
inyectéa lacolumnapreviamenteequilibradaconIFA al 0,1% en el w.nipónA, a un flujo
de Iml/min. La columnase lavó con el mismo tampónde equilibrado hastaque la A2M

alcanzóde nuevo la línea basal y entoncesse procedióa la elución de la muestra,

empleandoun gradientelineal de O a 100de IFA al 0,1%’ en2-propano!y un flujo de 0,5
ml/mm, registrándosela A~j de lasfraccioneseluidas.

A continuación,sedeterminóla actividadantimicrobianade las fraccioneseluidas,y
las positivasse mezclarony diluyeroncon 10 ml del tampón A con un 0,1% de TFA.
recromatografiándoseen condicionessimilaresalas descritas,hastaobtenerun únicopico

de absorbanciacon actividad antimicrobiana. La fracción cromatográfica final, se
conservódesecándolaal vacío.

Todo el procesode purificación descritose realizó a temperaturaambientey su

seguimientose llevó a cabodeterminandola actividad antimicrobianaen las fracciones
resultantes de cada cromatografía, mediante el ensayo de inhibición en placas
microtituladorasdescritoen la sección 2.2.2.de estecapítulo.

2.3.6. Determinación de la concentración de nisina A de las muestras

purificadas
La concentraciónde nisinaA de la muestrapurificadase determinóconociendosu

coeficientede extinciónmolar a220 nm. Parala nisinaA, estecoeficientees de 21,2,es
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decir, unasoluciónde 1 mg/ml de nisina A puraen una cubetaestándarde 1 cm posee
unaA220 de 21.2 (deVos e: aL, 1993).

e

2.4. Coniugación de la nisina A con moléculas portadoras y preparación
de los inmunógenos

e

Cuandoun inmunógenoentrapor primera vez en contactocon el organismo,es
captadopor lascélulas presentadorasdelantígeno(APC) quelo procesanen su interior y e
lo fixuestran en su superficie, unido a las proteínas del complejo mayor de
histocompatibilidaddel tipo 11 (HMC 11). Dichaunión esreconocidaporlascélulas

TH (U
a

helper)queseunenaestecomplejoatravésdeunosreceptoresdenominadosT. La unión

física entrelos dos tipos de célulasdesencadenala liberación de citoquinas,originando,
e

entreotrasacciones,la diferenciaciónde los linfocitosen célulasplasmáticas,productoras
de anticuerpos.

e

Por otro lado, paraque los compuestosinmunógenosinicien la reaccióninmune,
debencontenerun epitopo queseacapazde unirse al anticuerpo de superficie de un
linficito B virgen y de promoverla comunicaciónentrelos linfocitos B y los linfocitos TH

demanerasimilaralo descritoparalascélulasAPC. Unavezqueel inmunógenocontacta
con la célula B a través del anticuerpode superficie, penetraen su interior donde se
procesaen fragmentosquemigranala superficie,dondeseunenalas proteínasdel HMC

II. El complejoformadopor los fragmentosdelinmunógenoy dichasproteínas,se une al
receptorde superficiedelascélulasTH. La uniónfísica entrelas dos célulasdesencadena
la liberaciónde citoquinas,que promuevenla diferenciaciónde las células B a células
plasmáticas,productorasde anticuerpos.La unión del inmunógenoal anticuerpo de

superficiede la célulaB virgen,determinala especificidadde los anticuerposresultantes,
puestoquela zonade unióndel antígenoal anticuerpode superficiees idénticaal lugar de
uniónde los anticuerpossecretados. a

El tamaño molecular de la nisina A determinaque, a pesarde ser antigénica,
e

probablementeno seainmunógena,es decir, no seacapazde iniciar por si mismauna
respuestainmune.A estetipo de moléculasselesdenominahaptenos.Esto se debea que
porsu pequeñotamañono puedenunirse simultáneamentea las proteínasdel HMC II
presentesen la superficiede las célulasAPC y de los linfocitos B y a los receptoresde las
células T. Por ello, para inducir una respuesta inmune, deben conjugarse a otras e
moléculas(portadoras,vehiculadoraso transportadoras)que facilitan su de unióncon los
receptoresde las célulasT. El hapteno,por su parte, proveeel epítopoque se une al
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anticuerpode superficie y a los anticuerpossecretadosposteriormentepor las células
plasmáticas.

En esteestudio,la nisina A se conjugóa dos moléculasportadorasdistintas,para
evaluar la eficacia de cada una en la inducción de la producción de anticuerpos
específicos.Estos compuestosfueron la toxina colérica (Cl’) y la hemocianinade
Megathura crenulata, conocida con la denominacióndel inglés de keyhole limpe:

haemocianino, abreviadamente,comoKLH.

2.4.1. Conjugación con la toxina colérica (CT)
La toxina coléricacomomoléculatransportadorase ha empleadocon éxito como

moléculaportadoraen la obtenciónde anticuerposfrente a diversos haptenos(Azcona-
Oliverael aL. 1992a;Abouziede: aL, 1993;Chu el aL, 1995).

Estecompuestopresentacomo ventajas:(1) su propiedadde actuartambiéncomo
adyuvante;(2) el procedimientode inmunizaciónes rápido; (3) generagran cantidadde
anticuerpos;(4) comoadyuvante,esmenosdañinoque el de Freund; (5) esideal cuando
existepocoantígenodisponible,puestoque con bajasconcentracionesde toxinacolérica
y pocasinoculacionesdelinmunógeno,seconsigueunarespuestarápiday eficazy (6) su

toxicidad se elimina con el glutaraldehldo, sin que disminuyan sus propiedades

adyuvantes.

2.4.1.1. Conjugaciónnorel métododel glutaraldehído
El procedimientoempleadoparaconjugarla nisinaA con la toxinacoléricafue el del

glutaraldehído(Avrameasy Ternynck,1969; Briandel aL, 1985),segúnel procedimiento
descritoporAzcona-Oliverael al. (1992a).Este métodogenerauna unión muy establea
travésde los gruposamino.Paraello, el haptenose mezclacon la moléculaportadoraen
las proporcionesadecuadasy se añade, a continuación, una cantidad limitante de

glutaraldehído,el acoplamientose limita por la cantidad de glutaraldehídoañadida.
Finalmente,la reacciónde acoplamientose detienecon borohidrurosódico.Los grupos
aminoreaccionantesde lamoléculade nisinaprocedende losE-aminode los tres residuos

de lisina y del grupoamino-terminal.

La conjugaciónserealizóen la proporciónmolar50:1 (nisinaA:toxinacolérica),a 4

0(2 y en un tampónfosfato 0.01 M, de pH 7,4 (PBS). Los pasosa seguirfueron los

siguientes:
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(a). Prepararla soluciónde toxinacoléricaenaguadesionizadaestérilaunaconcentración
de 1 mg/mly de la de nisinaA en aguadesionizadaaunaconcentraciónde 2 mg/ml. a

(b). Depositar0,5 mg de la toxinacolérica(0,5 mi) en un vial de vidrio con 1 mg de
e

nisina (0,5 mí) y completarel volumenhasta2 ml con tampónsalino PBS. Agitar la

mezclacon una uñamagnéticay añadir,gota a gota, con agitación permanente,un
volumenequivalente(2 mí) de glutaraldehídoal 2% (y/y) en ¡‘RS, continuandola
reaccióndurante1 h. A continuación,pararla reaccióncon borohidrurosódicoa una
concentraciónfinal de 10 mg/ml(40mg en total) y continuarel procesodurantelh. a

(c). Finalmente,dializar la mezclaresultantepara eliminar la nisina libre, frente a PBS

0,01 M durante48 h. a 4 0<2 realizandodos cambiosdel tampónPBS durantela
diálisis. La membranade diálisis tenía un tamaño de corte de 12.000. Tras

e
determinarel volumen final y, por lo tanto, la concentracióntras la diálisis, el
conjugadose diluye hastaconseguirla concentracióndeseadapara la inmunización,
seesterilizapor filtración y sereparteen vialesde vidrio estériles,queseconservana —

40<2

e
2.4.2. Conjugación con la hemocianina KLH

LaKLH esla hemocianinaaisladadel moluscoMegathuracrenulata y es una de las e
moléculasmásutilizadas como moléculasportadoras,por su gran tamaño (su peso

molecularvaríade 4.5 x ío~ a 1,3 x 10v), fuerte inmunogenicidady gran cantidadde
e

lisinasdisponibles,que proveenlos grupos amino necesariospara la conjugación.Su
tamaño, sin embargo, haceque precipite con facilidad. Este compuestono tiene
propiedadesadyuvantes,porlo queparamejorarla respuestainmune,el conjugadodebe O

administrarsemezcladocon algúncompuestoconestapropiedad.
a

2.4.2.1. Coniu2aciónnorel métododel ~lutaraldehldo
En la conjugacióndela nisinaA con la KLH, se empleóel mismo método descrito

parala conjugaciónde la nisina A con la toxina colérica No obstante,en estecaso la
conjugaciónserealizó en unaproporciónen pesode 112 (nisinaA:KLH) a4 0(2 y en un
tampónfosfato0,01 M, de pH7,4 (PBS). Lospasosaseguirfueronlos siguientes:

(a). Depositarla nisinaA (2 mg en 1 ml de PBS) en un vial de vidrio quecontieneuna
soluciónde KLH (4 mg en 3 mí), de maneraquela concentraciónfmal de éstaseade
lmg/ml. Agitar la mezclacon unauñamagnéticay añadir,gota agota,con agitación e
permanente,un volumenequlvalente(4 mí) de glutaraldehídoal 2% (y/y) en PBS,
continuando la reacción durante 1 h. A continuación, parar la reacción con a
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borohidruro sódico a una concentraciónfinal de 10 mg/ml (80 mg en total), y
continuarel procesodurantelh.

(b). Finalmente,dializar la mezcla resultanteparaeliminar la nisina libre frente a ¡‘RS
0,01 M durante48 h. a 40(2, realizandodos cambiosdel tampónPBS durantela
diálisis. La membranade diálisis debetenerun tamañode corte de 12.0%. Tras
determinarel volumen final y, por lo tanto, la concentracióntras la diálisis, el

conjugadosediluyó hastaconseguirla concentracióndeseadapara la inmunización,
sedistribuyóen vialesdevidrio estérilesy las alícuotasresultantesseconservaronen
congelacióna -20 0(2

2.5. Producción de anticuerpos policlonales frente a la nisina A. en el

suero de los ratones inmunizados

Con el fin de evaluarla eficaciade los inmunógenosdesarrolladospara inducir la
producciónde anticuerposespecíficosfrenteala nisinaA, los ratonesseinmunizaroncon
los conjugadosdescritos,analizandoposteriormentelos inmunosuerosgenerados.

En la inmunizaciónde los ratones,se emplearonhembrasde la estirpeBalb/c de
seisaochosemanasde edad,dispuestosen treslotesde cuatroanimales.El primerlote se

inmunizóconla nisinaA conjugadaa la toxinacolérica y el segundoy el tercero,con la
nisinaA conjugadaala KLH, empleandodistintasvíasde inmunización.

2.5.1. Pautas de inmunización
2.5.1.1. Protocolo1: Conjugadocon la toxinacolérica

Los cuatro ratonesse inmunizaroncon el conjugado de nisina A con la toxina

colérica(nisA-TC), segúnel procedimientodescritopor Azcona-Oliveraet al. (1992a).

Cadaanimalrecibió 10 ~tgpor dosisen 200 g de PBS 0,01 M. La vía empleadafue la
intraperitoneal y las inmunizacionesse realizaron los días 0, 10, 16 y 38. No fue

necesarioemplearadyuvanteen las inmunizaciones,puestoque la propia toxina colérica
actúacomo tal.

2.5.1.2. Protocololii: Coniupadocon la KLH
En estecaso,el conjugadose emulsionócon el Adyuvantede Freund, compuesto

que favorece el desarrollode la reacción inflamatoria, produceun incrementode la
respuestainmune y retarda el catabolismodel antígeno.E Adyuvante Completo de

Freundse componede célulasde Mycobacíeriumtuberculosisinactivadaspor el calory
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vehiculadasen aceitede parafinay monooleato.El aceitemineral impide la dispersióny
retardael catabolismodelantígeno,proporcionandounafuentede estimulaciónantigénica
prolongada.Por otro lado, los componentesde la paredde M. tuberculosis,como el
muramil-dipéptido,estimulanla respuestainmuneinespecificainduciendola secreciónde

e
citoquinas,estiniulandola actividaddelascélulasprocesadorasdel antígenoy originando
una reacción inflamatoria local en el lugar de inyección. El Adyuvante Incompleto de
Freundcarecede las célulasde M. tuberculosis, a

En esteprotocolo,un grupo de cuatroratonesse inmunizó por vía intraperitoneal e
con 25 ¡ig/dosis del conjugadode la nisinaA con KLH (nisA-KLH), emulsionadosen

unamezclaa partesiguales(y/y, 300 jii totales)del AdyuvanteCompletode Freundy de —

¡‘RS estéril. Otros cuatro ratones,recibieron la misma dosis del conjugado con el

adyuvante(25 gg/dosis)porvíaintradérmica.Las inoculacionesserealizarona intervalos
de 14 días, con un total de tres inmunizaciones;a partir de la segundainyección, el
AdyuvanteCompletode Freundsesustituyóporel Incompleto.

u
2.5.2. Seguimiento de las inmunizaciones

Antes de la primera inoculación,serealizó una sangría inicial de los ratones, para e
determinarla ausenciade reactividadde los animalesfrenteal antígenoutilizado. Después

de la segunday sucesivasinyecciones,se realizaronsangríasparcialesparaevaluarel
procesode inmunización.

e
En los animalesinmunizadosconel conjugadonisA-TC,serealizarontressangrías,

alos 5 díasde cadainmunización,desdela segundavez que fueron inmunizados.En los
e

inmunizadoscon el conjugadonisA-KLH, se realizaroncuatrosangríasparciales,dos a
los 7 díastrasla segunday terecerainmunizacionesy otrasdos a los dos y tres mesesde

la tercera inmunización, u

Todas las muestrasde sangrese tomaron del plexo ittroorbital, con capilares
heparinizadosy previaanestesiadelos ratonesconéterdietilico.

e
2.5.3. Obtención y conservación del suero

La sangreextraídase conservóen refrigeración durante24 h para favorecer la
e

coagulacióny, a continuación,secentrifugóa 10.000rpm durante10 mm paraobtenerel

suerocorrespondiente.El suerode los animalesse distribuyóen alícuotasy se conservó
encongelacióna-20 0(2 hastasuevaluación, e

e
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2.5.4. Evaluación de la especificidad e inmunoreactividad de los
anticuerpos generados

Iniciainxentese comprobóel título del suerode todos los animalesy su evolución
tras las sucesivasinmunizaciones,medianteel ELISA indirecto descritoen la sección
2.9.3. A continuación, se evaluó en los inmunosuerosde interés la presenciade

anticuerposespecíficosfrente a la nisina A utilizando para ello las técnicasdel ELISA
competitivodirectoe indirectodescritasen la sección2.9.4.,empleandocurvaspatrón de
la nisina A en ¡‘RS y en el caldoMRS y se determinó la posible intereferenciade este
último enlos inmunoensayos.

Con los suerosespecíficosobtenidosde la inmunización de los ratonescon el
conjugadonisA-KLH, tambiénsedeterminósu capacidadde reconocera la nisina A
presenteen sobrenadantesde cepasproductoras,asícomo su inmunoreactividadfrente a

sobrenadantesde microorganismosproductoresde otras bacteriocinas,utilizando para
ello latécnicadelELISA competitivodirecto adecuada.Los microorganismosempleados
secitan enla tablaIII. 1. y lossobrenadantesseobtuvieroncomose indicaen la sección
2.1.4.de estamemoria.

Con los inmunosueroscitados,tambiénse determinóla presenciade la nisina A en
el preparadocomercial de Nisaplin® (Applin & Barret Ltd.), estimándose la

concentraciónde bacteriocinapura en el preparadocomereial en función de los datos
indicadospor el fabricante.Si un gramodeNisaplin posee1 x 106Ul. de actividady un
gramode nisinaA pura40 x io6 U.L, en un gramode Nisaplin®existen25 mg de nisina
A pura.Conestosdatos,el preparadode Nisaplin® se diluyó en PBS de maneraque se

obtuviesenlas siguientesconcentracionesde nisina A pura (ng/mí): 25.000, 12.500,
5.000, 2.500, 1.250, 625, 312,5 y 156,25. La deteción de la nisina A se realizó
empleandoun ELISA competitivodirecto 1, con los suerosobtenidospor inmunización
subcutáneade los ratonesconel conjugadonisA-KLH.

Finalmente,secomparóla sensibilidadde las técnicasinmunoenzimáticas(ELISA)
optimizadascon la de los métodosmicrobiológicostradicionales(ADT) de deteccióny
cuantificaciónde nisina,paralo quela nisinaA sediluyó en el caldoMRS alas siguientes
concentracionesen ng/mí: 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500. La deteccióny

cuantificaciónde la nisina se realizó con un ELISA competitivo directo 1 con los sueros
obtenidospor inmunizaciónsubcutáneadelos ratonescon el conjugadonisA-KLH y por
la técnicadel AnT, empleandocomo microorganismoindicadoraLactobacillushelveticus

(sección2.2.1.).
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2.6. Producción de anticuerpos policlonales frente a la nisina A en el
liquido ascítico de los ratones inmunizados

a

Paraobtenerunamayorcantidadde losanticuerpospoliclonalesde interés,éstosse
e

obtuvieron del líquido ascítico de ratones nuevamente inmunizados, según el
procedimientode Kurpisze:aL (1988),modificadoporAzcona-Oliveraetal. (1992a).

a

2.6.1. Protocolo de inmunización y seguimiento del proceso
Un grupo de cuatroratonesse inmunizó con el conjugado nisA-KLH, con los e

AdyuvantesCompletoe IncompletodeFreund(grupo1) y otro grupo de cuatroanimales

seinmunizóconel mismoconjugadosin Adyuvantes(grupo II). Los animalesrecibieron
tresdosisde25 gg del conjugadoen 300111 de vehículo,porvía intraperitoneal.La pauta
de inmunizaciónfue la siguiente:

O

(1). En los días O y 14, los ratones recibieron las dosis previamentecitadas de
inmunógeno. O

(2). En los días3 y 17, se les administró,por vía intraperitoneal,300 ¡.tl de “Pristane”
(2,6,10,14-tetrametilpentadecano). e

(3). El día 21 serealizó una sangría parcial, para evaluar el curso de la inmunización
(título y especificidadde los anticuerposdel suero),medianteun ELISA indirecto y
competitivo directo, respectivamentey el día 28 se administróa los animalesuna
últimadosisde inmunógeno.

(4). El día 31 los ratonesrecibieron por vía intraperitoneal 6 x 106 células de niieloma de a
la líneacelularP3X63-Ag.653(líneano secretora).

(5). A los 14, 17 y 21 díasde la inoculaciónde la líneacelular(42,45y 49 díasdel inicio O

de la inmunización),seobtuvoliquido asciticode losanimalesconascitisy el último
día de su obtención, los animales se sacrificaron y se tomaron muestras de sangre e
paraevaluarlos anticuerposdel suerode la maneradescritapreviamente.

e
2.6.2. Obtención del líquido ascítico y conservación

El líquido asciticose obtuvo mediantepunción intraperitonealde los ratonescon
y

ascitiscon una aguja de 0,8 x 25, dejandocaerel liquido por gravedadsobre un tubo

estéril.El líquidoascíticosemantuvoen congelacióna-20 0C hastala última extracción,
momentoen el queseprocedióasupurificación. a

u

a
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2.6.3. Purificación de los anticuerpos del líquido ascítico
Losanticuerposdellíquido ascíticode losanimalesinmunizados,sepurificaron por

precipitaciónconsulfatoamónicoal 50%, segúnel procedimientode Heberte: aL, 1973,
queconsiste,básicamente,en:

(1). Centrifugarel líquido ascitico a 1.500 rpm durante5 mm a 4 0<2 para eliminar
lípidos,célulasy otroscompuestospresentesen el sedimento.

(2). Medir el volumen del sobrenadantey precipitarlos anticuerposcon un volumen

equivalentede sulfato amónicosaturado,manteniendola mezclaen agitacióna 4 OC

dutrante20 mm.
(3). Centrifugarla mezclaresultantea3.500rpm durante20 min a4 0<2 y resuspenderel

sedimentoen un volumenequivalenteal inicial de NaCí al 0,85%(mv).
(4). Repetirlos pasos(2) y (3), realizandotantasprecipitacionescomoseannecesariasy

tras la última centrifugación,resuspenderel sedimentoen un tampónfosfato PBS,

pH 7,2.
(5). Eliminarlas salesdelsedimentomediantesudiálisisdurante48 h a40<2 frentea PBS

0,01 M, realizandocuatrocambiosdel tampón.El productode la diálisis se reparte
en viales,seliofiliza y semantienea-20 OC hastasuutilización.

2.6.4. Determinaciónde la concentraciónde proteína de los anticuerpos

policlonales
La concentraciónde proteínade los anticuerpospurificados,se estimóempleando

un kit comercial de “Pierce-Chemicals”,queconteníaazul brillante de Coomassie0-25
comoreactivocolorimétricoespecíficode las proteínasy seroalbúminabovina fracción 5

comopatróninterno.La técnicaderivadel métodode Bradford (1976), basadoen que la
unióndelcolorantecon las proteínasen disoluciónprovocaen aquél un cambio de color
derojo-manóna azul; estecambioesproporcionalala cantidaddeproteínay secuantifica

espectrofotométicamente.

2.6.5. Caracterizaciónisotípica de los anticuerpospoliclonales
La clasey subclasede los anticuerposgenerados,se determinó por un ELISA

indirecto utilizando un kit comercialde ~‘ Sigma”, que contieneinmunosuerosde conejo

frentealas inmunoglobulinasIgGl,IgG2a,IgG2b, IgG3,IgM eIgA de ratón.

2.6.6. Evaluación de la especificidad e inmunoreactividad de los

anticuerposgenerados
La presenciade anticuerposespecíficosfrente ala nisinaA, en el suero y en el líquido
ascíticode los ratonesinmunizados,seevaluómedianteun ELISA competitivo directo
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(seción2.9.4.),utilizando la nisinaA tanto en PBS como en el caldo MRS, así comosu
reactividadconla nisinaZ, tambiénen ambosvehículos,

La capacidadde los anticuemosespecíficosde reconocera la nisina presenteen
u

sobrenadantesde cepas productoras, así como su inmunoreactividad frente a
sobrenadantesqueconteníanotrasbacteriocinas,seevaluómedianteun inmunoensayode

e
tipo ELISA competitivodirectotipo 1. Losmicroorganismosempleadossemuestranen la
tablaIII. 1. Los sobrenadantesse obtuvieroncomose indica en la seción2.1.4. de esta
memona. —

a
2.7. Obtención y producción de anticuerpos monoclonales

e

La obtenciónde anticuerposmonoclonalesse describió por primera vez en 1975
porK6hler y Milstein. El procedimientoconsisteen fusionarlos linfocitos productoresde
anticuerpos,procedentesdel bazode ratonesinmunizados,con células de mieloma de
ratón. El producto de la fusión (hibridoma) poseerála propiedadde los primeros de

produciranticuerposy la de lassegundasdemultiplicarseindefinidamenteal cultivarlas in

vitro. Los hibridomasproducenhasta 10~ moléculasde anticuerpopor minuto, cada
hibridomaprocedede un sólo linfocito, pertenecienteaun clon y sóloreconocela partede mr

la moléculaque éste reconocía (determinanteantigénico),por ello a los anticuerpos
generadosse les denominamonoclonales.Como no es posible el aislamientode los u
linfocitos de interésdelbazodelratón,la fusiónse realizacontodas las célulasdel bazo,
por lo queesnecesarioanalizartodos los hibridomasproducidosy seleccionaraquellos
queproducenlos anticuerposde interés.

Esteprocedimientohapermitidosuperarmuchosde losproblemasy limitacionesde
lastécnicasinmunológicasconvencionales.Actualmente,graciasa estatécnicaes posible

obtenery producircantidadesilimitadasde anticuerposespecíficosy homogéneosfrente a
casicualquiermolécula,independientementede la purezadel antígenoempleadodurante
la inmunización.La especificidad,reactividadcruzada,afmidady propiedadesfísicas de a
los anticuerposse seleccionansegúnla necesidadde cadacaso. El diagramabásico de
obtenciónde los anticuerposmonoclonales,seresumeenla figura 111.3.

a

a

e
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Figura ¡¡¡¿3. Diagrama básico de obtención de anticuerpos nionoclonales.
Fuente:J. 1V Goding (1993).
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2.7.1. Protocolo de inmunización
En la obtenciónde anticuerposmonoclonalesfrente a la nisina A, se emplearon mr

ratoneshembrasde 6-8 semanasde edadde la estirpe BALB/c. La inmunización se

realizó administrandopor vía subcutáneacuatro dosis de 25 p.tg de nisA-KLH en
u>

intervalos de 2 semanas.La primerainyección consistió en 0,3 ml de nisA-KLH en
solucion salina (0.85%):AdyuvanteCompleto de Freund (1:1; v:v), mientras en las
inoculacionessucesivasel AdyuvanteCompletose sustituyópor el Incompleto.Cuatro a

díasantesde la fusión, los ratonescon la mejor respuestainmunológica,recibieron la
última dosisdel inmunógenosin Adyuvante,por víaintraperitoneal. —

2.7.1.1. Se2uimientode la inmunización
Paraevaluarel procesode inmunización,serealizaronsangríasparcialesa partir del

plexoretro¿rbitalde los ratonesinmunizados,anestesiadospreviamentecon éterdietilico.
e

El sueroseobtuvo de la sangremantenidaa 4 OC durante 16 h y de su centrifugación
posteriora 10.000rpm durante10 minutos.El título de los inmunosuerosy la presencia
de anticuerposespecificosfrenteala nisinaA, sedeterminaronmedianteELISA indirecto
y competitivo directo, respectivamente.El suero del animal seleccionadopara la fusión,
también se empleó como control positivo durante la selección de los bibrodomas
productoresdeanticuerposespecíficos.

a

2.7.2. Medios de cultivo y solucionesempleadas

a

2.7.2.1. Medio de cultivo comníeto(CRPMI’

>

Composición: e

RPMI-16.40, sin glutaniina(Gibco) 100 ml
L-Glutanñna(lOOx) (Gibco) 1 ml

Soluciónde Penicilina-Estreptomicina(Gibco) 1 ml —
SueroFetalBovino(Gibco) 15 ml

e
Previamentea suutilización, lasbotellasconel suerofetal bovino se mantuvierona

56 OC durante30 min parainactivarel complemento.
e

2.7.2.2. Medio de cultivo sin suero
e

Suscomponentesson los mismosquelosdel medioanterior,a excepcióndel suero
fetal bovino, a
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2.7.2.3. Medio de cultivo conpenicilina-estreptomicina(PEST-RPMD

Composición:

RPMI-1640,sin glutamina(Gibco)

Soluciónde Penicilina-Estreptomicina(Gibco)

100 ml

lml

2.7.2.4. Medio de cultivo completo suplementadocon hipoxantina. aminonterinay

timidina (HAT-CRPMF

)

Contieneel medio de cultivo completo (CRPMI), suplementadocon un 4% del
medioHAT (50x, Sigma).

2.7.2.5. Medio de cultivo completosuplementadocon hipoxantinay timidina (HT-ET
1 w
137 518 m
507 518 l
S
BT


£REMI=

Contienemediodecultivo completo(CRPMI),suplementadocon
HT (SOx,Gibeo).

un 2% del medio

2.7.2.6. LM&Qn~im~®.liA(BdehringerMannheimBiochemica)

Estemedioconstade una mezclacomplejade factoresde crecimientoy citoquinas,

queestimulanel crecimientode loshibridomasdespuésde la fusión y duranteel clonaje.

Utilizadocomosuplemento,evita la necesidadde utilizar células acondicionadorasde los
mediosde cultivo empleados.Se afladeal 10% a los medio de cultivo CRPMI, HAT-

CRPMI y HT-CRPMI.

2.7.2.7. Iamn~¡úeJisaJQ

Composición:

ClNIL¿

KHCO3

EDIA

g/l

8,29

1
0,037

Unavezdisueltosloscomponentesen 1 L de aguadestilada,el tampón se esteriliza

por filtración y semantieneatemperaturaambiente.
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2.7.2.8. Solucionesde tinción

Para teñir las células se empleó el tripán azuL Este es un coloranteque tiñe las
célulasno viables,que no debencontarse,de azul oscuro.Las células de mielomase
tiñen con unasolución de tripán azul al 10% en aguadestilada.y los linfocitos con una
soluciónde tripán azulal 0.2% en aguadestilada.

2.7.2.9. Mezclade con2elación

Consisteen unasoluciónde dinietilsulfóxido (DMSO, Sigma)al 10% en el suero

fetal bovinodescomplementado.
mt

2.7.3. Obtención de hibridonias
Parala obtenciónde hibridomas,seprocedióa la fusiónde los linfocitos esplénicos

de los ratonesinmunizadoscon las célulasde mielomade ratón. Si

2.7.3.1. Mantenimiento. prona2ación y prenaración de las célulasde mieloma para la e

fusión

La línea celularempleadapara la fusión fue la P3X63-Ag 8.653 (Kearneyet al., a

1979),constituidapor célulasde mielomade ratonesRaíb/e,con el enzimahipoxantina-
guanina-fosforibosoltransferasainactivadopormutación(HGPRTj y quese caracterizan

e
por: (1) crecimientocontinuoiii vitro, dividiéndoseen las condicionesóptimasde cultivo
cada24 horas,(2) altaeficaciade donación,(3) altaeficaciade fusión con los linfocitos
de ratóny (4) serunalíneano secretora,queno produceinmunoglobulinas. —

Las célulasde la línea celular empleada,sedescongelaron15 días antes de la fusión —
paraaclimataríasy comprobarsu viabilidad. Paraello, se partió de dos viales de células
de mieloma congeladasen nitrógeno liquido, con una densidadcelular de 5 x 106 —

células/ml.Cadavial sedescongelóen un bailo a 37 OC y su contenidose traspasóa un
frascode cultivo de 75 cm2~ al queseañadieron20 ml del mediode cultivo completo.Los
frascosse incubaronen posición horizontal a 37 ~Cen una atmósfera saturadade
humedady con un 5% de <202. Lascélulassesubcultivaroncada48 horas.

a

En el momentode la fusiónesesencialquelas célulasde mielomaseencuentrenen
la fasedecrecimientoexponencialy quela concentraciónce]ularno excedade lO5cél/ml. a

Porello, las célulasde mielomasesubcultivaronel díaanteriorala fusión.

e
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El díade la fusión, se centrifugaronlas célulasde mielomaa 1.500 rpm durante5
mm y el sedimentose resuspendióen el medio de cultivo sin suero para lavarlas dos
vecespor centrifugacióna 1.500 rpm durante 5 mm. Tras su lavado, se eliniinó el
sobrenadantey el sedimentoseresuspendióen 10 ml del mediode cultivo sin suero,para
determinarsuconcentracióncelular.

2.7.3.2. Obtenciónde los linfocitosesniénicos

El díade la fusiónseextrajoel bazodel ratón seleccionado.Paraello, el animal se
sacrificó por exsanguinacióna través del plexo retroorbital y, a continuación, se
desinfectósumergiéndoloen un baño de etanolal 70%. Seguidamentey en condiciones
deesterilidad,el animalsecolocóen decúbitosupino,se escindióla piel y el peritoneoy
seextrajoel bazo,que se depositóen una placade Petri con 20 ml del medio de cultivo
sin suero.Conunaspinzasde dientede ratón se eliminó la grasaexistentey se troceóel

bazoen pequeñosfragmentos.La mezclase homogeneizócon unapipetaPasteurestéril
de plástico. Los linfocitos suspendidosen el medio se transfierieron a un tubo de

centrífugaestéril,dejandosedimentarlos productosde deshecho(cápsuladel bazo,etc.)

durante5 mm a4 OC (sobrehielo), transfiriendoel sobrenadanteaotro tubo de centrífuga
estérilquesecentrifugóa 1.600rpm durante8 mlii. Trasello, se eliminó el sobrenadante
y seañadieron5 ml del tampónde usado,que tiene como finalidad destruirlos glóbulos
rojos, dispersandoel sedimentoal agitar suavementedurante2 mm. Seguidamente,se
depositaron10 ml de mediode cultivo sin suerofetal y la mezclasecentrifugóde nuevoa
1.600 rpm durante8 mi eliminandoel sobrenadantey resuspendiendoel sedimentoen
10 ml del medio de cultivo sin suero. La concentracióncelular de la preparaciónse
determinó mediante su tinción con tripán azul y recuento en el hemocitómetrode

Neubauer.

2.7.3.3. AgQnfuzi9nmfl~
Como agente fusionante se empleó el polietilenglicol (PEO) de Pm 1.500

(Pontecorvo,1975).Estecompuestofusionalasmembranasplasmáticasde las célulasde
mielomay de los linfocitosadyacentes,formandouna únicacélulacon 2 o másnúcleos.
Estanuevacélula retienelos núcleoshastaque las membranasnuclearesse disuelven

previamentea la mitosis.Durantela primeramitosis y sucesivasdivisionescelulares,los
cromosomasse repartenentrelas célulashijas.No obstante,debidoal anormalnúmerode
cromosomasde los hibridomas,no siemprese transmitentodos ellosa las célulashijas,
sinoque algunosse puedenperder.El PEO es el agentefusinantemás empleadoen la
obtenciónde hibridomas,ya que permite una frecuenciade fusión elevaday una gran
reproducibilidad.En la actualidad,el mecanismode la fusión no seconocecon exactitud
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y parecequeesnecesariala presenciade un contaminanteno identificadoen el PEO, para
queseinduzcala fusióncelular(WojciezsynetaL, 1983). —

Previamentea su empleo,el PEO(BbehringerManheimGmbH) se calentódurante
9;

1 mm en un bañoa37 0<2

2.7.3.4. Fusióncelular u>

El procedimientoseguidodurantela fusióncelularfue el siguiente:
u>

(1). Tras determinarla concentraciónde las células de mieloma y de los linfocitos
extraídosdel bazo,seajustaronlas concentracionesde modo que la proporciónfinal mr

de linfocitos esplénicosy de célulasde mielomadurantela fusión fue de 7.5:1.

u>
(2). La mezclacelular se centrifugó a 1.500 rpm durante 5 min y el sedimentose

resuspendióen 10 ml del medio de cultivo sin suero.El lavadode las célulasse
urealizó dos vecesmás. Tras eliminar completamenteel sobrenadanteparaevitar la

dilución del PEO, el sedimentocelularse liberó de la pareddel tubo con pequeños
golpecitos,tras lo cual se procedióa realizarla fusión celular añadiendo1 ml de e

PEO,gotagotay en agitacióndurante1 mm. Unavez añadidoel PEO, la mezclase

agitó levementedurante30 segmás. e

(3). Transcurridoestetiempo,el PEO se diluyó lentamentey en agitacióncon medio de
e

cultivo sin suero, añadiendosucesivamente:(a) 1 ml de medio de cultivo sin suero
durante1 mm, (b) 3 ml de medio de cultivo sin suerodurante3 min y (c) 16 ml de

amedio de cultivo sin suero durante6 mm. A continuación,las célulasse incubaron
durante15 mm a 37 OC y un 5% de <202 y se sedimentaronpor centrifugacióna
1.500rpm durante5 mm. e

(4). Unavezeliminadoel sobrenadante,lascélulasseresuspendieronen 75 ml del medio
HT-CRPMI suplementadocon un 10% de BM-condiniedy la suspensióncelularse

distribuyó en placasde 96 pocillos (150 gI/ pocillo), excepto en los pocillos mr
circundantesexterioresen dondese depositómedio con penicilina-estreptomicina,

paraprevenir la evaporacióny evitar la contaminaciónde las células.Las placasse
aincubarondurante24 h a 37 0<2 en una atmósferasaturadade humedadcon un 5%

de <202.
e
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2.7.4. Selección y mantenimiento de los hibridomas
Unavezrealizadala fusión, en los pocillos existeuna mezclade linfocitos, células

de mielomae hibridomas.Generalmente,sólo un 1% de las célulasinicialessefusionany
sólo 1 de cadaío~ originahibridomasviables. Esto indica, queen el cultivo permanecen
todavía muchascélulas que no se han fusionado.Por otro lado, convieneconocerque
durantela fusión celular se puedenproducir tres tipos de uniones: fusionesmieloma-

mioma, linfocito-linfocito y mieloma-linfocito, siendoestaúltima la única de interés.

Además,de los hibridomasformadosno todosseránsecretoresde anticuerposy de éstos
últimos, muchosno produciránlos anticuerposespecíficos.Es, por lo tanto, necesario
estableceruna primera selecciónde los hibridomas y una identificación de aquellos
productoresde los anticuerposde interés.

Paraefectuarla selección,se empleael medio FIAT, que contieneaniinopterina.
Esta sustanciaes un análogo del ácido fólico que bloquea la síntesisde novo del

nucleótidoguanosina,por lo quelascélulassevenforzadasa emplearunavía alternativa
de síntesisdeestecompuesto.Estavíaconsisteen emplearlos compuestoshipoxantinay

guaninay transformarlosen guanosinacon el enzimahipoxantinaguaninafosforibosil
transferasa(HGPRT). En el caso de las células de mieloma no fusionadasy de los

híbridosresultantesde la unión de célulasde mieloma,la ruta alternativano esposible,
por inactivacióndel enzimaHPGRT, por lo que morirán en presenciade aminopterina.
Por otro lado, aunque los linfocitos no fusionadosy los híbridos linfocito-linfocito

empleanla ruta alternativay, por lo tanto, mantienenla síntesisde nucleótidos,estas

célulasno sedesarrollanin vitro y muerennaturalmentea los7-10díasdecultivo.

Los híbridosmieloma-linfocitosobrevivenen el medioselectivoHAT, puestoque
de la célulade mielomaposeenla capacidadde reproducirsede forma ilimitada, mientras
queel linfocito aportael enzimanecesario(HOPRfl para la síntesis de nucleótidos,

utilizando la ruta alternativa. Además,el medio de cultivo incorpora hipoxantina y
timidina de refuerzo.

Así pues,a las 24 horas de la fusión comenzóla selecciónde los hibridomas,
añadiendo150 ¡iI/pocillo del medio HAT-CRPMI e incubando las placas durante48
horas. Una vez transcurridoel tiempo citado, se retiró aproximadamentela mitad del
volumendelsobrenadantede cadapocillo y se sustituyópor unacantidadequivalentedel
medioFIAT. Estaoperaciónse repitió cada48 h durantediez días, tras lo cual el medio
FIAT se fue sustituyendogradualmentepor medio HT. Una vez trascurridos6 días, en
los cambiosposterioresseempleómediocompletoCRPMIsuplementadocon un 10% de
BM-Condimed.
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2.7.4.1. Identificacióndelos hibridomasproductoresde losanticuerposde interés
Una vez seleccionadosy establecidoslos hibridomas, se puede producir una

reordenaciéncromosémicaen las generacionesposteriores,que conileva la pérdidade

cromosomas.En algunoscasosestapérdidaimplica a los cromosomasrelacionadoscon
e”la síntesisde inmunoglobulinas,dandolugara células no secretoras.Estas poblaciones

celularescrecenmásrápidamentequelascélulassecretoras,por lo quesupresenciaenlos
pocillos con los hibridomas secretores,pueden impedir el desarrollo de éstos. Es

necesario,por lo tanto, detectarlo más pronto posible los hibridomasproductoresde
anticuemosespecíficos,conel fin de procederasu donación.

Pararealizarestasegundaselección,se analizó el sobrenadantede los pocillos con
e

un crecimientopositivo.Dadala cantidadde pocillos a analizar,esnecesarioemplearun
método de deteciónsencillo, rápido y económico. En este trabajo, la presenciade
anticuerposanti-nisinaA en los sobrenadantesde los hibridomasseevaluó medianteel
ELISA competitivodirecto tipo II, descritoen la sección2.9.3.2.deestamemoria.

2.7.5. Clonación de los hibridomas positivos
Como se ha descrito previamente, la donación es necesariapara evitar el mr

sobrecrecimientode las células no secretorasy para garantizar que los anticuerpos
producidossonrealmentemonoclonales.

En este trabajo, los hibridomas productoresde anticuerpos,se donaronpor el
e

métodode la diluciónlímite aunaconcentraciónde0,5 a 1 célula/pocillo(Goding, 1980).
Para ello se tomó una alícuota del contenidodel pocillo positivo, se determinó su
concentracióncelulary serealizarondiversasdilucionesdel contenidocelular,hastatener .4

unadensidadde 5 célulasIgl. Deestadilución setomóel volumenadecuadopara rellenar
cuatro placas de 96 pocillos con 0,5 células /pocillo, se le añadió el volumen e

correspondientede mediocompletosuplementadocon BM y la mezclase repartió en 4
placasde 96 pocillos con250 pl/pocillo. En las placasse rellenaronsólo los 60 pocillos mr

interiores,mientrasen los pocilloscircundantesexterioresseañadiómedioconpenicilina-
estreptomicina,paraprevenirla evaporacióny evitarla contaminacióncelular.

mr

Transcurridosdiez días, se analizó el sobrenadantede los pocillos con un
crecimiento celular positivo, para seleccionar los clones que seguían produciendo —

anticuerposespecíficos.

a
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2.7.5.1. Expansiónde losclones
Tras la donaciónde los hibridomaspositivos, se procedió a la expansiónde los

clonesseleccionadosmediantesubcultivosgradualesdelas placasde 96 pocillos a placas
de 48 pocillos,24 pocillos,6 pocillosy, finalmente,afrascosde cultivo de 25 y 75 cm2,
evaluandodurantela expansiónla producciónde anticuerposespecíficospor los cultivos

seleccionados.

2.7.5.2. Conservaciónde los clones
Unavezquelosclonesalcanzaronunaconcentracióncelular de, al menos, 1 x ío~

células,se procedióasu conservación.Para ello, se detenninóla concentraciónde las
células de los frascosde cultivo mediante tinción con tripán azul y recuentoen el

hemocitómetrode Neubauer,centrifugandoposteriormentelos cultivos a 1.500 rpm

durante5 mm. A continuación,las células del sedimentose distribuyeronen criotubosa
unaconcentraciónde 5 x 106células/ml, enunamezcladecongelacióncompuestapor un

90%de suerofetal bovino y un 10% de DMSO. Los clonesseconservaronpor duplicado
encongelacióna-80 OC y en nitrógenolíquido.

2.7.6. Producción de anticuerposnionoclonalesa gran escala
La producción masiva de anticuerposmonoclonales,se rea]izó in viíro, por

expansiónde los clonesproductoresseleccionadosen el mediode cultivo completoe in

vivo , en el líquidoascíticode ratonesBALB/c.

2.7.6.1. Cultivo de loshibridomas
Seemplearonfrascosdecultivo de 75 cm2, dondelos hibridomasse desarrollaron

en el medio completosuplementadoconun 10% de BM-condimed.El sobrenadantede
los frascosserecogiócada48 h, sustituyéndolopormediofrescoy secomprobóque los
clones seguían produciendo anticuerposespecíficos evaluando los sobrenadantes
resultantesconun ELISA CD tipo 11. Los sobrenadantesobtenidosse mantuvierona -20
OC hastasupurificación.

2.7.6.2. Producciónde anticuemosmonoclonalesen el liquido ascítico
Parainducir la ascitis,se siguió básicamenteel procedimientodescrito por Harlow

y Lane(1988).Previamente,los ratonesBalb/c se sensibilizaroncon0,5 ml de pristane
(2,6,10,14-tetrametilpentadecano)porvíaintraperitoneal.Transcurridastres semanas,se

inocularona cadaratón,tambiénpor vía intraperitoneal, 1 x ío~ células productorasde
anticuerposmonoclonalesen fasede crecimientoexponencial,en 0,5 ml de medio RPMI
con un 15% de suerofetal bovino.La recoleccióndellíquido ascíticode los ratonesen los

quesedesarrollaronlos tumores,se realizóa los 10 díasde la inoculación,por punción
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a

intraperitoneal.El liquido ascitico recogidose conservóa -so oc hastasu purificación
posterior.

2.7.6.3. Purificacióndelos anticuerposmonoclonales
mrLos anticuerposmonoclonalesde los sobrenadantesde los cultivos celularesy del

liquido ascíticode los ratones,se purificaron por precipitación con sulfato amónico,
siguiendoel protocolo descritoen la sección2.6.3. Los anticuerposobtenidosde los
sobrenadantesde los cultivos celularesse concentraroncinco veces,mientrasquelos de
las ascitisno seconcentraron. mr

2.7.7. Determinaciónde la concentraciónde proteína de los anticuerpos

nionoclonales
La concentraciónde proteínade los anticuerposmonoclonalespurificados, se

a
estimó empleandoel kit comercial de “Pierce-Chemicals”previamentedescrito en la
sección2.6.4. de estamemoria.

.4

2.7.8. Caracterización isotípica de los anticuerpos ¡nonoclonales
La clasey subclasede los anticuerposgenerados,se determinópor un ELISA indirecto a

utilizando el mismo kit comercial de “Sigma” descrito en la sección 2.6.5. de esta

memona.
mr

2.7.9. Especificidad
a

La especificidadde los anticuerposmonoclonalesgeneradospara reconocera la
nisinas A y Z puras y las producidas en el sobrenadantede los microorganismos
productores,se realizó medianteun ELISA competitivo directo tipo II, descrito en la —

sección2.9.4.2. de estamemoria.También se evaluó la reactividadde los anticuerpos
monoclonalesfrente a los sobrenadantesde los microorganismosproductoresde otras —

bacteriocinas, como la lactocina 5, pediocina PA-l y pediocina LSO. Los
microorganismosempleadosse citan el la tabla 111.1. Paraello, aproximadamentelx ío5 —

microorganismosde un cultivo revitalizadose sembraronen 5 ml de medio MRS y se
incubaron durante 16 h a 37 CC El sobrenadantede los cultivos se obtuvo por

a
centrifugacióna 10.000rpm durante10 min a 4 ~C.Después,el pH de los cultivos se
ajustó a 6,1 con NaOH 1 N y se esterilizaronpor filtración en filtros de 0,22 ¡.tm de
tamañode poro (Millipore). Por último, se distribuyeronen alícuotasde 250 ¡il y se —

conservarona -20 oc hastasu uso. La especificidadse determinóempleandoel ELISA-

CD tipo II ya descrito.

a

126 a



MaterialyMétodos

2.8. Caracterización de los determinantes antigénicos reconocidos por los
anticuerpos policlonales y monoclonales generados

Paradeterminarla(s) region(es)de la moléculade nisina (epítopo)reconocidapor
los anticuerpospoliclonales del liquido ascítico del ratón I.B. y por los anticuerpos
monoclonalesdel hibridoma 508 y del clon ADíO, se emplearon microorganismos
modificadosgenéticamenteproductoresde variantesde la nisina (tabla 111.2.), así como
diversosfragmentosy variantesde la nisina A obtenidospor técnicasde ingeniería
genéticao por degradacióno rotura enzimáticay algunoslantibióticosanálogos(tabla
111.4.). Las muestrasse analizaron empleandoun ELISA-CD del tipo 1 para los
policlonalesy deltipo U paralos monoclonales,(sección2.9.4).

2.9. Técnicasinniunoenzimáticas(ELISA

)

2.9.1. Tamponesy reactivos empleados

2.9.1.1. TampónPBS0.01 M.pH7.4

Composición g/l

NaCí 8,0
Na2HPO4 1,42

NaH2PO4 0,46

Agua destilada lL

Preparaciów

Se mezclan los componentesy se ajusta el pH hasta7,4 con NaOH 10 N,
enrasandoconaguadestiladahastacompletarel volumendeseado.

2.9.1.2. Igmp&d~kxaJQ
DenominadotampónPBST,sepreparaconel tampónPBS,añadiendoleun 0,05%

de Tween20.

2.9.1.3. Tamnón de tapizado
Es un tampónde carbonato/bicarbonatosódico0,1M, pH 9,6.
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e
Composición:

aNa2CO3 1,59
NaHCO3 2,93

a
Aguadestilada lL

Unavez preparadala solucióny disueltoslos componentes,estasemantienea4
0C. mr

2.9.1.4. Soluciónde bloaueo
Sepreparadisolviendoun 1% de ovoalbúminagradoIII enel tampónPBS.

a
2.9.1.5. Soluciónpatróndel sustrato

Se preparadisolviendo 135 mg del ABTS (2,2Azinobis(3-etilbenztiazolin-ácido
.4sulfónico) en 45 ml de aguadestilada,que se distribuyen en alícuotas de 1 ml y se

mantienenen la oscuridada -20 OC.
a

2.9.1.6. Tamoón citrato. oH 4.0

Composición:

mr
Acido cítrico monohidratado 9,6
Agua destilada iL

.4

Preparaciórn

Se añadenlos 9,6 g de ácido cítrico monohidratoa 500 ml de aguadestilada,se mr

ajustael pH de la solucióna4 con NaOH 1 N y se completael volumenhasta1 litro,
comprobandoque no hayavariadoel pH. Serepartela soluciónen dosbotellasde 500 ml
queseesterilizanenel autoclaveysemantienena temperaturaambiente.

a

2.9.1.7. Sustratodelenzima
e

Composición: ml

Tampóncitrato, pH 4,0 11 —

Soluciónpatróndel sustrato 1
H

202 8 x 10~

Estasoluciónsepreparainmediatamenteantesdesu empleo.
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2.9.1.8. Solución de frenado

Composición: gil

Acido cítrico monohidrato 63
Azida desodio 1
Aguadestilada LL

Una vez preparadala solución y disueltoslos componentes,esta se mantienea
temperaturaambiente.

2.9.2. Preparación de los reactivos
2.9.2.1.. Coniupaciónde la nisinaA con la ovoalbúmina<nisA-OA

?

Estereactivoseempleóparatapizarlas placasen las técnicasdel ELISA indirectoe
indirectocompetitivo.En estosinmunoensayos,las placasse tapizaninicialmentecon el
antígenoy en el casode los haptenos,paragarantizarsu adsorcióna los pocillos, deben
conjugarsepreviamenteaunamoléculaqueposibilite dichaadsorción.En estetrabajo,la
nisina A se conjugóa la ovoalbúmina(gradoVil) por el métododel glutaraldehído,de
unamanerasimilara la descritaparalos conjugadosnisA-TC y nisA-KLH (sección2.4.).

La conjugaciónserealizóen unaproporciónmolarde 8,5:1 (nisinaA:ovoalbúmina)
a 4 OC y enun tampónfosfato0,01 M, de pH 7,4 (PBS). Los pasosa seguir fueron los

siguientes:

(a). Disolverla nisinaA enaguadesionizadaaunaconcentraciónde 2 mg/mí, y añadirla
(5 mg en2,5 mí) aun vial de vidrio con la soluciónde ovoalbúmina(7,5 mg en 5 ml
de PBS),de formaquela concentraciónfinal de éstaseade 1 mg/ml en PBS.

(b). Agitar la mezclacon una uña magnética y añadir, gota a gota, con agitación
permanente,un volumenequivalente(7,5 mí) de glutaraldehídoal 2% (y/y) en PBS,
continuandola reaccióndurante1 h. A continuación,detenerla reacciónañadiendo
borohidmro sódico a una concentraciónfmal de 10 mg/ml (150 mg en total) y

continuarel procesodurantelh.

<4 Finalmente,paraeliminar la nisina libre, dializar la mezcla resultantefrente a PBS
0,01 M. durante48 h. a 4 0C, realizandodos cambiosdel tampón PBS durantela
diálisis. La membranade diálisis debe tener un tamaño de corte de 12.000. Tras
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a
determinarel volumenfinal y, por lo tanto, la concentracióntras la diálisis, la mezcla
se distribuye en viales a la concentraciónde 1 mg/vial, que se liofilizan y se

u
mantienenen congelacióna -20’>C hastasu utilización.

2.9.2.2. Conjueaciónde la nisinaA con la peroxidasaderábano U

La nisinaA tambiénseconjugóa la peroxidasade rábano(Pierce)(nisA-HRP)por
el método del periodato(Nakaney Kawoi, 1974). La conjugación se realizó en una a’

proporciónen pesode 1:3 (nisinaA:peroxidasa)y el procedimientofue el siguiente:

U

(a). Primerosedisuelvela peroxidasa(10 mg)en 1,25ml deaguadesionizaday se activa
añadiéndole,gotaagota, 250 gí de periodatosódico0,1 M, observandoun cambio

mr
de color de la solución de verdea grisácea.Mantenerla mezcladurante20 min a

temperaturaambiente,en un agitador orbital a 180 rpm. Seguidamente,dializaría
duranteunanochea4 <‘(2 frente a 6 litros de acetatosódico 1 mM, pH 4,4, en una U

membranade tamañode cortede 12.000.
mr

(b). A continuación,añadira la peroxidasaactivada3 mg de nisinaA en 2 ml de NaCí
0,85%y añadir,paracatalizarla reacción,lO hl de carbonatosódico1 M a la mezcla,
gotaagota,manteniéndolaen agitación(180rpm) a temperaturaambiente,durante2
horas.Detenerla reacción añadiendo100¡u de borohidrurosódico(4 mg/mí),gotaa e
gotay en agitacióny manteneracontinuacióndurante2 horasa4 0C sin agitar.

(c). Para eliminar de la mezcla la itisina y la peroxidasano conjugadas,dializar el —

conjugadofrente a 6 litros de NaCí 0,85% a 4 0C durante 72 h, realizando dos

cambiosde la solución salina. Por último, determinarla concentraciónfmal del
conjugadodializado, y repartir en alícuotasde lmg/ mí, que se liofilizan y se
conservana -200Chastasuutilización. e

2.9.3. Técnica del ELISA indirecto
u

La técnicadel ELISA indirecto(figura 111.4.)sebasaen que los antígenosfijados a

unasuperficie inerte son reconocidospor los correspondientesanticuerposespecíficosy
.4

el complejoformadose detectapor un segundoanticuerpomarcadocon un enzima,que

reconocecomoantígenosa losanticuerposespecíficos.La reacciónsepone de manifiesto
al actuarel enzimasobreel sustrato,dandolugaraun compuestocoloreado, u

Este inmunoensayose empleóen la determinacióndel título de los suerosde los a

ratonesinmunizados.La metodologíafue la siguiente:
U
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Figura 11L4. Representaciónesquemáticade la técnica del ELISA indirecto.

Q PHRP
~ nisA-OA o

O O ~ Substrato
o

Y ~ Anticuerpo específicofrente a la nisina A

Y P Anticuerpo anti-IgG (fragmento Fe) -HRP
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u

(1). LasplacasMaxisorp (Nunc)de poliestirenode 96 pocillos,setapizarondurante16 h

a 4 <‘C. con 100 ¡iI/pocillo de nisA-OA (5 ~ig/ml)en el tampónde tapizado y, a
continuación,se lavaron5 vecescon tampónPBST. Seguidamente,paraminimizar
la adsorcióninespecífica,se añadierona cadapocillo 300 ¡ul de la solución de

a’
bloqueo(ovoalbúminaal 1% en PBS)y las placasse mantuvierona 37<’C durante30
mm. A continuación,las placasselavaronde nuevo5 vecesconPBST.

(2). Seguidamente,en los pocillos de las placassedepositaronpor duplicado,50 ¡ul de a’

las diluciones(en PBS) seriadas(desdela dilución 1:100 hastala 1:25.600)de los
inmunosueros,traslo que las placasse mantuvierona37 CC durante1 h. El exceso mr

de anticuerposno adsorbidosen lospocillos, se eliminó al lavarde nuevolas placas

5 vecescon PBST. mr

(3). A continuación,se depositaronen cadapocillo 100 pl de un anticuerpoantiespecie
conjugadoa la peroxidasade rábano(cabra-antirratónIgG-HRP, 2 mg/mí; dilución

mr
1/500 en la solución de bloqueo)incubandolas placasdurante30 mm a 37 <‘Cy se

lavaronporúltima vez 8 vecescon PBST.
(4). Laperoxidasaadsorbidaen lospocillos se determinécolorimétricamenteal adicionar u’

el sustratodel enzimaEl color producidoseestimémidiendo la absorbanciade los
pocillos a 405 nm con un lector acopladoa un sistemainformático de análisisde a

datos.El título de los inmunosuerossedeterminécomo la mtdmna dilución que
producía,al menos,el doble dela absorbanciade esamismadilución de suerode un e

ratónpreinmune.
e

2.9.4. Técnica del ELISA competitivo

Paradeterminarla especificidadde los anticuerposde los inmunosuerosy de los
producidosen el líquido ascitico,se emplearondos inmunoensayosdel tipo competitivo, —

uno indirecto(ELISA-CI) y otrodirecto(ELISA-CD).
a

2.9.4.1. ELISA competitivoindirecto(ELISA-CF

>

En estatécnica, una concentraciónconocidadel antígenose fija a una superficie —

inertey, acontinuación,seañadensimultáneamenteel anticuerpoespecificoy la muestra
problema (de concentraciónantigénicadesconocida),que competirácon el antígeno

a
inmovilizado por la unión al anticuerpo. Posteriormente,se añade un anticuerpo
antiespecie comercial marcado con un enzima. El ensayo se cuantifica por la

concentraciónde conjugado comercial que se une al complejo anticuerpo-antígeno
adsorbido (figura 111.5.). Como control, se utilizan pocillos con concentraciones

crecientesconocidasdel antígeno,con cuyasabsorbanciasse elaboraunacurva patrón. a

Cuantomayorseala concentracióndel antígenodela muestra,menorseráel anticuerpo

a
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retenidoen los pocillos y. por lo tanto, menorseráel color resultante.Los resultadosse
expresanen función del porcentajede inhibición,calculadoa partir de los valores de la
absorbanciaa405 nm, de la siguientemanera:

% Inhibición = 100-% A4os; siendo,

A4es determinadaen la muestraproblemao enel puntode la curvapatrón
% A405=

A405 obtenidaen ausenciadel antígeno

Metodología:

(1). Este pasofue igual al descritoen el ELISA indirectoempleadoparala titulación de
los sueros.

(2). Seguidamente,en los pocillos de las placasse depositaronsimultáneamentey por
triplicado, 50 pl del estándarde nisina A o la muestra (en PES, MRS o agua
destilada)y 50 pl delinmunosuero(diluido apropiadamenteen PB5) y las placasse
incubarondurante1 h a 37

0C, tras lo que selavaron 5 vecesconPBST.
(3). La reacciónantígeno-anticuerpose detenninóadicionandoel anticuerpoantiespecie

conjugadoa la peroxidasade rábano(cabra-antirraténIgO-HRP, 2 mg/ml; dilución
1/500en solución de bloqueo)incubandolas placasdurante30 min a 37 0C. y se

lavaron por última vez 8 vecescon PBST, para eliminar el conjugado no unido
especlficamente.

(4). El inmunoensayosefinalizóadicionandoel sustratodelenzima,de la maneradescrita

en el ELISA indirecto. La concentraciónde nisina de la muestra problema, es
inversamenteproporcionalala absorbanciade los pocillos en el inmunoensayoy se

determinade suextrapolaciónen la curvapatrón.
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Figura IILS. Representación esquemática de la
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2.9.4.2. ELISA comnetitivodirecto (ELISA-CV

>

En estatécnica,una concentraciónconocidadel anticuerpoespecificose fija a una

superficieinerte y, a continuación,se añadensimultáneamentela muestraproblema(de
concentraciónantigénica desconocida)y el antígeno maicado con un enzima (de
concentraciónfija y conocida),produciéndosela competiciónentreambospor la unión al
anticuerpo.El ensayose cuantifica por la concentracióndel antígenoconjugadounido al
anticuerpoadsorbido.Comocontrolesse utilizan los pocillos con cantidadescrecientes

conocidasde antígeno,con cuyasabsorbanciasse elaborauna curva patrón. Cuanto
mayorseala concentraciónde antígenode la muestra,menorseráel conjugadounido al
anticuerpoadsorbidoy, por lo tanto, menor seráel color resultante.Los resultadosse

expresanen función del porcentajede inhibición, calculado de maneraanálogaa la
explicadaen el ELISA-Cf.

En estetrabajo,sedesarrollarondosmodalidadesde estetipo de ELISA. la primera

(tipo 1), tapizandolas placasdirectamentecon los anticuerposespecíficosanti-nisinaA y
la segunda(tipo 11), tapizandopreviamentelospocillosconun anticuerpoque reconocea
la fracciónFc de los anticuerposde ratón. El segundométodoseempleóen la detección

de los hibridomas productoresde anticuerposmonoclonalesespecíficos y en los

inmunoensayossubsiguientesrealizadoscondichosanticuerpos.

2.9.4.2.1. fLiS&Cag~Qi (figura 111.6.):

Metodología:

(1). Los pocillos de las placasse tapizaroncon 125 ¡ul de una dilución apropiadade los
inmunosueroso delliquido asciticoen el tampónde tapizadoy sesecarondurante16

h a40 <‘C en unaestufade aire forzado,tras lo quese lavaron5 vecescon PBST. A
continuación,en cadauno de los pocillos se depositaron300pl de la solución de
bloqueo(ovoalbúminaal 1% en PBS)y las placasse incubarondurante30 min a 37
<‘C, tras lo que selavaron de nuevo 5 vecescon PBST.

(2). A continuación,en cadauno de los pocillos se depositaronsucesivamentey por
triplicado 50 ¡±1del estándarde nisina A o la muestra (en PBS, MRS o agua
destilada)y 50 pl de nisA-HRP (2 vg/ml en la soluciónde bloqueo).Las placasse
incubarondurantea 1 h a37 <‘C y selavaron8 vecesconPBST.

(3). Finalmente,la peroxidasaadsorbidaa los pocillos seestimó,unavez adicionadoel
substrato,de la maneradescritaen los otrosensayos.
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P

2.9.4.2.2.~LiSA~DIipQiI(figura 111.6.)
Paradetectarla presenciade anticuerposespecíficosen los sobrenadantesde los

hibridomas y para evaluar la especificidady sensibilidadde los producidospor los
diferentesclonespositivos,sedesarrollóestesegundotipo de ELISA competitivodirecto,
queserealizódela siguientemanera:

u

(1). Lasplacasde ELISA de poliestirenode 96 pocillos, se tapizaroncon 125 pl/pocillo

de un anticuerpoanti-especie(inmunoglobulinaO de cabra específicafrente a la
fracciónFc de los anticuerposde ratón,o IgO antiFc de ratón) a unaconcentración a’

de 8 ¡ug/ml (dilución 1/500) en el tampónde tapizado.Las placassemantuvieron
durante16 h a40 0C en unaestufade aire forzadoy selavaronlas placas5 vecescon mr

PBST. Seguidamente,en cada uno de los pocillos se depositaron300g1 de la
soluciónde bloqueo(ovoalbúminaal 1% en PBS) y las placasse incubarondurante

30mm a37 0C y selavaronde nuevo5 vecesconPBST.
(2). Posteriormente,encadapocillo sedepositaron50 pl del anticuerpoanti-nisA diluido

mr
apropiadamenteen PBS y lasplacasseincubarondurante30 mm a 370(2, lavándolas
de nuevo5 vecesconPBST.

(3). A continuación,en cadauno de los pocillos se depositaron,sucesivamentey por
triplicado. 50 pl delestándarde nisA o la muestra(enPBS,MRS o aguadestilada)y
50 ¡1 de nisA-HRP (2 gg/ml, en solución de bloqueo). Las placasse incubaron a

durante1 h a 37 0<2 y se lavaron8 vecesconPBST.
(4). Finalmente,la peroxidasaadsorbidaen los pocillos se estimó empleandoel mismo

procedimientoqueel indicadoen el restode los inmunoensayos.
.4

Paraidentificarlos hibridomasy losclonesproductoresde anticuerposespecíficos,

trasel bloqueoy lavadode las placas,se depositaronen grupos de cuatropocillos 40 pl
del sobrenadantede cadahibridomao clon (sin diluir), y las placasse incubarona 37 0C
durante30 mm. Tras el lavadode las placas,en dos de los pocillos de cadagrupo se
depositaron50 ¡.11 del tampónPBS(comoblanco)y en los otrosdos,50 pl de nisinaA (5 a

gg/ml en PBS).A continuación,en loscuatropocillos sedepositaron50 pl del conjugado
nisA-HRP (2 gg/ml en solución de bloqueo) y el ensayo se completó de la manera a

descritapreviamente.La presenciade anticuerposespecíficosse manifiesta por una

disminucióndel coloren losdos pocillos dondese depositóla nisina A, en comparación
a

conel de los pocillos conel blanco.

a

a
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2.10. Aplicaciones de los anticuerpos antinisina A desarrollados

2.10.1. Evaluación del crecimiento de L. lactis BB24 y seguimientode la

producción de nisina, empleando los anticuerpos policlonales
obtenidos del líquido ascítico

2.10.1.1. Desarrollode loscultivos
A partir de un cultivo de L lactis BB24, desarrolladoen caldoMRS durante16 h a

32 0C, seinocularon,aproximadamente,1 x lO~ ufc/ml en unabateríade tuboscon 10 ml
de caldo MRS. Los tubos se incubarona 32 0C, durantetres días y cada2 horas se
retiraron dos de ellos, para determinarpor duplicado el crecimientode los cultivos

medianteel recuentoenplacade las unidadesformadorasde colonias(ufc/ml), asícomo
suactividadantimicrobianay concentracióndenisinaA.

2.10.1.2. Actividad antiniicrobianay concentraciónde nisinaA de los sobrenadantes
Transcurridoslos periodosde tiempopreestablecidos,seretiraronlos tubos con los

cultivos y se obtuvieronlos sobrenadanteslibres de célulasde la maneradescritaen la
sección 2.1.4. La actividad antimicrobiana de estos sobrenadantes se determinó por a

duplicado,medianteunapruebade difusión en agar(sección2.2.1.)y la concentraciónde

nisinaA medianteun ELISA competitivodirecto tipo 1 (seción2.9.4.1.), empleandouna
dilución 1/100 de los anticuerpospoliclonalesdel liquido ascíticode uno de los ratones
inmunizados(ratón I.B.). En el mismo inmunoensayo,serealizó una curvapatróncon

a
diversasconcentracionesde nisina A pum en caldo MRS y un programainformático de
tratamientode datos, incorporadoal lector de placas,ajustó los valoresde absorbancia
resultantesaunacurvade regresión,segúnel métodode Healy (1972).Las absorbancias mi

delas muestrasseextrapolaronen la curvapatrón,paradeterminarlas concentracionesde
nisina A correspondientes. a

2.10.2. Detección y cuantificación de nisina A en los alimentos empleando
anticuerpos monoclonales

a
Para determinar la capacidadde los anticuerposmonoclonales de detectar y

cuantificar la nisina A en los alimentos, se reaiizó una experiencia en la que
concentracionesconocidasde la nisina A se añadieronaun quesode untarcomercialy, —

posteriormente,seidentificó y cuantificóla presenciadenisinaen lasmuestras.
.4

a
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2.10.2.1. Preparación de las muestras
En la experienciase empleó queso comercial de la maxta Philadelphia Light®

(Kraft, libre denisina). La extracciónde la nisina A añadida,se realizó segúnFowleret

aL (1975),procediendode la siguientemanera:

(1). Se partió de muestrasde 2,5 g de queso disueltos en 10 ml de HCl 0,02 M,

ajustandosu pH a2,0 conHCl 1 N. A continuación,en cadauna de las muestrasse
añadióla nisinaA a unaconcentraciónfinal de0, 250, 1.250y 5.000ng/g, todas las
concentracionesseprepararonpor triplicado.

(2). Posteriormente,las muestrasse calentarona 980C durante5 mm. y, una vez a
temperaturaambiente,seajustósu volumenhasta12,5 ml conHCl 0,02 M, tras lo

cual secentrifugarona 7.000rpm durante20 mm a40C.
(3). Tras mantenerla muestracentrifugadadurante30 min a 4 0C, el sobrenadante

resultantesefiltró atravésde un filtro Whatmannl, ajustandosupH a7,4±0.1con
NaOH 5 N. Comocontrolexperimental,se preparó,de la mismamanerapero sin
añadirnisina, un extractode quesocuyo sobrenadantese empleó paraelaboraruna
curvapatrónen el inmunoensayo.

2.10.2.2. Determinacióny cuantificaciónde lanisinade las muestras
La determinacióny cuantificaciónde la nisinade las muestras,se realizó mediante

un ELISA competitivo directo tipo II (sección 2.9.4.2.), empleando para ello los
anticuerposmonoclonalesproducidosen líquido ascíticopor el clon ADíO a la dilución
1/7.500. La recuperaciónde la nisina se calculéal extrapolarlas absorbanciasde las
muestrasen unacurvapatrón realizadaen el mismoensayo,añadiendoconcentraciones
conocidasde nisina A a un extractode quesolibre de nisina. Mediante un programa
informático de tratamientode datos, incorporadoal lector de placas,los puntos de la

curvaseadaptaronaunacurvade regresión.

Conel fm decalcularel coeficientede variacióninter- e intraensayo,el procesode

extracciónse repitió durantetres díasdistintos y cadadía se prepararony se extrajeron
triplicadosdecadaconcentración.

2.10.3. Purificación de la nisina por cromatografía de inmunoafinidad
Losanticuerposmonoclonalesobtenidosfrenteala nisinaA, tambiénseemplearon

en la construcciónde unacolumnacromatogréficaquepermitiesela purificaciónde esta
bacteriocinaen un sólo paso por cromatografía de inmunoafinidad. Debido a la
complejidady pocaeficacia de los métodos actualesde purificación de la misma, es

evidenteel interésexistenteen el desarrollodemétodosmássencillos,eficacesy rápidos.
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e

2.10.3.1.Matrizcromatográfica
a

Como matriz cromatográficase empleó una columna HiTrap N?HS-activated
(Pharmacia)de 1 ml de capacidad.Las columnas se comercializancon la matriz

empaquetaday con las conexionesnecesariaspara unirla a unajeringao adaptarlaa una U

bomba peristáltica. La matriz está constituida por un gel de agarosaunido a brazos
espaciadoresde 6 átomosdecarbonomediantela epiclorhidrina.El brazoseparadores el e

ácido 6-aminohexanoicocuyo grupo carboxilo terminal está activado con N-
hidroxisuccinimida,de forma quereaccionaespontáneamentecon ligandosquecontienen
grupos amino primarios. De esta manera,los grupos e-amino de las lisinas de las

moléculasquesedeseanunir (ligandos) producenun ataquenucleofílico alos ésteresde
a

succinimida,dandolugara unaunión covalentede tipo amidaentreel ligandoy el brazo
espaciador,conla liberaciónde N-hidroxisuccinimida(figura111.7.).

a

2.10.3.1.1.Solucionesempleadas
a

a). Tampónde conjugación:NaHCO30,2 M, NaCí 0,5 M, pH 8,3.

a

b). TampónA: etanolamina0,5 M, NaCí 0,5 M, pH 8,3.

c). TampónB: acetatosódico0,1 M, NaCí0,5 M, pH 4.

d). Soluciónde conservación:0,01%de thiomersalen PBS. a

2.10.3.1.2.Preparaciónde lacolumnay coniu2acióndel ligando a

(1). Comoligandoseutilizaron 10 mg del anticuerpomonoclonalpurificado y liofilizado,
disueltosen 1 ml de tampónde conjugación.

a
(2). Seretirá el tapónsuperiorde la columnacromatográfica,depositandounagota de

HCI 1 mM frío paraevitar la formacióndeburbujasde aire,se conectóun adaptador
aparacono luer de jeringa y se añadiómásHCl 1 mM. A continuación,se retiró el

tapón inferior de la columna, dejando fluir el isopropanol que conteníacomo
conservante,inyectandoseguidamente6 ml de HCl 1 mM frío con unajeringa de 1
mí, a un flujo aproximadode 1 gota cadatres segundos,paraevitar la compresión

delgely queéstesedañaseirreversiblemente. mr

a
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-O-CH2-CH-0H2-NH-(0H2>5-CO-O-N

OH

VI

-O-0H2-CH-CH2-NH-(CH2)5-C-H-R +

OH

+ R-NH2

Ligando

Figura fIL 7. Conjugación del ligando a la matriz de HiTrap NHS-activada.

y

Matriz

O

y

O

N-hidroxisuccinimida
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u
(3). Inmediatamentey con el mismo flujo, se inyectó la solución con los anticuerpos

disueltosen el tampón de conjugación.Se cerró la columnay se permitió que la
ereacciónde conjugacióncontinuaseduranteunahoraa temperaturaambiente.

(4). lina vez finalizadala conjugación,seinactivaronlos gruposactivosremanentesde la U

matriz y seeliminó el ligandoqueno habíareaccionado,inyectandoalternativamente
6 ml del tampónA y 6 ml del tampónB. repitiendola mismaoperációntresveces.La
segundavezquela matrizselavó conel tampónA, dichasoluciónse mantuvoen la
columnadurante1 horaatemperaturaambiente,paragarantizarla inactivaciónde los mr
gruposque hubieranquedadolibresde la matriz.

a
(5). Finalmente,el pH de la columnacromatográficase neutralizóinyectandoel tampón

PBS 0,1 M pH 7,4 y, a continuación,se inyectó la soluciónde conservación,en la
quela columnasemantuvohastasuutilización. U

(6). Para determinar la eficacia de la conjugación de los anticuerpos a la columna, se a
recogieronlos 3 primerosml que salieronde la misma tras el lavadoen el paso(4),
determinandolaconcentracióndeproteína(anticuerpos)presente,mediantela medida a
de su absorbanciaa 280 nm. Antes fue necesarioeliminar la hidroxisuccinimida

liberadapor la unión de la matriz al ligando y presentetambiénen esta muestra,
a

puestoque absorbefuertementela luz ultravioleta, lo que se realizó mediante la
filtraci6n de la muestraen columnasdefiltración en gel.

a

2.10.3.2. Purificación de lanisina
a

2.10.3.2.1.Soluciones empleadas
a) tampónde equilibradoy lavado:PBS0,1 M pH 7,4. Se preparade la maneradescrita

en la sección2.9.1.1.de estamemoria.

a
b) tampónde elución:glicina-HCI 0,05M, NaCí 0,5M, pH 2,7. Parasu preparación,se

disuelvenla glicinaconel NaCíen la mitaddel volumennecesariode aguadestiladay,
a continuación,se ajustasu pH con HCI 5 N, se enrasahastael volumen final con
aguadestiladay secompruebade nuevoel pH.

a

2.10.3.2.2.Protocolo de purificación

El protocolo generalde purificación de la nisina se exponea continuación.Los
volúmenesde lavadoy eluciónvariaronen funcióndel volumeninicial de la muestray la

purificaciónserealizóa temperaturaambiente.Los pasosbásicosde esteprotocoloson:
a
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(1). Prepararla columna,lavándolacon3 ml de PBSy otros3 ml del tampónde elución.
equilibrándolafmalmentecon3 ml de PBS.

(2). Depositarla muestraaun flujo de 0,5 mI/mm.

(3). Una vez aplicadala muestra,lavar la columnacon el volumen necesariode PBS,
hastaqueno sedetecteabsorbanciaa220y 280nm.

(4). Eluir la nisinaretenidaen la columnaconel tampóndeelución.

(5). Lavar la columnaconPBSy mantenerlaen el tampónde conservación.

2. 10.3.2.3.Comprobaciónde la eficaciade la columna

Paracomprobarsu eficacia, se inyectaronpor la columnaalícuotasde 1 ml con

concentracionesconocidasde la nisina pura en PBS (0. 1.000 y 10.000 ng/mí). Tras
aplicar cadamuestra,la columnase lavó con 3 ml de PBS y la nisina retenidase eluyó
con4 ml de tampóndeelución.

La presenciade nisina en las muestraseluldas, se determinó mediante la

cuantificación de su actividad inhibidora empleandouna pruebade difusión en agar
(sección2.2.1.),conPediococcusacidilacticí 347 comomicroorganismoindicador.

2.10.3.2.4.Purificación de nisina apartir delsobrenadantedel microorganismo

productorL lactis BB24

L ladis BB24secultivó durante 16 h a 320C, obteniendoel sobrenadante libre de
células por centrifugación de los cultivos a 10.000 rpm durante 10 mm. a 4 0C.
Posteriormente,el pH delsobrenadanteseajustó a7,4 conNaOH 1 N y seesterilizópor
filtración.

A continuación, 10 ml del sobrenadantese pasaron por la columna de
mmunoafmidada un flujo de 0,5 ml/min, lavandola columnacon PBS hastaque no se

detectóningunaabsorbanciaa280 nm (25 mí) y eluyendola nisina de la columnacon 20
ml de tampónde elución. Las fraccionesresultantesde la purificación se recogieronen
alícuotasde 1 mí, estimandosuabsorbanciaa280, 254 y 220 nm.

La deteccióny cuantificaciónde la actividadinhibidorade las fraccioneseluidas, se
realizómedianteun ensayoen placasmicrotituladoras,empleandoPediococcusacidilactici
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347 comoel microorganismoindicador(sección2.2.2.),cuantificandola nisina mediante
un ELISA competitivodirecto tipo II, trasajustarel pH de las muestrasa 7,4 con NaOH
1 N (sección2.9.4.2.). En esteELISA se utilizaron los anticuerposmonoclonalesdel
clon ADiO. obtenidosde liquido ascíticoa una dilución 1/7.500. La curva patrón se

e
realizó con distintasconcentracionesde nisina A pura en el caldo MRS, ajustandolos
valores de absorbanciaobtenidos a una curva de regresión a través del programa
informáticode tratamientode datosincorporadoal lectorde placas. —

Conlos resultadosobtenidos,seobtuvounatabla de purificaciónde la nisinaen la e

quesereflejó el volumentotal, la A220 total, la actividadantimicrobianatotal (en U.B.),

la actividadespecífica,el incrementode la actividadespecífica,la cantidadtotal de nisina —
recuperaday el rendimiento.

u
Asimismo, la purezade la nisinaobtenidapor cromatografíade inmunoafiidad,se

comprobóinyectandola muestrapurificadaen unacolumnaPepRPCHR 5/5 C2/Cíg de

fasereversa,integradaen un sistemaFPLC (Pharmacia).Trasequilibrar la columnacon t

ácido trifluoroacético (IFA) al 0,1% en aguadesionizada,se inyectó la muestray se

eluyó empleandoun gradiente lineal del 10 al 60% de 0,1% IFA en 2-propanol, a un e
flujo de 1 mI/min. La elución se monitorizó registrandola absorbanciaa 254 nm de las
fraccioneseluidas. Como controles internos, se pasarontambién por la columna el
tampón de elución (glicina-HCI) y unamuestracon una cantidadequivalentede nisina

puraen el tampónde glicina-HCl.
a

a

a

a

e

a

.4

e.
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Resultados

IVA. PURIFICACION DE LA NISINA A

Con el objetode disponerdel inmunógenonecesarioparainmunizara los animales
y elaborar los conjugadospara los inmunoensayos,iniclaimente se procedió a la
purificaciónde la nisinaA, medianteel métodopreviamentedescritopor Rodríguezet al.

(1995)y Cintasetal. (1995),descritoen la sección111.2.3.de estamemona.

De estamanera,apartir de un cultivo de 16 horasde L. ladis BB24, productorde
nisina A, en un litro de caldo MRS, se obtuvo el sobitnadantelibre de células y la
precipitaciónde las proteínascon sulfato amónico,que una vez concentradasen un
volumen de 20 mi, se sometierona continuación a la purificación de nisina por
cromatografíade intercambiocatiónico,interacciónhidrofóbicay fasereversa,estaúltima
integradaen un sistemaautomatizadode FPLC. El seguimientode la purificación se
realizó determinandola actividad antimicrobianade las fraccionesresultantesde cada
cromatografía,medianteel ensayo de inhibición en placas microtituladoras (sección
111.2.2.2.).

Cuandola fraccióneluidade lacolumnadeinteracciónhidrofóbica,se inyectó en la
columnadefasereversaPepRPCHR 5/5 C2/Cig’ la nisina A eluyó a unaconcentración
de propanoldel 35%, lo quesedetectépor la actividadantiniicmbianaasociadaa un pico

de proteína.Al volver a cromatografiarla fracción activa por la misma columna, se
obtuvo un único pico de absorbanciacon actividad inhibidora, que eluyó a una

concentraciónde propanoldel 32% (figurasIV.1.a y b).

Utilizando la metodologíacitada,se realizaronun total de nueve purificaciones,
cadaunadeellasapartir de un litro de cultivo. La concentraciónfmal de nisinaA en las
muestraspurificadas,se determinóutilizandoel paitnetrode su coeficientede extinción
molara220nnx (21,2). El valormediode nisinaA obtenidode las nueve purificaciones,
fue de 0,115±0,05mg por litro de cultivo (0,115 gg por mi), obteniendoun total de
1,039mg de nisinaA pura. Este procedimientode purificación, permitió la obtenciónde
nisinaA conun alto gradode purezay conuna recuperaciónconsiderablede su actividad
antimicrobianainicial. Sin embargo,la cantidadde nisina obtenidaresultó claramente
insuficienteparanuestrasnecesidades,por lo que en la preparaciónde los conjugadosy

en otrasexperienciasdondefue necesariala utilizaciónde nisina, seempleóun preparado
comercialde nisinaA de 30.000UIImg y unapurezasuperioral 90%.
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IV.2. PREPARACION DE LOS CONJUGADOS PARA LAS
INMUNIZACIONES Y LOS ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS

2.1. Coniu2aciónde la nisina A con la toxina colérica

En el conjugadonisA-TC, la toxina coléricaactúacomo molécula portadoradel
haptenoy comoadyuvanteen la inmunización.Parala conjugaciónde la toxinacolérica

con la nisinaA, seempleóel métododel glutaraldehido,realizandola conjugaciónen una
proporciónmolar dc 50:1 (nisina A:toxina colérica) (sección111.2.4.1.). Tras detenerla
reaccióncon borohidruro sódico, el producto de la conjugación se dializó en una
membranade 12.0000de tamañode poro, durante48 h frenteal tampónPBS,con el fm

deeliminarla nisinaA no reaccionante.El volumenobtenidode la diálisisfue de 3,9 ml y
la concentraciónde conjugadoresultante,estimadaen función de la cantidadinicial de
moléculaportadora(0,5 mg), fue de 0,13mg/ml.Finalmente,el conjugadose diluyó con
PBS hastaunaconcentraciónfinal de 0,05 mg/mI, conel fin de inmunizara cadaanimal

con 200 ¡.11 (10 i.tg) de esteconjugado.A continuación,se esterilizó por filtración y se
distribuyóen viales de vidrio estérilesen tantasalícuotascomodosis necesarias,quese
mantuvieronen refrigeracióna4 <‘C.

2.2. ConJugaciónde la nisina A con la hemocianinaKLH

La nisinaA tambiénseconjugóa la hemocianinadel moluscoMegatlzuracrenuloia

(KLH) como moléculaportadora.Para la conjugaciónde la KLH con la nisina A. se

empleó el método del glutaraldehídodescrito para el conjugado nisA-TC (sección
111.2.4.2.). En este caso, la conjugaciónse realizó en unaproporción en pesode 1/2
(nisinaA:KLH), y unavez dializadoel conjugado,de la mismamaneraque el conjugado
nisA-TC,el volumenfinal fue de 7,7 ml y la concentraciónfinal, estimadaen función de

la cantidadinicial de KLH (4mg), fue de 0,52mg/ml. Finalmente,el conjugadosediluyó
hasta la concentracióndeseadapara la inmunización (0,17 mg/mí), con el fm de
administrar25 ~.tgdeconjugadopor animal y dosis(150 pl) y se distribuyó en viales de
vidrio estérilesen tantasalícuotascomodosisnecesarias.Lasalícuotassemantuvieronen

congelacióna -200C.

2.3. Coniusaciónde la nisina A con la ovoalbúmina

El conjugadode nisinaA-ovolabúmina(nisA-OA), se preparóy utilizó para tapizar

las placas en las técnicasdel ELISA indirecto y ELISA competitivo indirecto. La
conjugacióntambiénserealizóporel métododel glutaraldehido,de la maneradescritaen
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la sección111.2.9.2.1. Una vez detenidala reacción de conjugacióncon borohidruro

sódico, la nisina libre seeliminé pordiálisis durante48 h frente al tampónPBS, con una
membranade un tamañode cortede 12.000D. A continuación,se determinéel volumen
final del conjugado(14,4mi), estimandosu concentraciónen baseal contenidoinicial de
molécula portadora (7,5 mg de ovoalbúmina), resultando ser de 0,52 mg/ml. El

conjugadoobtenidosedistrubuyóen vialescon 1 mg de conjugadocadauno, se liofilizó

y semantuvoencongelacióna-200C.

2.4. Coniupaciónde la nisina A con la peroxidasade rábano(HRP

)

El conjugadonisA-HRP se utilizó en los inmunoensayosdel tipo competitivo

directo. La nisina A se conjugó a la peroxidasade rábano (HRP) por el método del

periodatoen unaproporciónen pesode 1:3 (nisinaA:peroxidasa),segúnel procedimiento
e

descrito en la sección 111.2.9.2.2. Tras detener la reacción de conjugación con

borohidrurosódico, el conjugadose dializó frente a NaCí 0,85% durante72 h. El

volumen resultantetras la diálisis fue de 5 ml. Considerandola cantidad inicial de U

peroxidasa(10 mg), seestimóla concentracióndel conjugadoen 2 mg/ml y se diluyó

hastaconseguir una concentraciónfinal de 1 mg/ml. Finalmente,se distribuyó en a

alícuotasde 1 ml queseliofilizaron y mantuvieronen congelacióna-200C.

u

IV.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A
e

LA NISINA A EN EL SUERO DE LOS RATONES INMUNIZADOS

3.1. Protocolo 1: inmunización con el coniu~adonisA-TC

Cuatroratonesseinmunizaronporvíai.p. con cuatrodosisde 10 gg de conjugado a

cada una. A los 15 días de iniciada la inmunización y tras la segundadosis del

inmunógeno,los títulos de los inmunosuerosde los ratones,determinadospor un ELISA

indirecto, fueron de entre 1.600 y 3.200, incrementandoseligeramente,hasta6.400, en

las siguientesinmunizaciones.

e

3.1.1. Evaluación de la especificidadde los anticuerposgenerados
uLa presenciade anticuerposespecíficosanti-nisinaA en el inmunosuerode los

ratonesse determinémedianteun ELISA-CI, aunquesu afinidad relativa fue baja y no

aumentótras la terceray cuartainmunizaciones.Esteinmunoensayopermitió la detección —
de la nisinaA a concentracionesde entre 1 y 5 gg/ml, mientrasque la concentraciónde

nisinalibre requeridaparainhibir en un 50% su unión al anticuerposuperólos 40 ig/ml.
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La figura IV.2. muestra la evolución de la especificidad y sensibilidad de los
inmunosuerosde los ratonesdurantesu inmunización.Los inmunosuerosse utilizaron a

unadilución 1/100,mientrasqueel conjugadocomercialanti-inmunoglobullnasde ratón
obtenidode cabra,seempleóaunadilución 1/500. La sensibilidaddel ensayono mejoré
cuandolos inmunosuerosseanalizaronconun ELISA-CD (resultadosno mostrados).

3.2. Protocolo 2: inmunizacióncon el conJugadonisA-KLH

Cuatro ratonesse inmunizaronpor vía i.p. y otros cuatro por vía s.c., recibiendo

cadauno tresdosisde 25 ¡ig de conjugadocadauna. Despuésde recibir dos dosis del
ininunógeno(a los 21 díasdel inicio de la inmunización),se determinaron,medianteun
ELISA indirecto, los títulos de los inmunosuerosde los ratones,que fueronde entre
3.200 a 6.400. incrementándosehasta12.800-25.600al inyectarlesla terceradosis del
inniunógeno.Los títulosde los animalesinmunizadospor vía Lp., fueron superioresa
los de los inmunizadospor vía s.c. Dichos títulos no disminuyeronen las sangrías
posteriores,realizadasa los dos y tresmesesde la última inmunización(91 y 120 días
desdeel inicio de las inmunizaciones).

3.2.1. Evaluación de la especificidad e inmunoreactividad de los
anticuerposgenerados

Cuandolos inmunosuerosde ambosgruposde animalesse analizaronmediantela

técnicade ELISA-CI, no se observóun descensode la absorbanciade los pocillos al
incrementarla concentracióndel antígeno,esdecir, la nisinalibre no inhibió la interacción
de los anticuerposconla nisina del tapizado,por lo queno pudodemostrarsela presencia
de anticuerposespecíficosfrente a la nisina A. Los resultadosno mejoraron con
dilucionesde los anticuerposdesdela 1/100hastala 1/10.000ni con una mayordilución
del conjugadode anti-inmunoglobulinade ratónmarcadocon laperoxidasade rábano.Sin
embargo,cuando los inmunosuerosse sometieron a un ELISA-CD, se detectaron
anticuerposespecíficosfrente a la nisina A, de una elevada afinidad relativa. La
especificidadde los anticuerposaumentógradualmentedesdela primerahastala tercera

sangría(realizadaa los dos mesesde la última inmunización)para luegodisminuiren la
cuartasangría(un mes más tarde), a pesar de que el título de los inmunosuerosse
mantuvoconstante.

El límite de deteccióndel ELISA-CD, fue de 0,1 gg nisina/míy la concentraciónde
nisinaA libre necesariaparainhibiren un 50%suunión al anticuerpoosciló entre0.5 y 5
gig/ml, tanto enlos ratonesinmunizadosporvías.c.comoporvía i.p. Las figurasIV.3 y
IV.4. muestranla evoluciónde la especificidady sensibilidadde los inmunosuerosde los
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ratonesdurantesuinmunización.Los inmunosuerosprocedentesde la inmunizacióni.p.
seemplearona unadilución 1/2.500.mientrasquelos obtenidosvía s.c.se utilizarona la
1/1.000;el conjugadode nisinaA unido a la peroxidasase empleóa una dilución 1/500.
En la primeray segundasangrías,los anticuerposobtenidospor vía i.p. fueron más

U
sensiblesquelos obtenidosvía s.c.; sin embargo,en la tercerasangríala sensibilidadde
éstosúltimos aumentóconsiderablemente,superandola de los anticuerposobtenidospor
inmunizacióní.p.

Asimismo,cuandola nisinaA se incorporéen el caldo MRS, no se produjeron e
reaccionesinespecificasindeseadascon los componentesdel medio, incrementándose,
además,la sensibilidadde la técnica,detectandoconcentracionesde nisina de hasta5 ng
¡ml. De la mismamanera,la concentraciónde nisina libre necesariapara inhibir en un
50% la unión del conjugadoal anticuerpofue de 0.25 i.tg/ml. comose muestraen la

a
figura IV.5.

a

Trasun análisisminucioso de los resultadospreviamentecitados, se seleccionaron
por su mayor sensibilidadlos inmunosuerosobtenidosde la tercera sangría de los

animalesinmunizadosvía s.c. y con ellos se realizaronlas experienciasque se indican a a
continuación.Los inmunosuerosseemplearonsiempreen un formato de ELISA-Cf) y a
una dilución 1/1.000, mientrasque el conjugadode nisina A unido a la peroxidasade U

rábano,seutilizó siempreala dilución 1/500.

e
Los inmunosueroscitados, se emplearonpara determinar la capacidadde los

anticuerposespecíficosgeneradosde reconocerla nisinade los sobrenadantesde bacterias
alácticas productoras, así como su inmunoreactividad frente a sobrenadantesde

microorganismosproductores de otras bacteriocinas. Los resultadosobtenidos se
muestranen la tabla IV. 1., en la que se observaque los anticuerposreaccionaron e
intensamentecon los sobrenadantesde L. lactis BB24 y 018, ambascepasproductoras

de nisina A y con el sobrenadantede L. lactis CNRZ150, cepaproductorade nisina Z. a
Sin embargo,los anticuerposno mostraronreacción con el sobrenadantede la cepaL

lactis MG1614, libre de plásmidosy no productora de nisina, que se empleó como
e

control negativo,ni con los sobrenadantesde las cepasde Pediocccusacidilacticí L50

(productorde pediocinaL50), de Lacrobacillus sa/ce148 (productorde lactocina5), ni de
U

Pediococcusacidilacrici 347 (pmductorde pediocinaPA-1), en los que sedeterminéuna
reactividadcruzadadel 0, 8,1 y 8,2%,respectivamente..

e
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Figura 111.3. Resultados del ELISA-CD de los sueros de los ratones
inmunizados vía s.c. con el conjugado nisA-KLH. Primera

sangría (e), segunda sangría(o), tercera sangría (A) y cuarta sangría (A). U

Cadapunto de la gráfica es el valor medio de los triplicados de cada

determinación, e
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Figura ZV.4. Resultados del ELISA-CD de los sueros de los ratones
inmunizados vía ¡.p. con el conjugado nisA-KLH. Primera

sangría (e), segunda sangría (o), tercerasangría(A) y cuarta sangría (ti).

Cadapunto de la gráfica es el valor medio de los triplicados de cada
determinación.
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Figura ¡11.5. Deteción de la nisina A en PBS (O) y en el caldo MRS (e )
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 gráfica representael valor medio de los triplicados de cada

determinación. a
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Resultados

Tabla IV.1.: Inmunidad cruzada de los irnnunosueros obtenidos de la
inmunización 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

Microorganismoa Densidad optica a 405b,c Reactividad
cruzadad

Lactococu.slacñs BB24(nisinaA) 0,350±0,01 100

Lacrococcus¿<¿cris 018 (nisina A) 0,331±0,02 100

Lacrococuslacris CNRZ15O(nisinaZ) 0,343±0,02 100

LactococcuslacñsMG1614 1,510±0,02 0

(no productor)

Lacrobacillus sa/ce148 (lactocinaS) 1,265±0,05 8,2

Pedkwoccusacidilacticí 347 1,267±0,03 8,1

(pediocina PA- 1)

Pediococcusacidilacrici L50 1,384±0,02 0

(pediocina L50)

aBacteriocinaproducidaentreparéntesis.bD.O.~w>sdel control= 1,347. CLos resultados
son el valor medio de las muestrasanalizadaspor triplicado. dReactividadcruzada
definidacomo [(inhibiciónproducidaporel sobrenadanteanalizado¡ inhibición producida
porel sobrenadantede L lacris BB24)x 100].

Los anticuerpos descritos también reconocieron a la nisina A del preparado

comercialNisaplin® (Applin & BarretLtd.). Paraello, la concentraciónde nisinapuradel
preparado,seestimécomo se indica en la sección111.2.5.4., la muestraapropiadase

diluyó en PBSy las concentracionesanalizadasfueronde 156 a25.000ng/ml. La curva
resultantecon los valoresobtenidossemuestraen la figura IV.6.

Finalmente,se comparó la sensibilidaddel ensayo inmunoenzimáticoutilizado
(ELISA-Cf)) con el métodotradicionalde detecciónde la nisina porel testde difusiónen
agar (ADT). Paraello, se emplearonconcentracionesde nisina A de O a 500 ng/ml en el
caldo MRS que se ensayaroncon las dos metodologías.Los resultadosobtenidosse
muestranen la figura IV.7., en la queseobservaquecon el ELISA-CD existeinhibición
desdelos 5 ng/ml (7,6%),mientrasqueen el testde difusiónenagar(ADT), los halos de
inhibición scobservarona partir de los 10 ng/ml (3,24 mm

2).
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punto de la gráfica representa el valor medio de los triplicados de cada
determinación.
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e
IV.4. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE A

LA NISINA A EN EL LIQUIDO ASCITICO DE LOS RATONES

INMUNIZADOS

Cuatro ratones se inmunizaron con el conjugadonisA-KLH y con los Adyuvantes

Completo e Incompleto de Freund (grupo 1) y otros cuatro con el conjugado sin

Adyuvante (grupo II). Los animales recibieron tres dosis de 25 jg por vía intraperitoneal.

A la semanade recibir la segundadosisdel inmunégeno,los títulos séricosde los a

animalesdel grupo 1 erande 12.800y los del grupo II oscilabanentre6.400 y 12.800,

pero la existenciade anticuerposespecíficosen los sueros fue casi imperceptibleen
e

ambos grupos. No obstante, el suero de los animales volvió a analizarse a las tres

semanas de inocular las células de mieloma, habiendo recibido una dosis más del

inmunógeno. Aunque los títulos séricos fueron similares, todos los inmunosueros de los a

animalesdel grupo 1 poseían anticuerpos específicos, que sc pusieron de manifiesto con

un ELISA-CD (figura IV.8.). Los suerosseutilizaron a la dilución 1/100y el conjugado
de nisinaunidaa la peroxidasaa la de 1/500.En el suero de los animalesdel grupo II, la

presencia de anticuerpos específicos fue casi insignificante,

En el grupo 1, dos de los cuatro ratones desarrollaron ascitis (ratones I.A y I.B) y
a

los volúmenes de liquido ascítico obtenidos fueron de 7,2 ml y 11 mí, respectivamente;
en el grupo II todos los ratones desarrollaron ascitis, con una producción de 1,5,7,5, 9,5

ay 7,5 mí, respectivamente. Los anticuerposdel liquido ascíticode los ratonesI.A. y 1.
B., se purificaron parcialmente porsuprecipitaciónconsulfatoamónico.

4.1. Determinación de la concentración de proteína de los anticuerpos

a
La concentración de proteína delos anticuerposparcialmentepurificadosdel líquido

ascítico, se estimé empleando un método colorimétrico con azul brillante de Coomassie

G-25,reactivoespecíficodelasproteínasy utilizando la seroalbúminabovinafracción 5,

corno patrón interno. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

a

Anu~w~s Concentración de proteína (ma/ml

)

Ratón I.A. 1,674
Ratón I.B. 1.401

u
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Figura IV 8. Resultados del ELISA-CD de los sueros de los cuatro ratones

del grupo 1, inmunizados con el conjugado nisA-KLH para
obtener los anticuerpos del líquido ascítico. Ratón I.A. (e), ratón
I.B. (O), ratón I.C. (A) y ratón I.D. (A). Cada punto de la gráfica es el
valor medio de los triplicados de cada determinación.
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e

4.2. Caracterizaciónisotípica de los anticuerpos
u

La caracterizaciónisotípicade los anticuerpospoliclonalesparcialmentepurificados
del liquido ascíticode los ratonesA y B, demostróla presenciade todas las clasesy

u
subclasesde inmunogloblinas,como cabía esperarde su naturalezapoliclonal. No
obstante,en el ratónI.A predominaronlas IgO1, seguidode las IgA y, a continuación,
las lgM. En el ratón I.B.. los resultadosfueron similaresaunquela concentraciónde
IgG2 fue mayor.

u
4.3. Evaluación de la especificidad e inmunoreactividad de los anticuerpos

2eneradosen el líquido ascítico

u.

Un ELISA-CD determinéla presenciade anticuerpos específicos en el líquido

ascítico de los ratones I.A. y I.B. Las figurasIV.9. y IV. 10., muestran la detección de la

nisina A y la nisina Z empleandolos anticuerpospaitialnientepurificadosdel líquido

ascíticode los ratonesI.A y I.B, aunadilución 1/100.Lasconcentracionesde nisina A y —

nisina Z libres, necesarias para inhibir en un 50% la unión del conjugadoal anticuerpo
fueron de 1,9 ng/ml y de 3 gg/ml,respectivamente,mientrasel límite de detecciónosciló a

entre0,05 y 0,1 gg/ml. La sensibilidaddel inmunoensayose incrementéa 0,01 ¡sg/mí,
cuando la nisina A se vehiculó en el medioMRS. Aunquetodoslos animalesdel grupo II a

desarrollaronascitis,la presenciade anticuerposespecíficosen el líquido ascíticofue casi
insignificante.

a
Tambiénsedeterminéla capacidadde dichos anticuerpos de detectar la nisina de los

sobrenadantesde las cepasproductoras, asícomosureactividadconlos sobrenadantesde —
microorganismosproductores de otras bacteriocinas.Para ello, se emplearon los

anticuerpos purificados del líquido ascítico del ratón I.B., a una dilución 1/100, en un

formato de ELISA-Cf). Como se observa en la tabla IV.2., los resultados fueron muy

similares a los obtenidoscon los anticuerpospoliclonalesdel suerode los ratones,ya que e
los anticuerpos reconocieron intensamente la nisina A de los sobrenadantes de las cepas

productoras de L. lacris BB24 y 018, así como a la nisinaZ del sobrenadantede L. lactis
a

CNRZ150, sin ningunadiferenciasignificativa. Sin embargo,no reaccionaroncon el
sobrenadantede la cepade L laciis MG1614, libre de plásmidos y no productora de

nisina. Tampocose observéuna reacción significativa, con los sobrenadantesde las —

cepas de Lactobacillussa/ce 148 (productor de lactocina S), Pediococcusacidilacrici 347

(productor de pediocina PA- 1) y de Pediocccusacidilacrici L50 (productor de pediocina a

L50).

a
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Figura IV.9. Curvas estándar de identificación y cuantificación de la nisina
A vehiculada en PBS (e) y MRS (U) y de la nisina Z en PBS

(o) y MRS (O), realizadasmedianteun ELISA-CD con los
anticuerpos purificados del liquido ascitico del ratón I.A. Cada
punto de la gráfica representa el valor medio de los triplicados de cada

determinación.
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Figura ¡Vio. Curvas estándar de identificación y cuantificación de la nisina
aA vehiculada en PBS (e)y MRS (u) y de la nisina Z en PBS

(o) y MRS (O), realizadas mediante un ELISA-CD con los
anticuerpos purificados del líquido ascitico del ratón I.B. Cada

punto de la gráfica representael valor medio de los triplicados de cada

determinación. —
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Resultados

Microorganismoa

Tabla IV.2.: Inmunidad cruzada de los anticuerpos policlonales
purificados del líquido ascítico del ratón I.B., frente a los
sobrenadantes de diversas cepas productoras de
bacteriocinas, utilizando un formato de ELISA-CD

Densidad optica a 405b,c Reactividad

cruzadad
l00
100

100

o

1,364±0,02
1,295±0,03

1,335±0,04

2,335±0,008

LacrococuslacdsBB24 (nisina A)

Lactococcuslacás018(nisinaA)
LactococusJacris CNRZ15O(nisinaZ)
LacrococcuslacñsMG1614
(no productor)
Lacrobacillus sa/ce 148 (lactocinaS) 2,364±0,01 0

Pediococcusacidilacácí347 2,337±0,007 0
(pediocina PA-1)

Pediococcusacidilactici L50 2,275±0,02 1,9
(pediocina L50)

aBacteriocinaproducidaentrepai~ntesis.bD.O.405del control 2,293. CLos resultados
son el valor medio de las muestrasanalizadaspor triplicado. dReactividad cruzada
definidacomo[(inhibiciónproducidapor el sobrenadanteanalizado1 inhibición producida
porel sobrenadantede L lacñsBB24) x 100].

165



a

Resultados

a

IV. 5. OBTENCION Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONO.
CLONALES FRENTE A LA NISINA A a

5.1. Inmunización de los ratones u.

En la obtenciónde anticuerposmonoclonalesfrente a la nisina A, se emplearon
ucuatroratoneshembrasde 6-8semanasdeedaddela estirpeBALB/c. La inmunizaciónde

los animalesserealizóadministrandocuatrodosissubcutáneasde 25 gg de nisA-KLH, a
intervalos de 2 semanas.Tras la terceradosis del inmunógeno, todos los animales U

presentarontítulosséricosde entre12.800y 25.600,con anticuerposespecíficosfrente a
la nisina A. Los valoresde inhibición (media y rango)de la unión del conjugadonisA- a

HRP a los anticuerpos,al añadirlas concentracionesde nisinaA de 0,1, 1 y 10 ¡sg/ml.
fueronde 13% (9-16),41% (28-57)y 72% (58-83), respectivamente.

a

Cuatro días antesde la fusión, los ratonescon la mejor respuestainmunológica
arecibieronla última dosis del inmunógenosin adyuvante,por vía intraperitoneal.Las

figuras IV. 11. y IV. 12., muestranla respuestade los inmunosuerosde los dos animales

seleccionados,antesde la fusiónde suslinfocitos conlas célulasde mieloma.

5.2. Fusión celular y selecciónde los hibridomas a

Serealizarondosfusionescelularescon los dosanimalesquepresentaronla mejor

respuestaséricafrentea la nisina A. En amboscasos,las célulasdel bazose fusionaron
concélulasdemielomaderatónde la líneaP3X63-Ag8.653,en unaproporciónde 7,5:1

a(linfocitos esplénicos:célulasde mieloma). A las 24 horas de la fusión, comenzóla
selecciónde los hibridomas con el medio HAT. A la semanaya se observaronlos

hibridomasal microscopio.En la primerafusión, la eficaciade la misma (porcentajede
pocillos conhibridomasrespectoal númerototal de pocillos sembrados)fue del 99,8%,
mientrasque,en la segunda,fue del 50%. —

A los II díasde la fusión, momentoen el que los hibridomasseobservarona
e

simple vista, se comenzarona analizarsus sobrenadantes.El ensayoempleadofue un
ELISA-Cf) del tipo II, realizadode la maneradescritaen la sección111.2.9.4.2. Como

a
control positivo, se empleé el suero del animalseleccionadoparala fusión, obtenidoen el
momentode su sacrificio. Se analizaronlos sobrenadantesde todoslos pocillos con un
crecimientocelularpositivo. En la primerafusión, de 420 pocillos sembrados,sólo uno a

de ellos, el correspondienteal hibridoma508, presentóen el sobrenadanteanticuerpos
capacesde reconocerala nisinaA; en la segundafusión,de480 pocillosanalizados,se
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Figura IV.JJ. Respuesta sérica en el momento del sacrificio del ratón
empleado en la primera fusión para obtener anticuerpos
monoclonales frente a la nisina A. El suero se analizó mediante un
ELISA-CD. Cadapunto de la gráfica correspondeal valor medio de los
triplicadosde cadadeterminación.
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Figura IV.12. Respuesta sérica en el momento del sacrificio del ratón
empleado en la segunda fusión para obtener anticuerpos
monoclonales frente a la nisina A. El suero se analizó mediante un
ELISA-CD. Cada punto de la gráfica corresponde al valor medio de los
triplicados de cada determinación.
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e

obtuvo también un único positivo, el correpondiente al hibridoma 2Db.

5.3. donación de los hibridomas de interés
u.

El hibridoma 5G8, de la primera fusión, perdió su viabilidad durantela donación;

el hibridoma 2Db, procedente de la segunda fusión celular, se doné por el método de la

dilución límite enplacas,a unaconcentracióncelularde0.5 a 1 célula/pocillo. —

Transcurridosdiezdíasde la donación,se analizóel sobrenadantede los pocillos a

donde se observó crecimiento celular, para seleccionar los clones que seguían
produciendo anticuerpos específicos. Todos los pocillos con crecimiento fueron a

analizadosy todos ellosmostraronanticuerposespecíficosfrente a la nisina A. De los

clones obtenidos, se seleccionaron aquellos cuyas características de crecimiento eran las
e

mejoresy poseíanvalores de inhibición más altos,aunquelos valores de todos ellos
fueronmuy similares.De estamanera,se seleccionaronlos clonesAiB2, AD8. ADíO,
BF2, BF6 y BFIO. Todos ellos se expandieron,mediante subcultivos celulares a

sucesivos,de placasde 96 pocillos aplacasde 48, 24 y 6 pocillos y a frascosde cultivo
de 25 y 75 cm2, hasta alcanzarla densidadcelular adecuadapara congelarlos. Su u.

conservaciónserealizóporcongelacióna~800(2y en nitrógenolíquido.

a

Posteriormente,se procedió a la producción en gran escalade los anticuerpos

monoclonalesde los clonesseleccionados.Estase realizóka vitro por expansiónde los
e

clonesproductoresen el mediode cultivo completoen frascosde 75 cm2 y en el casodel
clon ADíO, también in vivo en el liquido ascítico de ratones BALB/c (sección
111.2.7.6.). A continuación, los anticuerposproducidos se purificaron paicialmente a

mediantesuprecipitacióncon sulfatoamónico.
e

5.4. Determinación de la concentración de proteína de los anticuerpos

monoclonales e

La concentraciónde proteína de los anticuerposmonoclonalespurificados, se
e

determinéempleandoun kit comewial con azul brillante de CoomassieG-25, como
reactivocolorimétricoespecificode las proteínasy la seroalbúminabovina, fracción 5,
como patrón interno. Los resultados obtenidos indican que la concentración de e

anticuerpos en el liquido ascíticodel ratón inmunizadocon el clon ADíO, fue casi 20
vecessuperiorquela de su producciónin virro. u.
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Anticuerpo Concentración de proteína (mg/mi)
Sobrenadantes

Hibridoma 5G8 0,64 1

Hibridoma 2D10 0,922

ClonAB2 0,413
Clon AD8 0,829

Clon ADíO 0,531

Clon BF2 0,670

Clon BF6 0,868
Clon BF1O 0,696

Liquido ascítico

ClonADíO 10,30

5.5. Caracterización isotínica de los anticuerpos monoclonales

La clasey subclasede los anticuerposmonoclonalesresultantesse determinó
utilizando un inmunosuero comercial de conejo frente a las inmunoglobulinas
IgGl,IgG2a,IgG2b,1g03,IgM e IgA de ratón,medianteun ELISA indirecto.Tanto los
hibridomas5G8 y 2D10, como los diferentes clones derivadosdel hibridoma 2Db,

produjeron anticuerpos del tipo IgO 1.

5.6. Esnecificidad e inmunoreactividad de los anticuerpos monoclonales

En primer lugar, se determinó la capacidad de los anticuerposmonoclonales
obtenidos,de reconocerla nisina A y la nisinaZ purificadasa homogeneidady la de los
sobrenadantesde los cultivos productores, así como su reactividad frente a los

sobrenadantesde microorganismosproductoresde otrasbacteriocinas.Las bacteriocinas
evaluadasfueronla lactocina5, pediocinaPA-1 y pediocinaL50. En todos los casos,se

empleóun formatode ELISA-CD, deltipo III.

Los anticuerposparcialmentepurificados del hibridoma 5GB se emplearonen un
ELISA-CD del tipo II a la dilución 1/2.000 y como se observaen la figura IV. 13., su
n,actividad frente a la nisina Z fue similar a la de la nisina A. El lúnite de detección fue de

0,01 ¡g/ml de nisina Ay la concentración de antígeno necesaria para obtener un 50% de

inhibición de la unión entre el conjugado y los anticuerpos, fue de entre 1 a 2,5 ¡sg/ml. La

sensibilidad del ensayo aumentó hasta 1 ng/ml cuando la nisina se vehiculó en MRSy, en

este caso, se necesitaronde 0,1 a 0,25 ¡sg/ml de nisina para obtener un 50% de
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e
inhibición. Empleandoun ELISA-CD del tipo 1, se obtuvieron resultadossimilares.

aunqueen estecasosenecesitóunadiluciónde los anticuerpospurificados6 vecesmayor
(dilución 1/300).

u.

También se comparó la sensibilidad del ensayo inmunoenzimático desarrollado con
estos anticuerpos, con los datosobtenidospreviamentecon los anticuerpospoliclonales
séricosy con la prueba de difusión en agar (ADT) (figura IV.7.). Para ello, se emplearon —

igualmenteconcentracionesde nisinade O a 500ng/ml en MRS ensayandoen un ELISA-

CD II los anticuerposmonoclonalesdel hibridoma 5G8, con una dilución de 1/2.000. u.

Los rtsultadosobtenidosse muestranen la figura IV.14, donde se observa que con los
anticuerposmonoclonalesse incrementala sensibilidaddel ensayo inmunoenzimático, u.

lograndovalores de inhibición de 8,9 y 11,6% paraconcentracionesde nisina de 1 y 5

ng/mí, respectivamente,mientrasquepara los anticuerpospoliclonalesdichos valores
u

fueronde 4 y 7,6%,paralasmismasconcentraciones.En el xestde difusión en agar.los
halos de inhibición seobservaronapartir de los 10 ng de nisina/mí(3,24 mm2).

Al analizarlos sobrenadantesde las distintascepasproductorasde bacteriocinascon
los anticuerposdel hibridoma 508 (tabla IV.3.), se observó que dichos anticuerpos

reconocíande manerasimilar la nisinaA de lascepasde £ lactis BB24 y 018 y la nisina

Z dela cepaL. ladis CNRZ15O. Los anticuerposno mostraronreaccionescruzadascon
el control negativode L lacñs M01614, no productorde nisina, aunquese detectóuna
pequeñareactividad(del 11 y del 18% respectivamente)con los sobrenadantesde P.

e
acidilacrici 347 (productor de pediocina PA-1) y P. acidilacrici L50 (productor de

pediocinaL50).

e

a

a

a

a
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Figura IV. 13. Especificidad de los anticuerpos monoclonales producidos por
el hibridoma 5G8, frente a la nisina A vehiculada en PBS (e)

y en MRS (U) y frente a la nisina Z en PBS (O) y MRS (O),
determinada por un ELISA.CD II. Cada punto corresponde al valor

medio de los triplicados de cada determinación.
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Resultados

Tabla IV.3. Inmunidad cruzada de los anticuerpos monoclonales del
hibricloma 5G8, frente a los sobrenadantes de diversas
cepas productoras de bacteriocinas, utilizando un formato
de ELISA-CD

Microorganismoa Densidad optica a Reactividad
cruzadad

Lactococuslactis BB24(nisinaA) 0,505±0,04 100

Lacrococcuslacris G18 (nisina A) 0,576±0,07 94,75

Lacrococuslactis CNRZL5O(nisinaZ) 0,529±0,02 98,38

Lactococcuslacris MG1614 1,903±0,08 0

(no productor)
Lacrobacillussa/ce148 (lactocina5) 1.843±0,08 1,53

F>ediococcusacidilactici 347 1,710±0,02 11,33

(pediocinaPA-1)
PediococcasacidilacticíL50 1,613±0,10 18,47

(pediocinaL50)
8Bacteriocinaproducidaentreparéntesis.bD.O.M)s del control= 1,864. CLOs resultados
son el valor medio de las muestrasanalizadaspor triplicado. dReactividad cruzada
definidacomo[(inhibiciónproducidaporel sobrenadanteanalizado1 inhibición producida
porel sobrenadantede L.lactis BB24) x 1001.

Asimismo, todos los clones seleccionadosderivados del hibridoma 2Db,

reconocierona la nisina A de manerasimilar al emplearsus anticuerpospurificadosala
dilución 1/1.000en un ELISA CD-U (figura IV.15.). Al evaluarla especificidadde los

anticuerpos monoclonales de los 10 clones frente a la nisinaZ, se observó que todos ellos

reconocían a esta variante, pero en menor grado que a la nisina A, como se deduce de los

resultadosde la tablaIV.4. El límite de deteccióndel ELISA-CD tipo U fue de 0,01 ¡sg
nisina/mí en los mejores clones y la concentración de nisina pura necesaria para producir

un 50%de inhibición de la unión del conjugado con el anticuerpo, estuvo en el rango de

0,9 a 1,45 ¡sg/ml (con una mediade 1,18 ¡sg/mi) para la nisina A y de 3 a 5,1 (con una
media de 3,75) para la nisina Z.
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2 3 4 5

Log nisina A (ng/mí)

Figura ¡ViS. Especificidad frente a la nisina A de los anticuerpos
monoclonales de los clones derivados del hibridoma 2Db,
determinada por un ELISA-CD II. Clones AB2 (e), ADS (O),
ADíO (U), BF2 (O), BFÓ (A) y BFlO (A). Cada punto corresponde al

valormediode los triplicadosde cadadeterminación.
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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

50 ng/mI
nisinaA nisinaZ nisinaA

4,0 2,5 26.9
7,6 1,8 37,6

7,9 3,2 33,5
5,4 0,1 31,1
6.8 2,5 33,0
7,7 3,7 38,9

% Inhibición

500ng/ml

nisinaZ
8,0
14,8

11.3

10,9
12,8

14,0

nisina A

77,5

79,8

69,6
74,8

77,8

78,1

5000ns/ml

nisina Z
43,8

61,1

45,7

46,2
46,2
60.1

Tambiénse determinóla reactividadde una mezclahomogéneade los anticuerpos
producidos por los diferentes clonesseleccionados,frentea los sobrenadantes de distintas

cepasproductorasde bacteriocinas.Comoseobservaen los resultadosde la tablaIV.5..

los anticuerposutilizadosreconocierontanto alas cepasproductorasde nisina A como a
las de nisina Z sin ningunadiferenciasignificativa y no mostraronuna reaccióncruzada

con el sobrenadantede la cepa de L lactis M01614, no productorade nisina. La
reactividadconlos sobrenadantesde las otrascepas,fue de 7,7%, 3,7% y 3,1% para la
lactocinaS, pediocinaPA-l y pediocinaL50, respectivamente.

Clon

AB2
AD8

ADíO
BF2
BF6
EF 10
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u

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

Microorganismoa Densidad optica a 405h,c Reactividad

cruzadad

LactococusladisBB24(nisinaA) 0,398 100

Lactococcuslacris G18 (nisina A) 0,471 89,7

Lacrococcuslactis 5876(nisina A) 0,451 92,5

Lacrococcuslacás ATCCI1454 0,545 79,0

(nisinaA)
LactococusladásCNRZ1SO(nisinaZ) 0,480 88,4

Lacrococcu.slaczisMGl6l4 1,105 0

(no productor)

Lacrobacillussa/ce148 (lactocina5) 1,040 7,8

Pediococcusacidilacrici 347 1,068 3,7

(pediocinaPA-1)
Pediococcusacidilacrici L50 1,072 3,2

(pediocinaL50)
aBacteñocinaproducidaentreparéntesis.bD.04u)sdel control = 1,094. eLos resultados

son el valor medio de las muestrasanalizadaspor triplicado. dReactividad cruzada
definidacomo[(inhibiciónproducidaporel sobrenadanteanalizado1 inhibición producida
porel sobrenadantede LlacrisBB24) x 100].
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IV.6. IDENTIFICACIÓN DE LOS DETERMINANTES ANTIGÉNICOS
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS POLICLONALES Y
MONOCLONALES OBTENIDOS

En la identificación de los epítopos reconocidospor los distintos anticuerpos
policlonalesy monoclonalesobtenidos,seutilizó un ELISA-CD en el que las muestrasa
analizarcompitieroncon la nisinaA conjugadaala peroxidasaporsuunión al anticuerpo.
Las muestrasanalizadasfueron los sobrcnadantesde microorganismosmodificados

genéticamente,productoresdevariantesde lanisina (tabla111.2.), susvariantesgenéticas
purificadasy otros fragmentosobtenidospordegradacióno roturaenzimática,asícomoel
lanúbióticosubtilina (tabla 111.4.). Los sobrenadantesse analizaron con el anticuerpo
monoclonaldelhibridoma5G8,mientrasquelas correspondientesvariantespurificadasy

el restode loscompuestoscitadosse analizaroncon los anticuerposmonoclonalesde los
hibridomas5G8 y ADíO y con los policlonalesdel liquido asciticodel ratón I.B. En el
casode losanticuerposmonoclonalesseempleóun ELISA-CD tipo II, mientrasquecon
los policlonalesseutilizó un ELISA-CD tipo 1. Las dilucionesde anticuerposempleadas
fueron de 1/2.000 para el anticuerpomonoclonal purificado del hibridoma 5GB, de
1/1.000parael clon ADíO y de 1/200 para los anticuerpospoliclonalespurificados del
líquido ascítico.

Los resultados obtenidos con los sobrenadantesde los microorganismos

modificados genéticamentey analizadoscon el anticuerpomonoclonal del hibridoma
5GB. semuestranen la tablaIV.6. Deellos,convieneconsiderarlo siguiente:

(a). Comocabíaesperar,las cepasMG1614 (control negativo), F17487 y F17990, no
productorasde nisina, no sonreconocidasporel anticuerpo.

(b). La sustituciónde la DHA del primeranillo (posición5) por unaAla (cepaF18070),

originaunainhibiciónmenorde la unión del conjugadode nisA-HRP al anticuerpo,
mientrasque la modificaciónde la DHA de la posición 33 (cepaFIS198), apenas

afectaadicha inhibición.La sustituciónde ambasa lavez (cepaFIS199), origina una
desaparicióncasi total de su reconocimientoporel anticuerpo.

(c). La inducción de la cepa118438 con nisina, determinala producciónde la prenisina

(nisina maduraunida al líder) quees reconocidapor el anticuerpomonoclonaldel
hibirdoma 5GB. La cepaF18532 no es reconocidacomo productorade nisina A,

aunqueen estecasono seindujoconnisinaparafavorecersu producción.
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u

Tabla IV.6. Reactividad del anticuerpo monoclonal del hibridoma 5GB u.

frente a los sobrenadantesde cepas modificadas genéticamente
productoras de variantes de la nisina A, utilizando un formato

de ELISA-CD. 0

Microorganismo8 DensidadOptica Reactividadcruzadad

____________________________________ a_405_nmb,C ____________________

L. ladtis H5876 (nisinaA) 0,371±0,03 100
L lactis MG1614(np) 1,300±0,01 0 u

L. lacris F17847(np) 1,042±0,02 2,9
L. lacris H7990(np) 1,112±0,03 0 —

L. lacris F18070(DHA 5 A) 0,879±0,006 26,5
L. ladásFIS198 (DHA 33 A) 0,468±0,01 86,0

a
L. locris F18199 (DHA 5,33A) 1.035±0,02 3,9
L. lactis F18438 (np AnisP) 1,078±0,02 0
L. lacris F18438inducidoe(prenisina) 0,379±0,01 98,9 a
L. lacris F18532(n.p.AnisP,AnisC) 1,083±0,005 0
aym.iante producida enue paréntesis; np, no productor. bD.O.

405 del blanco =

1,062±0,01.CLosresultadossonel valormediodelasmuestrasanalizadaspor triplicado.
dReactividadcruzadadefinidacomo[(inhibiciónproducidapor el sobrenadanteanalizado
1 inhibición producidapor el sobrenadantede L actts F15876) x 100]. ~Esnecesario u.

inducirla secreciónde la variantegenéticacon 100 ng/mlde nisina.

a

a

Asimismo, los resultadosobtenidoscon las variantesgenéticaspurificadas.con
otros fragmentosobtenidospor degradacióno rotura enziniáticay con el lantibiótico
subtilina, analizadoscon los anticuerposmonoclonalesdel hibridoma5G8 y del clon m

ADíO y por losanticuerpospoliclonalesdelliquido ascíticodelratónLB., semuestranen

la tablaJV.7.

u.
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Resultados

y

De los resultadosde estatablaparael anticuerpomonoclonal del hibridoma 5GB,
convienedestacarlo siguiente:

(a). El fragmento 1-12, que consta sólamentede los anillos A y B. sigue siendo
u

reconocidopor el anticuerpo;el 1-20. queconstade los anillosA, B y C, tambiénes
reconocido.La ausenciade los anillos D y E en el fragmento 1-20, no afecta a la
interacciónantígeno-anticuerpo.

(b). La variantepurificadaDHA 5 A, manifiestaun cierto descensoen su reconocimiento —

porel anticuerpo,aunqueno tanmarcadocomo el observadocon el sobrenadantede
sucepaproductora;la varianteDHA 33 A, apenasafectaal reconocimiento,mientras u
quela DHA 5,33A, determinaun descensosignificativo de sureconocimientopor el
anticuerpo,de maneraanálogaa lo que ocurríacon los sobrenadantesde las cepas

u
productoras.

(c). Las modificacionespuntualesde las variantesKI2L y H27K, afectanen cierto grado —
a su reconocimiento,mientrasla destruccióndel anillo A en la varianteDesSA.la,
originada por degradaciónmolecular, determina una pérdida casi total de su u.

reconocimientoporel anticuerpomonoclonaldelhibridoma508.

e
(d). La subtilina, cuyos anillos A, B y C son prácticamenteigualesa los de la nisina,

exceptolos residuosdelas posiciones4 (Gluen vezde Ile), 12 (Val enlugar de Lys)
u.

y 19 (Aba en vez de Ala), es reconocida por el anticuerpo monoclonal del hibridoma

5GB, casicomosi fuerala nisinaA.

(e). La secuencialíder apenasmuestrareactividadcruzada,de lo quese deduceque el
reconocimientoobservadoen el sobrenadantede la cepaF18438 inducida,se debea a

la parteactivadela prebacteriocina.

Respecto de los resultadosde la tabla IV.7., obtenidos con el anticuerpo
e

monoclonaldelclonADíO, convienedestacarque:

(a). A diferenciade lo ocurrido con el anticuerpomonoclonal del hibridoma 5GB, el
fragmento 1-12, que constade los anillos A y B, apenases reconocidopor el
anticuerpomonoclonaldel clon AD 10, mientrasqueel fragmento1-20, que incluye —

ademásel anillo C. es reconocidoun poco mejor. Los fragmentos1-31 y 1-32, se
reconocende maneraanálogaa la moléculacompleta,lo que sugierequelos últimos
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tres aminoácidos de la nisina A, no se incluyen en el epítopo que reconoce el

anticuerpo monoclonal ADíO.

(b). Las variantes DHA5A y DHA33A, manifiestan un cierto descenso en su

reconocimientopor el anticuerpo monoclonal ADíO. La desaparición de los dos

residuosde DHA enla varianteDHAS,33A,determinauna disminuciónconsiderable
de su interacción con el anticuerpo.

(c). Lasmodificacionespuntualesdelas variantesK12L y H27K, afectana su interacción
conel anticuerpo,en mayor medidala delresIduo27 en dondela Lys sustituyea la
His. Aslmismo,adiferenciade lo que ocurreconel anticuerpomonoclonal5GB, la
rotura del anillo A en el producto de degradaciónDesSAla, no modifica el
reconocimientoantígeno-anticuerpo.

(d). Por el contrario, la subtilina, cuyasprincipalesdiferenciascon la moléculade nisina
radicanen la mitadposteriorde la molécula,reaccionaen muchamenormedidaconel

anticuerpomonoclonaldelclon ADíO.

Respecto a los resultadosde la tabla IV.7. obtenidos con los anticuerpos
policlonalesdel líquido ascíticodelratónI.B., seobservaque:

(a). Si bien los anticuerpospoliclonales reconocen en cierta medida a todos los
fragmentos,aquelloscorrespondientesala primeramitadde la molécula(fragmentos
1-12 y 1-20), sonreconocidosen menorgrado.

(b). La modificacióndel residuode DHA en posición5, afectaal reconocimientode la
moléculaenmayormedidaquela dela posición33, mientrasque la modificaciónen
ambasposiciones(nisinaDHA5,33A),disminuyemuchosureactividad.

(c). La rotura del anillo A en el productode degradaciónnisina 1-32 DesSAla, también
determinauna disminuciónconsiderablede su reconocimientopor los anticuerpos
policlonalesutilizados,mientrasque la subtilina muestra una pequeñareactividad
cruzadarespectode la nisinaA.
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Resultados

IV.7. APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS ANTINISINA A
DESARROLLADOS

7.1. Evaluación del crecimiento de L. lactis BB24 y seguimiento de la
producción de nisína. empleando anticuerpos noliclonales obtenidos
de líquido ascítico

Paraello, un cultivo de L. lactis BB24 de un inóculo inicial de 1 x lO~ ufc/ml, se

desarrollóencaldo MRS durante72 horasa32 0 C y cadados horassedeterminaron,por
duplicado,las unidadesformadorasde colonias(ufe) mediantesu recuentoen placa, su
actividad antimicrobianamedianteun ensayode difusión en agary la cantidadde nisina
producidamedianteun ELÁSA-CD 1, empleandolos anticuerpospoliclonalesobtenidos

del liquido ascítico del ratón I.B. a la dilución 1/100. Los resultadosobtenidos, se
muestranen la figura IV.16.

En la figura citada, observamosque con el ELISA-CD se comienzaa detectar
nivelessignificativosde nisinaa partir de las 6 horas,mientrasqueconel testde difusión
en agar, los halos de inbibici6n se observana partir de las 8 horas. La máxima
producciónde bacteriocinasedetectóen ambostestsentrelas 14 y 16 horas,coincidiendo

con el comienzode la faseestacionaria.A partir de estemomento,la concentraciónde
nisinadetectadadecrecióligeramente.

7.2. Detección y cuantificación de la nisina A en un aneso de untar

.

emoleandoel anticuerpomonoclonalADíO

Paraevaluarla capacidaddel anticuerpomonoclonaldel clon ADíO de detectarla
nisinaA en los alimentos,seañadieronconcentracionesde 0, 250, 1.250y 5.000ng/g de
nisina A pura a muestrasde un queso de untar comercial y tras su extracción, se
determinósuconcentraciónmedianteun ELISA-CD 111.

La extracciónde nisina de las muestrasse repitió durantetres días y cadadía se

prepararony extrajerontriplicadosde cadaconcentración,con el objeto de calcular el
coeficientede variacióninter- e intraensayo.La recuperaciónse estimópor un ELISA-
CD, al extrapolarlas absorbanciasde las muestrasen una curva patrón, obtenida
añadiendoconcentracionesde nisina A purade 10 a 5.000 ng/ml aun extractode queso
libre de nisina, obtenidopor el mismo procedimiento.Los puntosde la curvapatrón se

ajustarona una curva de regresiónmedianteun programainformático de tratamientode

datos incorporadoal lector de placas.Como se observaen la figura IV.17., no se

183



e,

Resultados

u

u

u.

u

u.

a

0 12 24 36 48

Tiempo(h)

-100

a

Figura IV.] 6. Curva de crecimiento de Lactococcus lactis BB24 en caldo
MRS y producción de la nisina A, detectada por ADT (•) y
mediante un ELISA-CD ( O), empleando los anticuerpos

policlonales obtenidos del liquido ascítico del ratón I.B.
Unidadesformadorasdecolonias(e).
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observaron diferencias significativas al emplear como vehículo en la curva patrón el

extracto libre de queso,obteniéndoseuna respuestaen el ELISA similar a la obtenida
cuandola nisinasevehiculaen el tampónPBS. Asimismo,los resultadosde la extracción
se muestranen la tabla IV.8., en la que se observaque los valores medios de
recuperaciónde la nisina fueron de 130, 120 y 98%, respectivamente,para las
concentracionesde 250, 1.250y 5.000ng nisinalg.La recuperaciónmediafue del 116%,

el coeficientede variaciónintracnsayomediofue del 13,3%y el interensayodel 14,1%.

loo

80

‘o
e.>
n

60

40

20

0

LognisinaA (ng/mí)

Figura IV.17. Curvas estándar de la nisina A vehiculada en PBS (O) y en un
extracto de queso (e ), obtenidas mediante un ELISA-CD.

Cada punto de la gráfica representa e] valor medio de los triplicado de cada

determinación. Los valores máximos de absorbancia fueron de 2,0 para la

nisina en PBSy de 1,9 para la nisina en el extracto de queso.
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Resultados

7.3. Purificación de la nisina por cromato2raffade inmunoafinidad

El anticuerpo monoclonal específico frente a la nisina A, obtenido de líquido
ascíticoy producidopor el clon ADíO, también se empleó en la construcción de una

columnaquepermitiesela purificacióndela nisina A en un sólo paso, por cromatografía
de inmunoafinidad.

Unavezconstruidala columnadela maneradescritaen la sección111.2.10.3.1..se
determinóel gradode unióndelos anticuerposala columnacomparandola absorbanciaa
280 nm de la solucióndel ligando antesy despuésde la reacciónde conjugación,previa
eliminación de la hidroxisuccininjida liberada durante la conjugación, que también

absorbeluz a esta longitud de onda. De estamanera,se calculó queel 16,5% de los
anticuerposno seconjugaron,o. lo quees lo mismo, que el 83,5% de los anticuerpos
utilizados quedaronunidos a la columna. Ya que la cantidad total de anticuerpos
reaccionantesfue de 10 mg, fueron 8,3 mg los que se conjugarona la matriz de la

columna.

Inicialmente se comprobó el funcionamiento de la columna, inyectando

concentracionesconocidasdenisinapuraen el tampónPBSy determinandosu capacidad
de retención.Paraello, sepasaronmuestrasde 1 ml conO, 1.000 y 10.000 ng de nisina
puray se analizó la actividad antimicrobianade todas las fraccionesprocedentesde la
purificación (inyección, lavado y elución) mediante un test de difusión en agar,

empleandocomo microorganismoindicador a Pediococcusacidilacticí 347. Como se
observaen la figura IV. 18., la actividad antimicrobianase detectó solamenteen las
fraccionesde elución,sin quehubierap¿rdidasde nisina durantela inyeccióno el lavado

de la columna.

Unavezcomprobadoel funcionamientode la columna,se procedióa determinarsu
capacidadde purificar la nisina A del sobitnadantedel microorganismoproductor
Lactococcus lactis BB24. Para ello, 10 ml de sobrenadantedel microorganismo
productor, libre de células, filtrado y neutralizado, se inyectaron en la columna,

recogiendolas fraccionesresultantesde la inyección, lavado y elución para medir su
absorbanciaa 280, 254 y 220 nm, su actividadantimicrobianamedianteun ensayoen
placas microtituladoras y para determinar la concentración de nisina medianteun ELiSA
CD II. El proceso de purificación se repitió varias veces y los resultados más
significativos se muestran en la figura IV. 19., en la queseobserva,tanto en la actividad

antiniicrobiana, como en la cuantificación de nisina, que la mayor parte de la bacteriocina

permaneceretenidaen la columnay serecuperaen las primeras fracciones de la elución.
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e

La máximaactividadantimicrobianay concentraciónde nisina, coincidieroncon un pico

de eluciónde máximaabsorbanciaa 220 nm. No obstante,tambiénse detectóuna ligera
pérdida de nisina en las fracciones correspondientes a la aplicación de la muestra y en las

primeras fracciones del lavado.
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Figura IV.] 8. Actividad antimicrobiana de las fracciones resultantes de la

cromatografía de inmunoafinidad al aplicar concentracionesde
1000 (0) y 10.000 (U) ng de nisina/ml. Tras la inyección (1), la
columnaselavócon3 mIde PBS (Li a L3) y la nisinaretenidasecluyó
con4 ml del tampón de elución (El a £4).

2

e’

E

A
o1-
ci

a
ci

1.5

1

0.5

e

e

o

a

e

e

e

e

e

e

u.

188 a



Resultados

l.5

1

‘-4

o‘o

0.5

o

Figura IV.19.

12500

10000

e’
7500

5000 .E
z

2500

o

3000

5000

4000
¿

4-.
‘o
‘o

2000
e.>

1000

o

Purificación de la nisina A de un sobrenadante de L. lactis

BB24, mediante cromatografía de inmunoafinidad. Absorbancia

de las fraccionesa 220(D) y a280(0). Actividad antimicrobiana(U.B.)
(O) determinadaporun ensayoen placasmicrotituladoras.Concentración
de nisinaA (A), determinadapor un ELISA-CD en la quecadapuntode la
gráficaesel valormediodelos triplicadosde cadadeterminación.

F6
Lavado

Fracciones

HÓ Eh E16
Elución

189



mt

Resultados

*

Con los resultadosobtenidosde varias purificaciones,se construyóuna tabla de

purificación (tabla IV.9.), en la que el rendimientode la purificación, respectoa la
cantidadde nisina pura recuperada y determinada por un ELISA-CD, fue del 85,3±

12,6%,conun incrementode la actividadespecíficade 10 veces,respectode la de nisina
del sobrenadante del microorganismo productor. La cantidad media de nisina purificada,

determinadapor un ELISA-CD fue de 32.475±1.214 ng por 10 ml de cultivo (3,24 ~íg
por ml de cultivo purificado) o de 32.547±1.887 ng por 10 ml de cultivo, segúnel
coeficiente de extinción molar.

ml

La purezade la nisinaobtenidapor cromatografíade inmunoafinidad,se determinó

inyectándolaen la mismacolumnade fase reversaintegradaen un sistemade FPLC, e
empleadaen el procedimientode purificaciónde la nisina descritoen la sección111.2.3.
Como controles internos, se myectaron también en la columnael mismo volumen del

e
tampón de elución (glicina-HCI) y unamuestracon unacantidadequivalentede nisina
pura estándar (34.000ng), en el mismo tampón.La elución se monitorizó registrandola

e
absorbancia de todas las fraccionesa 254 nm. De los resultadosobtenidos,se observa

quetanto la muestra purificada por cromatografía de inmunoafmidad,como el control de
nisina, mostraronun pico máximo de absorbanciacoincidente con un gradiente de
isopropanoldel 36% y con un pico único de actividad antimicrobiana (figura IV.20).

Además, el pico de la muestracoincidió tantoen situacióncomo en tamaño,conel picode e
la usina control. Los picos de absorbanciaadicionales,resultaron proceder de la
absorbanciainespecíficaproducidapor el tampónde glicina-HCI empleadoen la elución,
no detectándose ningún otro pico de absorbanciaadicional.
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Discusión

VA. PURIFICACION DE LA NISINA A

La precipitaciónconsulfatoamónico,seguidade la utilización sucesiva de diversas

cromatograflas, se ha empleadoconéxito en la purificación a homogeneidadde muchas
bacteriocinas(Murianay Luchansky,1994; Cintaset al., 1995). Esta metodologíaseha
utilizado también en nuestro laboratorio en la purificación de la nisina A de la cepa deL.

lactis BB24 de origen cárnico (Rodríguezetal., 1995). En este trabajo. la nisina A se
purificó a homogeneidadparautilizarlacomo el inmunógenoen la inmunizaciónde los
animalesy en la preparación de los conjugados para los inmunoensayos.Sin embargo,
aunquesu purificación de los sobrenadantesde la cepaproductorapermitió la obtención

deunanisinaconun alto gradode purezay unarecuperaciónconsiderablede su actividad
antimicrobianainicial (figura lvi.), trasrealizarnuevepurificaciones,lacantidadtotal de
nisinaobtenida(1.039 mg) fue claramenteinsuficienteparacubrir nuestrasnecesidades,

por lo que, fmalmente, 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 inmunogenicidadse definecomola capacidadde unamoléculade inducir una

respuestainmune, lo quedependede su estructuraquímicay de su capacidadde ser

reconocidaporel organismocomounasustanciaextraña.El tamañomolecularmínimo de
un inmunógenooscila entre 3.000 y 5.000 D, las sustanciasque poseenun tamaño
inferior sedenominanhaptenos,es decir, sustanciascapacesde unirse a un anticuerpo

pero incapaces,por sí mismas,de desencadenarunarespuestainmune. Parafacilitar su
inmunogenicidad,los haptenosse conjugana otras sustanciasdenominadasmoléculas
portadoraso vehiculadoras,con propiedadesinmunógenas.Fue Landsteiner (1945),
quien demostró la posibilidad de producir anticuerpos frente a moléculasde pequeño

tamalio molecular al unirlas covalentemente a una proteína inmunógena.

El tamañomolecularde la nisina A (3.353 D) determinóque la considerasemos
comoun hapteno,esdecir, unamoléculaque, poseyendodetenninantesantigénicos,por
sí solano escapazde desencadenaruna respuestainmune. Hastala realizaciónde este

trabajo,los estudiossobre la inniunogenicidady el desanollode anticuerposfrente alas
bacteriocinaseran escasos.Falaheeaal., (19%) obtuvieronanticuerpospoliclonalesde
oveja frente a la nisina A, mediantela conjugaciónde la nisina pura a la ovoalbúmina
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mt

(OA) porel métododel glutaraldehido.Tambiénsehan obtenidoanticuerpospoliclonales
en conejos empleando como inmunógeno la nisina libre, sin conjugar (Stringer et al.,

1995), aunquelos anticuerposobtenidos,empleadoscomo reactivos en un producto
cárnico fermentado, no detectaron la nisina libre y sólamente reaccionaron con las cepas

0’
de L lactis productoras de dicha bacteriocina.

Bhunia y colaboradores(1990), evaluaron las propiedadesinmunógenasde la

pediocina AcH (PA-l) en ratones inoculados con la bacteriocinasin conjugarmás un
adyuvanteoleosoy con la bacteriocinaconjugadaa la seroalbúminabovina (BSA) y con
el mismo adyuvante.Tambiénse determinósu inmunogenicidaden conejosinoculados
con la bacteriocinasin conjugarmásel AdyuvanteCompletoe Incompletode Freund. En a
ninguno de los casosse obtuvieron anticuerposséricos específicosfrente a dicha
bacteriocina No obstante, un poco más tarde, el mismo investigador obtuvo anticuerpos

policlonales y monoclonales frente a la pediocina RS2 que también reaccionaron frente a

la pediocina PA-l (Bhunia, 1994). Para ello una muestra paxciabnente purificada de la

bacteriocinase sometióa electroforesisen un gel de poliacrilaniiday, posteriormente,el
fragmento de gel con la pediocina purificada se utilizó como inmunógeno; las propiedades

adyuvantes del gel de poliacrilaniida se describieron por primera vez por Weintraub y
Raymond(1963).Un homogeneizadodelfragmentodelgel conla pediocinapurificadase

empleó como inmunógeno en la inoculación de los ratones, junto con el Adyuvante de
e

Freund y el compuesto poli(A) poli(U) como adyuvantes, siendo necesarias 12 semanas

para alcanzar una respuestasérica adecuada.También se intentó la obtención de
e

anticuerpos frente a esta bacteriocina,empleandocomoportadorescélulas inactivadaspor
el calor de Lactobacillus plantarum, a cuya superficie se adherían las moléculas de

bacteriocina, pero esta aproximación no resultó exitosa.

En nuestrotrabajo, la nisinaA se conjugóa dos moléculasportadorasdiferentes,
paraevaluarla eficaciade cadauno de losconjugadosen la inducciónde la producciónde
anticuerpos específicos. Estos compuestosfueron la toxina colérica (TC) y la
hemocianinadel molusco Megadiura crenulan, denominadaKLH (del inglés, keyhole

limpet haernocianin).

e
La toxinacolérica,unaproteínaenterotoxigénicaproducidapor Vibrio cholerae, ha

demostrado poseer propiedades adyuvantes administrada oral o sistémicamente con otros a

antígenos (Liang et al., 1989; Lycke y Holmgrem, 1986, 1987). Además, su tamaño
molecular (unos 85 kDa) permite su empleo como molécula portadora, lo que se facilita

por la presencia en la molécula de un número equivalente de lisinas disponibles para la

conjugación, parecido al de otras moléculas portadoras como la seroalbumina bovina a
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(BSA). De este modo, se ha empleado con ¿xito anteriormente en la obtención de

anticuerpos policlonales frente a diversos haptenos (Silban etal., 1989;Azcona-Oliveraet

aL, 1992; Abouzied el al., 1993; Chu el aL, 1995). Aunque el mecanismo por el que
ejerce su actividad adyuvanteno se conocecon precisión, se sabe que estimula la

presentacióndel antígenoy la producciónde interleukina 1 (Bromanderel al., 1991).
Además de sus propiedades adyuvantes, la rapidez del procesode inmunizacióny la
inducción de una respuesta rápida y eficaz con dosis pequeñas de inmunógeno y de la

toxina colérica (Azcona-Olivera eta!, 1992;Abouziedelal., 1993)aconsejaronquedicha
molécula se seleccionan como molécula portadora de la nisina A, puesto que la cantidad

de antígeno disponible era limitada.

La hemocianinaKLH del moluscoMegcnhuracrenulata,es uno de los compuestos
másempleados como molécula portadora. Esta molécula se caracteriza por inducir una

fuerte respuesta inmune, debido a ser unamoléculaextrañapara el organismoanimal y
poseerun elevadotamañomolecular(4,5 x 10~-1,3x ío~ D), ademásde poseerun gran
número de lisinas disponiblespara su conjugaciónpor sus grupos amino. Su gran
tamaño,sin embargo,limita susolubilidady poseedeterminantesantigénicosque pueden
enmascarara los delhapteno.

La albúmina sérica bovina (BSA) es una proteína de menor tamaño, moderadamente

inmunógena,con una buenasolubilidad,varias lisina disponiblesy barata,que se ha
empleadotambiénen muchasocasionescomomoléculaportadora.Sin embargo,cuando
se empleó como molécula portadora en la obtención de anticuerpos frente a la pediocina

AcH (o PA-l), no seconsiguióla obtencióndeanticuerposséricosespecíficos(fihunia e:

al., 1990). En otrasexperienciascon otros haptenos,los resultadoscon esta molécula
portadora han sido también negativos (Azcona-Olivera et aL, 1992; Abouzied e: al.,

1993).

La nisinaA tambiénseconjugóala ovoalbúmina(OA) y a la peroxidasade rábano
(HRP) como reactivos necesarios en los ensayos inmunoenziniáticos (ELISA); así, el

conjugado nisA-OA se utilizó para tapizar las placas en el ELISA indirecto y en el ELISA

competitivo indirecto y el conjugadonisA-HRP se utilizó comoreactivo en el FUSA
competitivo directo. La ovoalbúmina constituye el 75% de la proteína de la clara del

huevo, contiene 20 lisinas y se emplea con frecuencia en la conjugación de los haptenos
para favorecer su adhesióna las placas de poliestireno empleadasen los ensayos
inmunoenzimáticos,puestoque los péptidospor si mismos no se adhierenbien a la

superficiede los pocillos de las placasmicrotituladoras.La nisinaA tambiénse conjugóa
la peroxidasade rábano por el método del periodato(Nakane y Kawoi, 1974) para
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utilizarla enel desarrollode un inmunoensayodel tipo competitivo directo.

La preparación de conjugados apropiados es vital en la obtención de anticuerpos
con la especificidad y afmidad deseadas y en el desarrollo de los métodos

einmunoenzimáticos(ELISA) apropiados.La reacciónde conjugaciónno debemodificarla

inmunogenicidaddelhapteno,esdecir, suo susdeterminantesantigénicosno debenestar
implicadosen la reacciónconlamoléculaportadora.Además,con el fin de obtenerunos e

anticuerposespecíficosy afines, tampocodeben implicarse en la conjugaciónlos grupos
responsables de la diferenciación de esta moléculacon moléculasrelacionadas.Por otro u

lado, en el caso de los inmunoensayos competitivos, para evitar que los anticuerpos

resultantesreaccionencon el puentede unión y conel fm de aseguraruna competición a
eficientey ecuánimeentreel haptenolibre y el conjugadoala peroxidasade rábano, el
métodode conjugacióndel haptenocon la HRP debeser distinto al empleadoparasu
conjugaciónalas moléculasportadorasutilizadasen la inmunizaciónde losanimales.

Los grupos reactivosque participanen las reaccionesde conjugación son los U

radicales ionizables de algunos aminoácidos. En solución acuosa, las proteínasposeenlos

radicales hidrófobos de los aminoácidos (radicales alquilo) haciael interior de la molécula
y, por lo tanto, estos grupos no suelen ser reaccionantes.Por el contrario, son los

radicaleshidrófilos delexteriordela proteínay, por lo tanto, expuestosal medio acuoso,

los disponibles para participar en las reaccciones de conjugación. Los grupos hidrofílicos

de las proteínasquímicamenteactivos son esencialmenteocho: (1) el grupo amino del
u.

extremo N-terminal de la molécula y los grupos E-amino de las lisinas, (2) el grupo

sulfidrilo de las cisteinas, (3) el radical tioéterde las metioninas,(4) el grupo carboxilo
del extremo C-terminal de la proteína y el grupo I~ y ‘y-carboxio de los ácidos aspárticoy

glutámico, respectivamente, (5) el radical fenol de la tirosina, (6) el grupo imidazol de la

histidina,(7) el grupoguanidiode la argininay (8) el grupoindol del triptófano.

De los radicales citados, los cinco primeros son los más reactivos y, de entre ellos,
los gruposa-amino de las usinasson los más abundantesy accesibles.Son, además,

buenos radicales nucleofílicos y reaccionanfácilmenteconuna gran variedadde radicales
e

para formar uniones estables. Los grupos a-amino del extremo N-terminal de las

proteínas son también bastante reactivos. Dado que ambos radicales amino se encuentran
en la mayoríade las moléculaspeptídicasy debido a su facilidad parareacccionar,los

métodos de conjugación másempleados se basan en la utilización de estos grupos.

e

Para permitir la reacciónentre los grupos amino del hapteno y de la molécula
portadora,seutilizó comomolécula ligante el glutaraldehido,empleándoloen la reacción U
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de conjugación según el método descrito por Avraemas y Temynck (1969). El
glutaraldehído reacciona bifuncionainiente con los grupos amino de las dos moléculas.

originando a una unión covalente muy estable. No obstante, dicho método tiene como

inconvenientes que el puente de unión formado puede actuar como epitopo y que pueden

originarse uniones de los haptenos entre sí y de las moléculas portadoras entre si, así

como del hapteno con la molécula portadora a través de varios grupos amino
(acoplamiento), lo quepuedeimpedirunacorrectaexposicióndel hapteixoy dificultar que
se generenanticuerposfrente aél. Paraevitarlo, la reacciónde conjugaciónse restringe
añadiendounacantidadlimitantede glutaraldehido.La reacciónde conjugaciónse realiza
a 4 oc puestoque la conjugaciónes más rápida a temperaturasbajas, en un medio
tamponado y añadiendo el agente ligante gota a gota lentamente, para incrementar la

selectividadde la reaccióny disminuirla hidrólisis del glutaraldehido.Una vez terminada
la reacciónde conjugación,se realizauna purificaciónparcial del conjugado,eliminando
las moléculasde pequeñotamañoque no hubieranreacccionado,mediantesu diálisis
frente a un tampón de PBS.

En la conjugación de la nisina Acon la peroxidasa de rábano, la reacción se realizó

siguiendoel métododel periodato(Nakaney Kawoi, 1974). Paraello, la peroxidasase
activó inicialmente con el periodato sódico, que oxida los carbohidratos de la molécula

dando lugara grupos aldehido,los cualesreaccionancon los gruposaminodel hapteno
para dar lugar a la formación de bases de Schiff. Posteriomiente,el conjugadoresultante
seestabilizótrassureducciónconborohidrurosódico.

En la inmunizacióncon el conjugadode la nisina A con la KLH, se empleó, para
potenciarla respuestainmune,el AdyuvanteCompletoe Incompletode Freund. Dichos
compuestosfavorecenel desarrollo de la reacción inflamatoria, producen un incremento

de la respuestainmune y retardan el catabolismo del antígeno. La proporción
adyuvante:antlgenofue de 2:1, puestoque unaemulsiónde aguaen aceitees más eficaz
que unade aceiteen 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 MÉTODOS INMUNOENZIMATICOS

(ELISA) ADECUADOS
e.

Puesto que inicialinente se deseaba evaluar la posible inmunogenicidadde los
a

diversos conjugados sintetizados y se disponía de una cantidad limitada de antígeno, se
seleccionaron los ratones como los animales de experimentación en la obtención de los

correspondientes anticuerpos policlonales, al ser animales de fácil manejo y bajo coste y

económico.

a
Los ratones se inmunizaron con dos conjugados distintos: con el conjugado de

nisA-TC se inmunizó un grupo de 4 ratones por vía ip., mientras que con el conjugado

de nisA-KLH seinmunizaron4 ratonespor víaip. y otroscuatroporvía s.c. Aunque en

todoslos casos,los animalesmostraronun incrementode la respuestainmune a lo largo
ade las inmunizaciones,seobservarondiferenciasen el gradode inmunizaciónalcanzado,

así como en la especificidad y en la afinidad de los anticuerpos resultantes. De los

resultadosobtenidosy expuestosenel capítulodeResultadosde estamemoria,se deduce a
quemientrasquelos animalesinmunizadosconel primerconjugadoalcanzarontítulos de
hasta 6.400. necesitando una dilución del suero de 1/100 para detectar los anticuerpos

especificosmedianteun ELISA competitivo (directo e indirecto), los inmunizadoscon
nisA-KLH alcanzarontítulos de hasta25.600 y los suerosse diluyeron a 1/1.000 y
1/2.500 en los ensayoscompetitivos directos. Estos datos indican que la respuesta
inmune fue más fuerte y eficaz con este segundoconjugado. Por otro lado, en la

e
inmunización de los animales con nisA-TC (figura IV.2.) la afinidad relativa y la

sensibilidad de los anticuerpos fue baja, siendo necesarios más de 40~.tgdenisina/mípara
producir un 50% de inhibición tanto en un ELISA-CI como en un ELISA-CD, mientras

que en la inmunizacióncon la nisA-KLH en un ELISA-CD (figuras IV.3. y IV.4.),
fueron necesarias entre 0,5 y 5 ~.tgde nisina/mí para producir un 50% de inhibición.

Las diferenciasobservadasen el grado de inmunizaciónde los animalesy en la
a

afmidad y la sensibilidadde los anticuerposobtenidos,utilizando ambosconjugados,
podríandeberse,en primerlugaraque la dosisde inmunógenoconel conjugadode nisA-

e
TC (10 ~tgde conjugado por animal y dosis) fue menor que con el conjugado de nisA-

KLH (25 gg por animal y dosis), al poder inmunógeno de la propia proteína portadora o
al mecanismo de la repuesta inmune y de la presentación del inmunógeno, desarrolladas U

para cada uno de los conjugados. Resultados similares se han observado en experiencias

con otros haptenos;así Usleberg et aL (1994), describieron un incremento en la a
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sensibilidadde dos órdenesde magnitud en la obtención de anticuerpospoliclonales
frente a la fumonisinaB 1, empleandoun conjugadocon KLH en comparacióncon los
anticuerpospreviamenteobtenidoscon un conjugado de la micotoxina con la toxina
colérica(Azcona-Oliverae: aL, 1992).

En los animalesinmunizadoscon nisA-KLH (figuras IV.3. y IV.4.), la respuesta

inmunefue similar tanto en la inmunizacións.c.comoen la i.p.,si bien el segundogrupo

de ratonesdesarrollótítulos séricos ligeramentemás altos, empleándosela dilución
1/2.500en los inmunoensayoscompetitivos,mientrasque los primerosse emplearona
unadilución 1/1.000. En la primeray segundasangrías,los anticuerposobtenidosvía
ip. fueronmássensiblesquelos obtenidosvíasc.,sin embargoen la tercerasangría,(a
los 91 días del inicio de la inmunización) la sensibilidadde los segundosaumentó

considerablemente,superandola de los primeros.Este efectosedebe,probablemente,a
quela inmunizaciónsubcutáneaocasionaun efectomáslento pero másprolongadoen el
tiempo.

El desarrollo de un inmunoensayo de un formato apropiado que permita la detección

e identificaciónde los anticuerposespecíficosfrentea la nisina A, tambiénha constituido
un puntocrítico en el desarrollode este trabajo. El métododel ELISA competitivo fue

desarrollado inicialmente por Yalow y colaboradores (Berson et al., 1956; Yalow y
Berson, 1959. 1960) y se empleaen la deteccióny cuantificaciónde moléculasde
pequeño tamaño, que no pueden detectarse mediante un ensayo de tipo sandwich,dado
queésteessóloposibleparaantígenoslo suficientementegrandesparaunirseala vez con
dos moléculas de anticuerpos sin que existan problemas de interferencia estérica.

Además, los ensayoscompetitivos requierenuna concentraciónde anticuerposmuy
inferior. La concentraciónde antígeno de la muestra se cuantifica mediante una

competición entre el antígeno marcado o adsorbido a los pocillos de la placa y el antígeno

libre no marcado.Finalmente,la cantidad de antígenoo anticuerpomarcadounido a la
fasesólida,secuantificade maneraquela señalresultantees inversamenteproporcionala
la concentraciónde antígenode la muestraproblema.

Mientrasqueenel casodel conjugadonisA-TC, los anticuerposespecfficosfrente a
la nisina A se detectarontanto en un formato de ELISA-CI como en un ELISA-CD sin
diferencias significativas en la sensibilidadde los inmunoensayos,en el caso de la
inmunizacióncon nisA-KLH los anticuerposespecíficosfrente a la nisina solamentese

detectaron con un ELISA-CD. En el ELISA-CI desarrollado con estos anticuerpos

(resultados no mostrados), no se observó un descenso de la absorbancia al incrementar la
concentración del antígeno, es decir, el antígeno libre no disminuyó la interacción de los
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anticuerposcon el antígenoconjugado,Los resultadostampocomejoraron analizando
diversasdilucionesde los anticuerpos,desdela 1/100hastala 1/10.000.ni al ensayaruna
mayordilución delconjugadoanti-inmunoglobulinade ratónmarcado.En estecaso,la no
de detección de los anticuerpos específicos por un ELISA-CI podría deberse a (1) el suero
procedentede la inmunizaciónde los animalescon nisA~KLl-I podríaposeeranticuerpos

de elevadaafmidadque reconoceríanel puentede unión de la nisina con la molécula
portadora,formadoporel glutaraldehido,einterferir de estemodoen la competiciónentre
la nisina libre y el conjugadonisA-OA por la unión al anticuerpoy (2), la concentración
de antígenoempleadaparatapizar la placa no fue la adecuada:en estetipo de esayos,el
anticuerpotienemayortendenciaaunirseal antígenoadsorbidoala placa,puestoque éste
seencuentraen altasconcentracioneslocales,lo queincrementala avidezdel anticuerpoy
favorecela formaciónde unionesbivalentes,mientrasqueestainteracciónbivalentese
desarrollamás difícilmente con el antígenoen solución; por ello, quizás una menor
concentracióndenisiA-QA en lasplacaspodríahaberfavorecidola accióninhibidorade la

nisinalibre.

De los resultadosobtenidossededucequeesconvenienteunaseleccióncorrectade
la proteínaportadora,del procedimientode cojugacióny del formato de inmunoensayo

antecadasituaciónexperimentaly segúnlas peculiaridadesde cadabactenocina.

Conlos anticuerposprocedentesde la inmunizaciónde los ratonescon nisA-KLH,

el métododel ELISA-CD serevelócomoel máseficazy sensiblede detecciónde la nisina
a

A. La sensibilidadde esteinmunoensayodependede:(1) la concentraciónde anticuerpos
inmovilizadosenla fasesólida,(2) de la avidezde dichosanticuerposhaciael antígenoy

(3) de la actividadespecfficadel antígenoconjugadoa un enzima(Harlow y Lane, 1988). S

La optinúzaciónde este ensayorequierela selecciónde la concentraciónapropiadadel
anticuerpoy del antígeno conjugado, realizando diversas diluciones de ambos y —

comprobando la reactividad de las diversas combinaciones en ausencia del antígeno libre,

asi como con concentracionesdel antígenocorrespondientesa los valores de la curva e
patrón. Las concentracioneselegidas deben ser aquellas que originan los cambios
mayores y más reproducibles en la respuesta o señal, al incrementar la concetración del

u
antígeno. Los tiempos de incubación y la temperatura del ensayo también deben

optimizarse. En nuestro caso, los mejores resultados se obtuvieron empleando una

dilución de anticuerpos de 1/1.000 para los procedentes de la inmunización s.c. y una de u
1/2.500 para los resultantesde la inmunizaciónip.. junto con una dilución 1/500 del

conjugado nisA-HRP. El rango de concetraciones para el que se obtiene una precisión
aceptable es más limitado en este tipo de inmunoensayos que en los de tipo sandwich. Sin

embargo,el rangoaceptablede precisióny, por lo tanto, los límitesen la sensibilidaddel
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inmunoensayo, pueden modificarse empleando mayores o menores concentraciones del

antígeno o modificando las concentraciones de anticuerpo y antígeno conjugado

eánpleadas.

Falahee e:al. (1990) también obtuvieron anticuerpos policlonales frente a la nisina

A, inmunizandounaovejaconun conjugadode la nisinaA a la ovoalbúmina.A pesarde
tratarsede un hapteno,el formato de imunoesayodesarrolladocon estosanticuerposfue

un ELISA tipo sandwich, en el que el límite de detección fue de 0,019 U.L/ml, nivel de
detección ligeramente superior al límite detectado con el ELISA-CD desarrollado en este

trabajo (de 5 a 10 ng/ml o de 0,15 a 0,30 Ul.). No obstante,ademásdel formato del
inmunoensayoempleado,existen otras diferencias entre el método desarrolladopor

Falaheey el descritoen este trabajo. En primer lugar, para obtenersus anticuerpos,
Falaheeempleéun proceso largo de inmunización(9 meses),en contrastecon el aquí
descrito,quepermitela obtenciónde anticuerposespecfficosen menosde 8 semanas.En
segundolugar, en el primer métodofue necesariorecuperarde los inmunosueroslos
anticuerposespecíficosfrente a la nisina A, medianteuna columna cromatográficade

afinidad,conla matriz conjugadaala nisinaA, mientrasqueennuestrocasoestepasono
es necesario,puestoque el inmunoesayodesarrolladopermite la selección de los
anticuerposespecíficos,detectandoaquellosque compitenpor la unión al hapteno.Por

último, el consumode nisina A pura fue muy inferior en nuestrotrabajo,puestoque no
fue necesarioconstruirla columnadeafmidady porquelos requerimientosparainmunizar
a los ratones(de 10 a 25 ~xgpor ratón y dosis), son inferioresa los requeridospara
grandesanimales (de 0,5 a 1 mg por dosis). El consumode anticuerpostambiénes
inferioren el ELISA-CD en comparacióncon el ELISA tipo sandwich.Estasdiferencias
indican que el método descrito en este trabajo, probablementesea más factible y

econ6micoqueel empleadopor Falaheeen la obtenciónde anticuerpospoliclonalesy en
el desarrollode técnicasinmunoenzimáticas(ELISA) frenteaotrasbactenocmas.

Mientrasque las curvasresultantesde la detecciónla nisina A en el preparado

comercialde Nisaplin®y en PBSfueronsimilares,la curvaobtenidaen MRS mostró un
desplazamientohaciala derecha,lo que indica quepara las mismasconcentracionesde
nisina, el grado de inhibición fue mayor y, por tanto, mayor la sensibilidad del
inmunoensayo(figurasIV.5. y IVá.). Teniendoen cuentaquela solubilidadde la nisina

dependeen gran medidadel pH, siendomáximaa pH ácido y disminuyendoa medida
queel pHaumenta,la diferenciaentrelas curvaspatrónde la nisina A vehiculadaen PBS
y MRS podría debersea un efecto del pH, puestoque el menor pH del MRS (6,2)
favoreceríala solubilidadde la nisina frente al del PBS (pH 7,4). El pH podría incluso

determinarunamejorinteracciónentreel antígenoy los anticuerpos,afectandotambiéna
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la sensibilidad del inmunoensayo. Por otra parte, la presencia de Tween 80 en el medio

MRS tambiénpuedeinfluir, puestoque esta sustanciasurfactantereducela adhesiónde
a

las bacteriocinas a los materiales plásticos, favoreciendo su disponibilidad para competir

enel ELISA-CD (Huot a al., 1996).
a

Los anticuerpospoliclonalesobtenidosde la inmunizacións.c. de los ratonescon el

conjugado nisA-KLH, no solamente detectaron la nisina presente en distintos vehículos 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 lacás MG 1614 no
productorade nisina (tablalvi.). Los anticuerposobtenidos,por lo tanto, son también u
útiles en la identificación rápida y sensible de cepas de L. lactis productorasde nisina,

aunque no diferencian entre las dos variante de nisina, la Ay la Z, lo que podía esperarse
epuestoque ambasvariantesdifieren sólo en un aminoácidode su secuencia(el de la

posición 27). No obstante,tambiénse observó una pequeñareactividad cruzadacon
algunos sobrenadantesde cepas productorasde otras bacteriocinas (L sake y P. —

acidilactici), pero el grado de inhibición en caso de la presenciade nisina en los
sobrenadantesesconsiderablementesupenor.

El método ELISA-CD de detección de la nisina, resultó ser ligeramentemás
e

sensibleque el método tradicionalde detecciónde dicha bacteriocinapor la pruebade
difusiónen agar,permitiendola detecciónde la nisina desdeconcentracionesde 5 ng/ml

e
(figura IV.7.). No obstante,lo más destacablees la especificidadconsiderablemente

superiordel ensayoinmunoenzimáticofrente al microbiológico, en el que los halos de
inhibición resultantespuedendebersea la presenciaen las muestrasde otros factores O

antimicrobianos.

e

e

e

e
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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 sanguíneo de los ratones es pequeño y, por tanto, la

cantidad de anticuerpos policlonales en el suero limitada, para obtener una mayor cantidad
de anticuerpos se procedió a su producción en el líquido ascítico de los ratones

inmunizados.Este procedimientofue descritoinicialmentepor Kurpisz y colaboradores,
en 1988.

Para ello, se emplearon dos grupos de animales, el primero se inmunizó con el
conjugado administrado con el Adyuvante de Freund y el otro sin Adyuvante. La

evaluaciónde los suerosdurantela inmunizaciónde los ratonesreveló la presenciade

anticuerpos especificos solamente en el suero de los animales inmunizados con el
conjugadomás el Adyuvante(figura IV.8.). Asimismo sólo se detectaronanticuerpos
especificos en el liquido ascítico de los animales de este grupo, lo que indica la

importancia del Adyuvante en el desarrollo de una respuesta inmune eficaz. Si bien

Kurpisz a al. (1988) no emplearonel Adyuvante de Freunden sus experienciaspor
considerar que este compuesto podía alterar la respuesta inmune y originar la aparición de

anticuerposno deseados(fundamentalmentefrenteacomponentesantigénicosde la pared
de las micobacterias),en su lugar emplearonel antígeno vehiculado en un gel de

poliacrilamida. En nuestro trabajo, el ensayo inmunoenzimático empleado (ELISA-CD)

permitió la selecciónde los anticuerposespecíficosfrenteala nisinaA y no se detectaron
interferenciasconotrosanticuerposposiblementepresentesenel liquido ascitico.

El volumende líquido ascíticoobtenidoconestemétodo (unamediade 7,4 mí), es
considerablementesuperiora la cantidadtotal de sueroque se obtienede un ratón (entre
0,5 y 1 mí). Generalmente, la concentración de anticuerpos policlonales obtenidos en

líquido ascítico no son mayores a los alcanzados en el suero (entre 2 y 10 mg/mi)

(Goding, 1993), pero este método tiene la ventajade que el volumen es mayor. Sin
embargo, en este trabajo, la concentración de anticuerpos en el líquido ascftico fue inferior
a la del suero,necesitandouna dilución 1/100 de los anticuerposen el inmunoensayo,

mientrasquecon el suero se podían emplear diluciones de 1/1.000 y 1/2.500. Los
anticuerpos resultantes analizados mediante un ELISA-CD (figuras IV.9. y IV. 10.)
mostraronuna sensibilidadsimilar a la de los anticuerposséricos,con un límite de
detección de entre 0,05 y 0,1 ¡tg/ml, siendo necesarios 1,9 gg/ml de nisina A para inhibir

en un 50% la unióndel conjugadoal anticuerpo.Dichosanticuerpostambiéndetectaronla
nisina de los sobrenadantes de las cepas productoras de nisina, tanto la A como la Z, sin
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reacción cruzada con el sobrenadante deL lacásMG1614,microorganismono productor

de nisina. Tampoco se detectó una reactividad cruzada significativa con el sobrenadante
de microorganismos productores de otras bacteriocinas, lo que indica que estos

anticuerpossoneficacesenel reconocimiento rápido y específico de cepas productoras de
e

nisina(tablaIV.2.).

a

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

La concentraciónde anticuerpospoliclonalesen el suerode los ratoneses limitada,
lo que se superó en parte desarrollando la alternativa previamente descrita, que permitió la

obtención, en menos de 8 semanas, de una cantidad mayor de anticuerpos al inducir su
eproduciónen el líquidoasciticode los ratonesinmunizados.No obstante,existentodavía

limitaciones para el empleo de forma rutinaria de los immunoensayosdesarrollados,

derivadas del carácter policlonal de los anticuerposutilizados: las cantidades de

anticuerpos disponibles son siempre limitadas y las características de los mismos

(sensibilidady especificidad),varíande unosaotros inmunosueros. e

Por ello, con el fin de disponer de una fuente ilimitada de anticuerposde
característicasuniformesy de naturaleza clonal y que, por lo tanto, reconocieran una sola

región (epítopo) de la molécula de nisina, se procedió a la obtención de anticuerpos
a

monoclonales.Paraconseguirlo,los ratonesseinmunizaroncon el conjugadonisA-KLH

por vía s.c., puestoque erael que mejoresresultadoshabíadado en las experiencias
anteriores. Los linfocitos del bazo de los ratones con la mejor respuesta inmunológica a
(figurasIV.1 1. y IV.12.), se fusionaroncon las célulasde mieloma de ratón de la línea

celularP3X63-Ag8.653en unaproporciónde 7,5:1 (linfocitos:células de mieloma). En la e

primerafusión,la eficacia de la misma (porcentaje de pocillos con hibridomas respecto al
númerototal de pocillos sembrados) fue del 99,8%. A los 11 días de la fusión, se

comenzóaanalizarel sobrenadantede los pocillosquemostrabancrecimientocelular.
e

Puesto que en los ratones inmunizados con el conjugado nisA-KLH, los

anticuerposespecíficosdel suero sólo se detectaron mediante un ELISA-CD, para analizar

los sobrenadantes de los hibridomas resultantes de la fusión, fue necesario diseñar un

nuevoinmunoensayoque nos permitierahacerlo de una manera más rápida, sin esperar

las 16 horas necesarias durante el primer paso del ELISA-CD, en el que los pocillos de e

las placas de ELISA se tapizan con los anticuerpos específicos. De este modo, se diseñó

el ELISA-CD tipo II en el que los pocillos de las placas se tapizaban previamente con un a
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anticuerpoespecificocomercial frente a la fracción Fc de las IgO de ratón, de manera que

al añadir el sobrenadante de los hibridomas a analizar, el inmunoensayo se realizaba en
unas dos horas y media. Además, con este tipo de inmunoensayo se realizó una selección

previade los hibridomasde maneraquesólosedetectaronaquellosproductoresde Igo.

De los hibridomasresultantesde la primerafusión,solamenteuno fue productorde
anticuerposespecíficosfrente a la nisinaA, sin embargoperdió su viabilidad durantela

donación, por lo que se realizó una segunda fusión con el bazo de otro de los animales

quemostrabauna buena respuestainmune. La eficaciade estasegundafusión fue del
50%, analizándoselos sobrenadantesde todoslos pocillos con un crecimientopositivo y
detectando,de nuevo,un único hibridomaproductorde anticuerposespecíficosfrentea la

nisinaA.

Los anticuerposmonoclonadessecaracterizanporque sólo reconocenuna región

antigénica(o epitopo) de la molécula.Al considerarala nisina A comoun hapteno,que
por tanto constade un número limitado de epítopos (probablemente uno o dos), cabe

esperarun númerorestringidode hibridomaspositivos,puestoquecadaclon solamente
reconoceun epitopoy existiránotrosmuchoshibridomasproductoresde anticuerposque
reconocenaotroscomponentesde la mezclainmunógena,comoson la proteínaportadora

(que, por su gran tamaño, disponede múltiples epítopos),el puentede unión con el
haptenoy el adyuvante.En estudiosprecedentesrealizadospor Bhunia, para obtener
anticuerposmonoclonalesfrente a la pediocina RS2, fueron necesariasdos fusiones
celulares para obtener dos hibridomas productores de anticuerpos, uno secretor de IgGl y

otro de IgM (Bhunia, 1994). En nuestro caso, la obtención de hibridomas también se

limitó por la selecciónprimariarealizadaduranteel análisisde los sobrenadantes,puesto

quemediante el ensayo inmunoenzimatico desarrollado, sólo se detectaron los hibridomas
positivos productores de IgO.

Seconsideraque un hibridomaestádonadoy estabilizadocuando,al menos, el
95%de los pocillos sonpositivosen el ensayode selección.El hibridoma resultante de la

segundafusión(2D10) seconsideródonadoconéxito,puestoquetodos los pocillos con
crecimientocelular mostraron anticuerpos específicos frente a la nisina A. De los clones

obtenidos,seseleccionaronseis(AB2, AD8, ADíO, BF2, BF6 y BF1O), quemostraban
las mejores características de crecimiento y los mejores valores de inhibición. Estos
clones se expandieron gradualmente y, tan pronto como fue posible, se congelaron y

conservaronen nitrógenoliquido.

Con los clones seleccionadosse procedió a la producción de anticuerpos
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monoclonales en gran escala, mediante su cultivo in viti-o y, en el casodel clon ADíO,
también in vivo induciendo la formación de liquido ascítico en ratones BALB/c. Cuando

los hibridomas productores de anticuerposmonoclonales se inyectan en la cavidad

peritoneal de los ratones sensibilizados, el peritoneo sirve como fuente de alimentación y
el hibridoma se desarrolla y produce los anticuerpos, que se acumulan en el liquido

ascítico. Este método permite obtener una concentración superior de anticuerpos a la

obtenida en los sobrenadantes de los cultivos celulares, 20 veces superior en nuestro

caso, aunque posee la desventaja de mostrar una mayor contaminación con otros

componentesdel líquido ascítico, como lípidos, otros anticuerpos, etc. Por el contrario, la a

producción de anticuerposmediante el crecimiento de los hibridomas in viti-o, origina

concentracionesinferioresde anticuerpos con una menor contaminación, aunque también

existenproteínasdel suerofetal bovino y el costede producciónpor mg de anticuerpoes
mayor. En amboscasos,los anticuerposmonoclonalesresultantes se purificaron por

e
precipitación con sulfato amónico, lo que protege a las inmunoglobulinas de su

desnaturalización, inhibe el crecimiento microbiano y reduce las interacciones
inespecíficas de los anticuerpos. *

La caracterización isotípica de los anticuerpos monoclonales demostró que todos los e

clonesproducíananticuerposdel tipo IgO y de la subclase IgO 1, este tipo era de esperar

por la selecciónprimaria determinadapor el inmunoensayoempleadoen la identificación
de los hibridomas y clones productores.

e

Los anticuerpossecretados por el hibridoma 508, obtenido de la primera fusión, se

emplearon tanto en un ELISA-CD del tipo 1 como del tipo II, resultando el segundo de
una sensibilidadconsiderablementesuperior, puesto que para obtener los mismos e

resultados que en el ELISA-CD 1, se necesitó una concentración 6 vecessuperior(1/300)
a la empleadaen el ELISA-CD II (1/2.000). Por el contrario, los anticuerposde los

clonesprocedentesde la segundafusión sólo pudieronemplearseen un ELISA-CD II, a
una dilución 1/1.000. Con estos anticuerpos, no se consiguió desarrollar un ELISA-CD e

del tipo 1, probablementedebidoa requenrconcentracionesde anticuerpossupenoresa
las ensayadas(diluciones1/100y 1/200) o a que el tapizadoinicial de los anticuerposen

e
los pocillos de las placas impedía su reaccióncon la nisinadebido a un efecto estérico,
siendo necesarioun brazo especiador(el anticuerpode capturaquetapiza la placa) para
permitir la interacción entre el antígeno y su correspondiente anticuerpo. a

La sensibilidadde los anticuerposprocedentesde las dos fusiones fue similar, ya e
que con los anticuerpos del primer hibridoma (figura IV.13.) se consiguió un límite de

detección de 0,01 gg de nisina /ml y se necesitaronde 1 a 2,5 ¡xg de nisina/mí para
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obtenerun 50%de inhibición de la unión entreel conjugadoy los anticuerpos,mientras
que los anticuerpos obtenidos de la segunda fusión, mostraron un límite de detección de

0,01 ~igde nisina/mí y la cantidad de nisina necesaria para obtener un 50% de inhibición

fue de 0,9 a 1.45 gg/ml (figura IV. 15). En ambos casos, la sensibilidad del
inmunoensayose incrementóal vehicular la nisina en MRS, probablementepor los
mismosmotivosque los indicados previamente para los anticuerpos policlonales. El

ensayoinmunoenzimáticoutilizado resultó más sensible para detectar la nisina en MRS

queel desarrollado con los anticuerpospoliclonales y, por lo tanto, también más sensible

quela pruebade difusiónen agar(figura IV.14).

Teniendoencuentala homologíaestructuralentrela nisina A y la nisina Z (sólo se
diferencianen el aminoácidode la posición 27), era de esperarque los anticuerpos
monoclonales manifestasen reactividad cruzada con la nisina 2. El anticuerpo monoclonal

5G8reconocede manerasimilaralas dos variantes(figura IV.13.), mientrasque, por el
contrario,los anticuerpos obtenidos de la segunda fusión, reconocieron en menor grado a

la nisina Z (un 21,5% de inhibkión menospara 500 ng/ml de nisina) (tabla IV.4.).
Dichos resultados hicieron sospechar que los anticuerpos de las dos fusiones reconocían

epítoposdistintos,estandoel aminoácidode la posición27, probablementeimplicado en

el determinanteantigénicoreconocidopor losclonesderivadosdel hibridoma2D10.

Los anticuerposmonoclonalesresultantestambién se analizaron frente a los
sobrenadantes de las distintas cepas productoras de nisina y de otras bacteriocinas (tablas

IV.3. y IV.5.). Como sucedíacon los anticuerpospoliclonales, no se observaron
reaccionescruzadas con el sobrenadante de L. lo,ctis MG1614, no productorde nisina.
Tampocoseapreciarondiferenciassignificativasentrelos sobrenadantesde las cepas

productoras de nisina A y Z, al analizarlos tanto con el anticuerpo monoclonal 5G8 como
conlos derivadosde2D10.Noobstante,sedetectóunaciertareactividadcruzadaconlos

sobrenadantesde los microorganismosproductoresde otras bacteriocinas(pediocinas
PA- 1 y L5() y lactocina5) y dadoqueno existeningunahomologíaestructuralentreestas
bacteriocinasy la nisina A, dichosresultadosprobablementederivan de una reacción
inmunológicainespecifica.

Hasta la realizaciónde este trabajo, los únicos anticuerpos monoclonales obtenidos

frente a una bacteriocina eran los de Bhunia (1994). En este caso, las células de mieloma

empleadas en la fusión celular fueron de la línea P3/Nsl/l-Ag4-1 (NS 1), descrita por

Kóhler y colaboradores en 1976, como una variante de la línea celular original (MOPC-
21), empleada por KtSler y Milstein (1976) en las primeras experiencias de fusión celular.

La línea celular MOPC-21, tenía el inconveniente de secretar inmunoglobulinas, de
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maneraque muchos de los hibridomas resultantes producían moléculas de IgG cuyas

cadenas ligeras y/o pesadas procedían de las células de mieloma y. por ello, no se unían al e
antígenode interés. Las células de la línea NS1, no secretan cadenas pesadas pero sí

cadenasligeras,de maneraquepartede los hibridomasproduciránanticuerposcon las
a

cadenas ligeras de la célula de mieloma original y, por lo tanto, con lugares de unión no

funcionales,aunqueen menormedidaque en el caso de la línea celular MOPC-21. En

consecuencia,sehan desarrollado otras lineas celulares no secretoras de anticuerpos, pero
quedan lugar a la formaciónde hibridomas secretoresun vez quese fusionancon los
linfocitos esplénicos. De ellas, la línea celular X63-Ag8.653 es la más recomendable por a

su alta eficacia de fusión y donación y su rápido crecimiento.

a
Tras inmunizar a los animales con la bacteriocina vehiculada en un gel de

poliacrilamida. Bhunia (1994) realizó dos fusiones celulares, de las que se obtuvieron dos
ehibridomaspositivos,uno de ellosproductorde IgOl y otrode IgM, esteúltimo capazde

reconocertantoa la pediocinaR52 como a la AcH (PA-1). El ensayoinmunoenzimático
empleadotanto en el análisisde los hibridomascomo en las experienciasposteriores,fue
un Westernbloaing (transferencia electrofox~tica y reconocimiento inmunológico), que

permitió identificar la presencia de estas bacteriocinas en los sobrenadantes de los a
microorganismosproductores,perono su cuantificación.El análisisde los sobrenadantes

obtenidostras 27 horas de incubación de los cultivos, originó una única banda de a
transferenciacorrespondienteala pediocinaRS2 y AcH, respectivamente,aunqueen los

cultivosmásjóvenes,de 20 horas,se reconocieroninmunológicamenteotrasbandassin
a

actividad antimicrobiana,que se correspondían,segúnel propio investigador, a las
prepediocinas.De la misma maneraseanalizaronlos sobrenadantesde microorganimos

productoresde otrasbacteriocinas(sakacinaA, leuconocinaLCM1, nisina A y pediocina o

A), detectando solamenteuna débil reacción inespecifica con el sobrenadantedel

microorganismoproductorde la sakacinaA. Conel desarrollode un métodode colony e
inmunoblouring (deteccióndecoloniaspor transferenciay reconocimientoinmunológico),
tambiénse detectarondirectamentelos microorganismosproductoresde las pediocinas

R52 y AcH. En las experiencias de da inmunoblotting,los anticuerposmonoclonales
utilizadosmostraronun límite de detecciónde 9 gg/ml para la pediocinaRS2 y de 10

~tg/mlpara la pediocinaAcH. Aunqueel investigadorcita en su artículo que tambiénse
desarrollaron ensayosinmunológicos del tipo ELISA con los anticuerpos obtenidos, los
resultados de dichos ensayosno sehanmostradoni en estapublicaciónni enningunaotra u

posterior.

e

e
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V.6. IDENTIFICACIÓN DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS
RECONOCIDOS POR LOS ANTICUERPOS GENERADOS

En la identificaciónde los determinantesantigénicos(epítopos)de la moléculade
nisina, reconocidospor los anticuerpospoliclonalesdel liquido ascíticodel ratón IB. y
por los anticuerposmonoclonalesdel hibridoma5G8 y del clon ADíO, se emplearonlos
sobrenadantesde microorganismosmodificados por reemplazamientogénico para
producir variantesde nisina(tabla 111.2.), sus variantespurificadas,así como diversos
fragmentosde la nisinaA obtenidospor degradacióno rotura enzimáticay el lantibiótico

subtilina(tab]a 111.4.). Todaslasmuestrasse analizaronempleandoun ELJSA-CDtipo 1
conlos anticuerpospoliclonalesy deltipo 11 conlosmonoclonales.

En el casodel anticuerpomonoclonaldel hibridoma5G8,destacamoslos resultados

obtenidosconlas variantesqueafectana los residuosde DHA de la moléculasde nisina
(tablasIV.6. y IV.7.). De estos resultados, sededuceque, mientrasquela sustitucióndel

residuode DHA de la posición33 por una alanina,apenasafectaal reconocimientode la
nisina,la mismasustituciónenel residuo5,constituyentedel primer anillo, determinaun
descensoconsiderablede la reacciónantígeno-anticuerpo,cuyosresultadosse observan
tanto en el sobrenadantede los microorganimosproductorescomo en las variantes
purificadas,aunqueenestesegundocasola diferenciaesmenor.Asimismo,el anticuerpo
monoclonal5G8 reconocióintensamentelos fragmentosprocedentesde la primeramitad
de la molécula(fragmentos1-12y 1-20) enun 89 y un 100%, respectivamente,todo ello
indica que el determinanteantigénicoreconocidopor este anticuerpose localiza en la
pnmera mitad de la molécula. La subtilina, otro lantibiótico cuyos 20 primeros

aminoácidos(correspondientesa los anillos A, B y C de la molécula)son prácticamente
igualesalos dela nisina,exceptoel de laposición4 (Glu en vez de ile), el de la posición

12 (Val en lugar de Lys) y el de la posición 19 (Aba en vez de Ala), tambiénes
reconocidapor este anticuerpo.La rotura del anillo A, en el producto de degradación
Des5Ala,determinóunapérdidacasicompletade la reacciónantígenoanticuerpo,lo que

refleja, junto con los resultadosanteriores,que esteanillo forma parte del determinante
antigénicode la moléculade nisina reconocidoporel anticuerpomonoclonalSGS.

Respecto a los resultadosobtenidoscon el anticuerpomonoclonal ADíO (tabla
IV.7.), los framentos1-12(queconstade los anillosA y B) y 1-20(que incluye,además.

el anillo C), manifiestan solamente una reactividad cruzada del 17 y 30%,
respectivamente,de lo quesededucequela otramitaddela molécula,es importanteen la
interacción antígeno-anticuerpo.Además, la rotura del anillo A en el producto de

degradaciónDes5Ala, que fue determinantepara que el anticuerpoSGS perdiera su
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a
reactividad, en este caso apenas afectó al resultado del ensayo, lo quesugiereque este
primer anillo no forma parte del epítopo que reconoce el anticuerpoADíO. Con este

a
anticuerpo observamosanteriormenteque el reconocimientode la nisina Z pum era
inferior al de la nisina A, estasmoléculassólo se diferencianen el aminoácidode la

u
posición27; de una maneraanáloga,la sustituciónde esteaminoácidopor una lisina,
origina también un decenso de la reactividad cruzada. El lantibiótico subtilina también

manifestóunareactividadcruzadade sóloel 27%y aunqueexisteunaciertaanalogíaentre a

la nisinay la subtilinaen estapartedela molécula(la configuraciónde los anillosD y E es
similar), existendiferenciasentre los aminoácidos 24, 27, 29, y 31.

De los resultadosobtenidossededucequeel determinanteantigénicodel anticuerpo
monoclonal ADíO se sitúa en la segunda mitad de la molécula, concretamente entre los

residuos23 (puestoque el 22 es una lisina que reaccionóen la conjugacióncon la
a

moléculaportadora)y el 31 (los tresaminoácidosfmalesno son indispensables,puesto
que la molécula de nisina 1-31 se reconoce prácticamente como si fuera la molecula

nativa).Por otro lado,la sustituciónde los residuosde DHA por Ala en las posiciones 5 a

(varianteDHA 5 A) y 33 (DHA 33 A), originanun cierto descensoen su reconocimiento,
conunareactividadcruzadadel71 y 77% respectivamente,sin embargo,la alteraciónde
ambosresiduosde forma conjuntadeterminé,comoocurrió en el caso del anticuerpo
5G8,un descensoconsiderablede la reactividadcruzada(deun 35%). a

De lo que antecedese deduceque los anticuerposmonoclonalesobtenidosde dos
e

fusiones distintas, reconocendetenninantesantigénicosdiferentes de la molécula de
nisina. Concretamente,el anticuerpomonoclonal 5G8 reconocefundamentalmentela
primeramitadde la molécula,siendoimportantela presenciaíntegradelanillo A, mientras e

que el anticuerpo monoclonal ADíO reconoce la segunda mitad de la molécula,

concretamenteel epitopoestaríalocalizadoen los anillos D y E. Es fácil deducirque los e
anillos son estructurasinmunógenasimportantesen la moléculade nisina, lo que se ha
visto favorecido por el método de conjugación empleado, puesto que las lisinas e

disponibles para reaccionar con la molécula portadora se localizan en la posición 12 (entre

el anillo B y el C), 22 (entre el anillo C y D) y 43 (en el extremo fmal de la molécula). El
aextremoN-terminal de la moléculatambiénseconjugócon la moléculaportadorapor su

radical amino libre, todo ello determinó la presenciade tres posibles dominios

inmunógenos,uno constituidopor los anillos A y B, otro por el anillo C y otro por el
anillo D y E, confirmadospor un anticuerpomonoclonalque reconoceel primerdominio
citadoy otro,quereconoceel último. e

En el casode los anticuerpopoliclonalesdel liquldo ascíticodel ratón IB., cabe —
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esperarla existenciade anticuerposquereconozcantodoslos dominiosinmunogénicosde
estamolécula.Por ello, observamos(tablaIV.7.) que la alteracióndel primer anillo, por
modificación de la DHA en DRAS o por su rotura en Des5Ala, disminuye el
reconocimientode la moléculade nisinaen másde un 60%, peroporsu parte, la segunda
mitadde la moléculatambiénesimportantepuestoqueen el fragmento1-20 la reactividad

cruzadadisminuye aproximadamenteun 50%, lo que constituye un descensoincluso
mayorqueen el fragmento1-12(reactividadde un 30%).

En todos los casos, la modificación conjuntade los dos residuosDHA por Ala,
originó un descenso en la reactividad inmunológica muy superior al que provoca la

modificaciónde cadaresiduopor separado.Esto podríadeberseaque la pérdidade los
dos residuos de DHAorigina una modificación en la conformaciónestructuralde la
molécula,que determinala pérdidade su reconocimientopor los anticuerpos.Estos

resultadospodríanestarrelacionadosconel hechode quela variantede nisina con ambos
residuos modificados, manifiesta un descenso considerable de su actividad

antimicrobiana,lo que no se observaen las variantesque presentabansólo uno de los
residuos modificados (Dodd a aL, 1996).

Los anticuerpos policlonales desarrollados por Falahee a aL (19%) no detectaron la

nisinacuandoéstaseinactivéporel métododeFowleret aL (1975), de lo quesededujo
que los epitopos reconocidospor aquellosanticuerposestabanrelacionadoscon las
estructurasresponsables de su actividad antimicrobiana.
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V.7. APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS ANTINISINA A

DESARROLLADOS
es

7.1. Evaluación del crecimiento de L. ¡aflis BB24 y seguimiento de la
producción de nisina. emnleando anticuemos noliclanales obtenidos

de líquido ascítico

.

a

Con los anticuerpospoliclonalesobtenidosdel liquido ascíticodel ratón I.B. y con
un ELISA-CD de] tipo 1, serealizóel seguimientode la producciónde nisinapor L. kwtis

B224,al tiempoquesedeterminabanlas unidades formadoras de colonias y la actividad

antimicrobianade los sobrenadantespor la pruebade difusiónenagar. Los resultadosdel
a

ELISA de los sobrenadantesen los diferentesmomentosdel crecimientomicrobiano,se

extrapolarona una curvapatrón de la nisina A en MRS, paradeterminarla cantidadde
mr

nisina producida.La curvapatrónse ajustéempleandoun soporteinformático mediante
un modelo de regresión desarrollado por Healy (1972), que fue el que mejor se ajustaba

al formato de la curva. Estetipo de regresiónse empleafrecuentementeen los ensayos

imunoenzimáúcos,y ofreceresultadosmásprecisosy menossusceptiblesde variaciones,

queotrosmétodosdescritosanteriormente(Deshpande.1996).

De los resultadosobtenidos(figura IV.16), sededucequeel ELISA-CD comenzóa
a

detectarla producciónde nisinaa las 6 horasde crecimiento,mientrasquecon la prueba
de difusiónen agarlos balosde inhibición empezarona observarsea las 8 horas, lo que

e
ratitica la mayor sensibilidad del inmunoensayo respecto del método microbiológico.
Asimismo, según los resultadosdel inmunoensayo,la mayor produciónde nisina se
observaentre el fmal de la fase de crecimiento exponencialy el inicio de la fase a

estacionaria,entrelas 14 y las 16 horas del crecimiento. Los datosobtenidosconcuerdan
conlas afirmacionesde De Vuyst y Vandamme(1993),segúnlos cualesla tasamáxima

de producción de nisina se alcanzaal final de la fase de crecimiento exponencial,
mostrandola cinéticapropiade un metabolitoprimarioasociadoal crecimientocelular y,

a
por lo tanto, relacionadacon la masa celular total. Otras bacteriocinastambién se
producenduranteo al final de la fase de crecimientoexponencial(Piard y Desmazeaud.
1992). Por otro lado, teniendoen cuentaque paraque la nisina madurepreviamente U

debensintetizarselas enzimasresponsablesde la maduracióndel péptido,es lógico que

deban transcurrirunas horas desde el inicio del crecimiento hastala detección del a
compuestomaduro,asíBuchmanetal. (1988) observaron un retraso de unas horas desde

la transcripcióndel gen estructuralhastala apariciónde la nisina madura.En la fase de e
crecimientoestacionario,los fliveles de nisina disminuyen a pesar de que-los-niveles-de

inmunidad y de transcripciónde la nisina son todavía altos, probablementedebido a la

e
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liberación de enzimasproteolíticosno específicosdurantela lisis celular (De Vuyst y
Vandamme, 1992).

Por otra parte,Ra et aL (1996) han indicado que la nisina se producedesdelos
estadiosiniciales del crecimiento a un nivel similar al de fases subsiguientes.Sin
embargo,al inicio no sedetectaríasuactividadantimicrobianaen el sobrenadantedebidoa
quela nisina secretadaseadsorbeala superficiede lascélulasy seliberaal mediohacia la

mitadde la faseexponencial,cuandoel pH del mediodecaepordebajode 5,5. Estanisina
adsorbidaalas célulastampocosehabríadetectadoen nuestroinmunoensayo,puestoque

las muestrasanalizadasprocedíande los sobrenadanteslibresde células.

7.2. Deteccióny cuantificación de la nisina A en los alimentos: detección
en un queso de untar eninleando el anticuerpo nionnclonal ADíO

Paraevaluarla capacidaddel anticuerpomonoclonalADíO de detectary cuantificar
la nisina A potencialmentepresenteen los alimentos, se aliadieron concentraciones

conocidasde la bacteriocinapurificadaa muestrasde un quesode untarcomercialy, tras
suextracción,sedeterminósu recuperaciónmedianteun ensayode ELISA-CD II.

El métododeextracciónde la nisinade las muestrasde alimentofue el descritopor
Tramery Fowler(1975).Trassometerla muestraaebullición en HCI 0,02 N durante10
mmutos,paraliberarla nisinade su unión a determinadoscomponentesdel alimento,se

eliminé la materiasólida por centrifugacióny se determinóla concentraciónde nisina
extraídamedianteel ensayode ELISA. En la misma placa de ELISA, se ensayaron

cantidadesconocidasde nisina en un extractode queso,obtenidopor el procedimiento
citadopreviamente.Los resultadosde estasmuestraspatrón,se ajustarona unacurvade
regresióncon la ayudade un soporte informático. No se observaroninterferenciasal
emplearel extractodequesocomovehículodela nisinaenla curvapatrón(figura IV. 17).

De los resultadosde la tablaIV.8., se observaque la recuperaciónmediade la nisinade
las muestras empleando el ensayo del ELISA-CD II, fue de un 116%, con unos
coeficientesmedios intra e interensayode 13,3 y 14,1%, respectivamente.Posibles
fuentes de variabilidad, no debidas al propio inmunoensayo, podrían deberse a la

adsorción de la nisina en las muestras y al método de extracción. El método

inmunoenzimáticodesarrollado por Falaheea al. (1990), mostró un límite de detección
de la nisinade 1,9 x 102 UI y al analizarla recuperaciónde la nisina de muestrasde
quesode unaforma similar a la desarrolladae esteestudio,se obtuvo una recuperación
mediadel 85%, con unoscoeficientesde variaciónintra- e interesayode 5,3 y 10,9%.
respectivamente.Los valores de recuperaciónde la nisina obtenidos en nuestro trabajo,
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mr
asícomo los coeficientesde variaciónintra- e interensayo,son ligeramentesuperioresa
los obtenidospor Falaheecon un ELISA tipo sandwich,pero similaresa los descritos

para otros analitosempleandoensayosde ELISA competitivos (Azcona-Oliveraet al.,

1990, 1992).
u

Los métodosempleadosactualmenteen la detecciónde la nisina, se han descrito
previamenteen la introducciónde estetrabajo. De todos ellos, el método estándarde
determinaciónrutinaria de la nisina en los alimentosesel descritopor Tramery Fowler
(Fowlera al., 1975),enel que, trasla extracciónde la nisinade la muestra,se realizaun a

testde difusiónen agarcon la incorporaciónde un 1% de Tween 20 parafavorecerla
difusión de la bacteriocinay aumentarla sensibilidaddel ensayo,utilizandoMicrococcus a

luteus como microorganismoindicador. Las ventajasde los métodosinmunoenzimáticos

frenteal ensayomicrobianoya sehan indicado anteriormente, concluyendo que el ensayo
adel ELISA-CD esligeramentemássensibley su especificidadesmucho mayor, puesto

quelaactividadantimicrobianaque se observa,puededeberseaotros metabolitosde las
bacteriaslácticascon actividadantimicrobianacomo el ácidoacético, láctico propiónico,

etanol,diacetilo,y el peróxido de hidrógeno;porotro lado,el ensayoinmunoenzimático
esmásrápidoy permitesuautomatizacióny el análisissimultáneode un gran númerode a
muestras.

e
Otrométodoalternativodescritoparadetectary cuantificarla presenciade nisinaen

los alimentos(enestecasocerveza)fue el diseñadopor Waites y Ogden(1987), basado
a

en la observaciónde que la lisis de las células bacterianaspor la nisina origina un
incrementodel ATP del medio, cuantificablepor bioluminiscencia.De estamanen,se
estableció una relación reproducible entre la concentración de AIF> medido y la de nisina, e

detectandola nisinaenun rangodeentreO y 120 UI/mí, con un error de menosdel 5%.

Aunque estemétodoesmásrápido que la pruebade difusión en agar, suponeun alto a
costeinicial por los reactivosy el instrumentaldemediciónde la luminiscenciadel AIF>.

a
Los límites máximosde nisinapermitidosen los alimentos,varíansegúnlos países

(algunos, incluso, no han defmido límites en su empleo) y en la mayoría de los casos se
u

encuentranen el rangode las panespormillón (de2 a 100mg/kg dealimento).El ensayo
del ELISA-CD II desarrolladocon el anticuerpomonoclonalADíO, puedeser de gran

utilidad en la estimaciónrápida de la nisina en los alimentos,dado que su límite de U

detección es de 10 ng de nisina/mí.
a

a
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7.3. Purificación de la nisina nar cromatografía de inniunoafinidad

La purificación de las bacteriocinas a homogeneidad es necesaria para determinar

suscaracterísticasbioquímicas, secuenciaaminoacídica,mecanismode acción y estudiar

sus posibles aplicaciones.Hasta la fecha se han empleado diversas técnicas (o

combinaciónde ellas) con el objeto de obtener bacteriocinaspuras o parcialmente
purificadas.El métodode purificaciónempleadotambiéndependede] fm que se le quiera
dar al producto final, de modo que para la caracterizaciónde las bacteriocinasy su
secuenciaciónaminoacidica,se requiereun productomuy puro aunqueel rendimientode

la purificación sea bajo, mientrasque para su aplicación como conservanteen los
alimentos,se preferirán unos rendimientosaltos aunqueello supongauna reducción
parcial dela purezadel producto.

Puestoque las bacteriocinasse liberan al medio extracelular,el primer pasode su
purificación sueleser su concentraciónmediantela precipitaciónde las proteinastotales
del sobrenadantecon sulfato amónico,lo quees fácil de realizary poco traumáticapara

las proteínas.Posteriormente, la purificación de las bacteriocinasprosigue con la
utilizaciónsucesivade diversosmétodoscromatográficos,como los de filtración en gel.
intercambio catiónico, interacción hidrofóbicay fase reversa (Muriana y Luchansky
1993).En nuestrolaboratorio,esteprocedimientosehaadaptadoy puestoapunto parala

purificación de diversasbacteriocinas,entrelas que destacanla pediocinaL50 y la nisina
A (Cintasa al., 1995; Rodrígueza aL, 1995). En nuestro trabajo, la purificación de la

nisina mediantesu precipitacióncon sulfato amónico, cromatografíade intercambio
catiónico, interacción hidrofóbica y fase reversa en un equipo automatizado de FPLC, se

utilizó en un principio paraobtenersuficientebacteriocinaparaprocederala inmunización
de los animalesy parael desarrolloy puestaapuntode los métodosinmunoenzimáticos
(ELISA) adecuados.Sin embargo,a pesar de obtenerun compuestomuy puro, los
rendimientosde la purificaciónfueron insuficientespara nuestrasnecesidades(de nueve

purificaciones,se obtuvo un total de 1 mg de nisina pura), por lo que fue necesariola
utilización de nisina A purificada comercial.

Así pues, debido a la escasaeficacia del método de purificación de la nisina
previamentedescritoy una vez dispusimosde los anticuerposmonoclonalesfrente a la
nisina A, se planteé el objetivo de desarrollar un método de cromatografía de

inmunoafinidadque permitiesepurificar estecompuestode una maneramás sencilla,
rápida y eficaz, que los métodos empleadosbasta la fecha. La cromatografiade

inmunoafinidadesun métodode purificaciónbasadoen la especificidadde la uniónde un
antígenoy su correspondiente anticuerpo.Este método se ha empleadocon éxito en la
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e
purificación de muchasproteínas,aunquenuncase habíaempleadoanteriormentepara
purificar bacteriocinas,probablementedebido a la dificultad para obteneranticuerpos
frentea lasmismas.

U

En la elecciónde la matriz para construir la columnade afinidad, debetenerseen
cuentaqueéstacarezcade adsorcióninespecífica,no poseagruposcargadosy seacapaz

de unirseal anticuerposinqueéstepierdasuactividadbiológica. La agarosaactivadacon —

cianurode bromo es la matriz más utilizada con estepropósitoy se encuentradisponible

comercialmente(CNiBr-activatedSepharose4B, Pharmacia).Sinembargo,estamatriz no
fue útil en nuestrotrabajo,puestoque tras la costrucciónde la columa de afinidad, las
muestrasde nisina inyectadasno quedaron retenidasen la columna (resultados no

a
mostrados).Como no se determinó la eficacia de la unión de los anticuerposa la
columna,unaposibleexplicaciónpodríaserquelosanticuerposno sehubiesenunidoa la

Uresina,sin embargoestamatriz esun productocomercialespecialmentepreparadoparasu
unión a los anticuerposy el procesode conjugaciónse realiza siemprede una forma

sencillay rutinaria. Otra posible explicación seríala de un efectoestéticoque impida la
interacciónentreel antígenoy el anticuerpo,de unamaneraanálogaa lo que ocurríaen el
ensayodel ELISA-CD 1. a

Dada la ineficacia de la columnapreviamentedescritay considerandola segunda
explicación indicada, seseleccionóotramatrizque disponíade un brazoespaciador,para
favorecerla interacciónentreel antígenoy el anticuerpo.En la actualidadse disponede

Umatricescomercialesen las quela agarosaseha unidoa un brazoespaciadorcon un éster

de N-hidroxisucciimidaen su extremo terminal. Los ésteresde succinimidason muy
susceptiblesal ataquenucleofilico de los grupos e-amino de la lisina, dando lugar al a

desplazamientode la N-hidroxisucinimiday a la formaciónde una unión establedel tipo
amidaentreel ligando(anticuerpo)y el brazoespaciador.Para evaluarla eficienciade la
unión es necesarioeliminar previamente la N-succinimida liberada mediante una
cromatografíade filtración en gel, puestoqueéstaabsorbefuertementela luz ultravioletaa a
280 nm. En nuestrotrabajo,la eficaciade la unión de los anticuerposa la matriz resultó
serde, aproximadamente, un 83%.

a

A continuación, se comprobó el funcionamiento de la columna inyectando

concentracionesconocidas de nisina A pura en PBS y determinando su capacidad de

retención.El tampónde elución empleadofue el de glicina-HCl,que originaun decenso
del pH a 2,2-2,8 determinando un cambio en la conformacióndel anticuerpoy el antígeno
y dando lugar a la liberación de éste último. Como se observa en la figura IV. 18., no se

detectaron pérdidas de nisina durante la inyección y el lavado y toda la actividad —

218 U



Discusión

antimicrobianasedetectéenlas fraccionesde elución.

Posteriormente, se procedió a purificar la nisina Aproducidapor el microorganismo
productor Lacwcoccus¡atrás BB24, a partir de dos muestrasde sobrenadantede 10 ml

cada una. El seguimiento del proceso se realizó midiendo la absorbancia de las fracciones
a 280, 254 y 220 nm, evaluando la actividadantimicrobianade las fraccionesobtenidas
mediante un ensayo en placas microtituladoras y determinando la concentración de nisina

medianteun ELISA-CD II. Tras la inyección,la columnase lavó hastaque no se detecté

absorbanciaa280 y 254 nm enel eluato,paraproceder,acontinuación,a la elución de la
nisina. La mayor parte de la bacteriocinase retuvo en la columnay se eluyó en las
primerasfraccionesde la elución. El pico máximo de actividad antimicrobianay de

concentraciónde nisina,coincidiócon un pico de absorbanciaa 220 nm. Los resultados
de la purificación se muestranen la figura IV. 19 y en la tabla IV.9., en las que se
observauna ligerapérdidade bacteriocinadurantela inyeccióny las primerasfasesdel
lavado.Estehechoesdifícil deexplicar,ya queno esprobablequesedebaala saturación

dela columnacon la muestra,puestoqueentoncesla perdidade nisina se detectaríauna
vez se ha alcanzadoel punto de saturacióny no quedamás ligando disponible para
reaccionar,sin embargola pérdidade nisinaseobservódesdeel inicio de la inyecciónde
la muestra.Aunque el flujo de elución fue lo suficientementelento (0,5 mI/mm) para
permitir la interaccióndelantígenoy el anticuerpo,puedequeunadisminucióndel mismo

hubiera dado lugar a una mayor retención de la muestra; por otro lado, otros componentes

del sobrenadante podrían haber interferido en la unión. Otra explicación sería que la nisina
no retenidaenla columnamostraseunaconformacióndiferenteque no fue reconocidapor
los anticuerpos empleados.

La cantidad de nisina pura recuperadapor cromatografíade inmunoafinidad y
determinadaporel ELISA-CD II, fue de 32.475t 1.214 ng por 10 ml de cultivo, valor
muy similar al resultantede determinarla absorbanciade lamuestraa220 níny calcularla

concentraciónde nisina por su coeficiente de extinción molar (32.547 ± 1.887),

resultando la cuantificación porel ELISA másespecíficay sensible.

La pureza del producto obtenido se determinó utilizando una columna de fase
reversa conectada a un equipo automatizado de FPLC, empleadaanteriormenteen la
purificaciónde estepéptido.De los resultadosde la elución(figura IV.20), se observóun
único pico proteicocon actividadantimicrobianaquecoincidióen tamailo y localización
con el de la nisina utilizada como control. Otros picos de absorbanciaadicionales,
resultaronser interferenciasdebidasal tampónde glicina empleadoen la elución. En el
pico proteico de la nisina purificada se detecté un pequeñohombro con actividad
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antrimicrobiana, que podría deberse a la tendencia de este compuesto a formar agregados

o polímeros o a la presencia de productos de degradación que aparecen frecuentemente

durante la conservaciónde la nisinay quetambiénposeenactividadantiniicrobiana.

U

El rendimientode la purificaciónde la nisina por cromatografíade inmunoafinidad
(3,24 gg/ml de cultivo), resultó ser 30 veces superior al método de purificación

empleando diversos métodos cromatográficos (0,115 j.tg/ml de cultivo), requiriendo

cantidades inferiores de muestra(10 ml frente a un litro), con el consiguienteahorro de
material y reactivos que ello supone (tabla IV.9.). U

Actualmenteexisteun gran interésen el desarrollode métodosrápidosy sencillos
U

de purificación de las bacteriocinas.El método de cromatografíade inmunoafinidad,
desarrolladopor primeravez en estetrabajo,permite la purificación de la nisina de los

U
medioscomplejosempleadosparacultivarestosmicroorganismos,sinquese produzcala
adsorcióninespecificade otros compuestos no deseados. El procedimiento es simple,

rápido, especifico,reproducible,económicoy permitela purificación de esta bacteriocina U

en un sólopaso. Estascaracterísticaspuedenpermitir el desarrolloa mayorescalade un
sistemade purificaciónde la nisinaen las cantidadesnecesariaspara su utilización en los U

alimentosy comoagenteterapéutico.La disponibilidadde preparacionesde nisina muy

purasy la potenciaciónde su actividad con compuestosquelantes,puedenfavorecerel
U

empleo de este compuestocomo agente terapéuticoen los tratamientosde úlceras
pépticas,infeccionesdermatológicas,infecciones bucalesy mastitis, así como en el

Utratamientode múltiplesinfeccionessistémicasdelhombrey delos animales,resistentesa
los antibióticos convencionales.

U

U

a

a

U

U

U

220 e



VI. CONCLUSIONES



e

u

e

u

U

U

U

e

U

U

a

U

U

U

U

U

U



Conclusiones

Primera. Paraobteneranticuerposespecíficosfrente a la nisina A, se conjugó esta

bacteriocinacon dos moléculasportadoras;el conjugadocon hemocianinaKLH originé
unarespuestainmunemáspotentey específicaqueel de nisina A con toxinacolérica.La

respuestafue mejor en los animales inmunizados subcutáneamenteque en los
inmunizadospor vía intraperitoneal.Los inmunosuerosmás potentesy específicosse

obtuvieronalos 91 díasde iniciada la inmunización,estoes,60 díasdespuésde aplicara
los animalesla terceradosisdel inmunógeno.

Segunda.La especificidadde los anticuerposproducidosinmunizandoratonescon
nisina A conjugadaa la toxina colérica, pudo determinarsetanto con un ELISA
competitivo indirecto comocon otro directo; la de los originadoscon el conjugadode
KLH. solamentese detectócon un ELISA competitivo directo.No obstante,la afinidad
relativay la sensibilidadde los anticuerposeranmayoresconel segundoconjugadoque
conel primero.El lñnitede detecciónde nisinaA en tampónPBS utilizando anticuerpos
de conjugadoKLH y un ELISA competitivo directo, fue de 100 ng/mí; la sensibilidad
llegó a 5 ng/ml connisinaA vehiculadaen medioMRS.

Tercera.Los anticuerpospoliclonalesoriginadosinmunizandolos ratonescon nisina A
conjugadaa hemocianinaKLH tambiéndetectaronla nisina en el producto comercial
Nisaplin®y en el sobrenadantede cultivosde Lactococcus¡atrás productoresde nisina; el
ensayodel ELISA competitivodirecto fue algomássensiblequeel métodotradicionalde

difusiónen agar.

Cuarta.Los anticuerpospoliclonalesdel líquido ascítico de ratonesinmunizadoscon
nisina A conjugadaa la hemocianinaKLH, teníanunasensibilidadsimilar a la de los

anticuerposséricos,conun limite de detecciónentreSOy 100 ng/mt Tambiéndetectaban
la nisinade los sobrenadantesde los cultivos decepasproductorasdeestabacteriocinasin
mostrar una reactividad cruzadasignificativa con los sobrenadantesde cultivos de
microorganismosproductoresde otrasbacteriocinas.

Quinta.Cuandose fusionaronlos linfocitos del bazode dos animalesinmunizadoscon
el conjugadode nisinaA y hemocianinaKLH, concélulasde mielomade la líneacelular
P3X63-Ag8.653, se obtuvieron dos hibridomas productores de anticuerpos

monoclonales específicosfrente a la nisina A, al primero se le denominó 568 y al
segundo2Db.Conambosanticuerposseha desarrolladoun ELISA competitivodirecto

de tipo II cuyo límite de detecciónde nisina A en tampón PBS es de 10 ng/mí, su
sensibilidadaumentacon la nisinaA vehiculadaen medioMRS.
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Sexta. El anticuerpo monoclonal 508 reconoceun determinanteantigénico localizado
entre los residuos 1 y 12 de la molécula de nisina (anillos A y B), siendoel anillo A vital
para el reconocimiento. El anticuerpo monoclonal ADíO reacciona, preferentemente, con

la segundamitadde la moléculade nisina, entrelos residuos23 y 31 (anillos D y E), el
a

aminoácidode la posición27 esimportanteparadichoreconocimiento.

Séptima.El ELISA competitivodirecto, utilizando tanto anticuerpospoliclonalescomo u

monoclonales,sirve para detectarcon eficacia la nisina de los sobrenadantesde los
cultivos de susmicroorganismosproductores,por lo quepuedeemplearsecomo método —

rápido, sensibley eficienteen la identificación de los microorganismos productores de

nisina,tantoencepassalvajescomoen las modificadas genéticamente. U

Octava.El ensayodel ELISA competitivo directo, utilizandoanticuerposmonoclonales
U

frenteala nisinaA, hapermitidola deteccióny cuantificaciónde estabacteriocinaen una
muestracomercialde quesofundido, por lo que podría utilizarsecon el mismo fin en

otros alimentos,dado que es un método rápido, sencillo y fiable para el análisis U

simultáneode muchasmuestras.Es algo más sensibley mucho más especificoque el
método tradicionalde deteccióny cuantificaciónde nisinacon la pruebade difusión en U

agar.

U

Novena. La cromatografíade inmunoafmidaddesarrolladapor primera vez en este
trabajo, permite concentrar y purificar a homogeneidadla nisina del sobrenadantede un

U
medio de cultivo complejo, sin que se produzca la adsorción inespecíficade otros

compuestosno deseados.El procedimientoessimple,rápido, especifico,reproducible,
económicoy máseficazquecualquierotro métodode purificaciónde nisinadescritohasta —
la fecha.

e

U

U

U

U

a
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Trabajo Futuro

En el trabajopresentadoenestamemoria,se ha decrito la obtenciónde anticuerpos

policlonales y monoclonales especificosfrente a la nisina A y su utilización en el

desarrolloy puestaa punto de ensayosinmunoenzimáticos(ELISA), que permitan su
deteccióny cuantificaciónenel sobrenadantede cultivos productoresy en los alimentos.
Uno de los anticuerposobtenidos,tambiénhademostradosu utilidad en la concentración
y purificación a homogeneidadde la nisina A en un sólo paso por cromatografíade
inmunoafinidad.

De los resultadosobtenidos,sededuceque el escaladode la técnicacromatográfica
de inmunoafmidadutilizada en la purificación de la nisina a homogeneidad,podría
permitir la obtenciónde mayoresconcentracionesde estabacteriocina,lo quepermitiría
disponer de suficiente cantidad de nisina pura para utilizarla en diversos sustratos
alimenticiosy evaluarsu actividadantimicrobianay conservadora,tanto utilizándolasola
comoen combinacióncon otros sistemasde conservaciónde los alimentos,como la
utilización de atmósferascontroladas y modificadas, presioneselevadas (ultrahig/z

hydrosraticpressure)y camposeléctricospulsantes(pulsedelectricfleid), así como la

potenciaciónde su acciónconagentesquelantes.

Asimismo,los anticuerpospoliclonalesy monoclonalesgeneradosen estetrabajo,

podríanutilizarse tantoen la deteccióny cuantificaciónde la nisinaen los alimentos,así
como para determinarsu localizaciónen productosfermentados,como los embutidos
cmdoscurados.Por otro lado, los anticuerposdescritostambiénpuedenconstituir una
herramientaeficazen la deteccióny cuantificaciónde la nisina, en las cepasproductoras
modificadasgenéticamente.Lastécnicasrecientesde ingenieríagenética,seutilizan tanto

paramodificar la expresiónde los genesque permitenunamayorproducciónde nisina,
como para permitir la obtención de derivadoscon modificacionesen su secuencia

aminoacidica,conel objetode mejorarsuscaracterísticasfísico-químicase incrementarsu
actividad antimicrobiana. Los anticuerposobtenidos, también podrían utilizarse en
estudiosde regulaciónde la síntesisy delmecanismodeacciónde la nisina.

Finalmente, considerando la utilidad de las bacteriocinascomoconservadoresde los
alimentos,es probableque, en un futuro próximo, se permita el empleo de otras

bacteriocinasen los alimentos.De estamanera,de nuevoseríautil disponerde técnicas
inmunológicas que permitiesen la identificación y cuantificación de estoscompuestosen
los alimentos, así como su purificación a homogeneidad en un sólo paso por
cromatografíadeinmunoafmidad.Comounode los factoreslimitantes en la obtenciónde

anticuerposfrente a las bacteriocinas,radicaen la dificultad de obtenerconcentraciones
suficientesde bacteriocinas purificadas a homogeneidad, proponemosla utilización de las
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•1

nuevastécnicasde inmunizacióngenética,quepermitenla obtenciónde anticuerposfrente

a cualquier proteína o péptido expresado en los animales de experimentación,sin
necesidadde purificarpreviamentedicho compuesto.

0I

Las técnicas de inmunización genética, consisten en depositar intradérmicamente o

en el tejido muscularde los animalesde experimentación,un vector de ADN eucarionte

conel marcoabiertode lecturade la proteínao péptidoaexpresary las señalesde control
apropiadas,lo que permite la transcripción,traducción, procesadoy excreción de las
proteínasde interés de las células infectadaspor el vector. Este sistemainduce una

respuestainmunesorprendentementeelevada,que incluye una respuestatanto humoral
comocelular,sin la necesidadde adyuvantesy empleandosolamenteel vectorapropiado m

deADN. Estemétodo,ademásde constituirunaalternativapotencialmenteeficaz ante los

actualessistemasde proteccióninmunológica(vacunas)empleadosen el hombrey en los
U

animales,tambiénpodríaemplearseen la inmunizaciónde animalesde experimentación
con el fm de obteneranticuerposespecíficosfrentea determinadassustancias,como las
bacteriocinas.La secuenciagénica del compuestoa expresarpor el vector, podría U

deducirse de su secuencia aminoacidica o de experiencias previas de secuenciación
génica, por lo que la inserción de dicha secuenciaen el vector apropiado, sería a
relativamentesencilla.Estemétodotieneademásla ventajade quela obtenciónde ADN es
relativamente barata y que losgenespuedenmanipularseconel fm de producir moléculas U

inmunógenasconlas característicasdeseadas,ademásde donary modificar los genesen

los plásmidosde expresión,lo que permitiría la obtención de nuevosderivadosque
U

podrían analizarseen un cortoespaciode tiempo.

U

U

e

e

U

U

U
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