UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

Departamento de Nutricion y Bromatologia 1
(Higieney Tecnologia de los Alimentos)

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y GENETICA DE ENTEROCINAS
PRODUCIDAS POR CEPASDE “ENTEROCOCCUSFAECIUM” DE
ORIGEN CARNICO: OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION
MOLECULAR DE ACCION DE LA ENTEROCINA P DE
“ENTEROCOCCUSFAECIUM” P13

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Carmen Herranz Sorribes

Bajo ladireccion de los doctores

Luis Cintas |zarra
Juan Miguel Rodriguez Gémez
Pablo Elpidio Hernandez Cruza

Madrid, 2001

| SBN: 84-669-2150-8



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA 111
(HIGIENE Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS)

TESIS DOCTORAL

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y GENETICA DE
ENTEROCINAS PRODUCIDAS POR CEPAS DE
Enterococcus faecium DE ORIGEN CARNICO.
OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION Y MECANISMO
MOLECULAR DE ACCION DE LA ENTEROCINA P DE
Enterococcus faecium P13

Carmen Herranz Sorribes

Madrid, 2000



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA 111
(HIGIENE Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS)

TESIS DOCTORAL

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y GENETICA DE
ENTEROCINAS PRODUCIDAS POR CEPAS DE
Enterococcus faecium DE ORIGEN CARNICO.
OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION Y MECANISMO
MOLECULAR DE ACCION DE LA ENTEROCINA P DE
Enterococcus faecium P13

Memoria que, para optar al titulo de Doctor, con mencion honorifica de
“Doctorado Europeo”, presenta la Licenciada Carmen Herranz Sorribes

Madrid, octubre de 2000



LUIS M. CINTAS IZARRA, JUAN M. RODRIGUEZ GOMEZ Y PABLO E. HERNANDEZ
CRUZA, AYUDANTE DE FACULTAD, PROFESOR TITULAR Y CATEDRATICO,
RESPECTIVAMENTE, DE NUTRICION Y BROMATOLOGIA DE LA FACULTAD DE
VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral titulada “Caracterizacion bioquimica y genética parcial de enterocinas
producidas por cepas de Enterococcus faecium de origen carnico. Optimizacion de la produccion
y mecanismo molecular de accidn de la enterocina P de Enterococcus faecium P13”, de la que es
autora la Licenciada en Veterinaria Diia. Carmen Herranz Sorribes, ha sido realizada en el
Departamento de Nutricion y Bromatologia 11l (Higiene y Tecnologia de los Alimentos) de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid bajo la direccién conjunta de
los que suscriben y cumple las condiciones exigidas para optar al titulo de Doctor con mencion
honorifica de “Doctorado Europeo”.

Madrid, 15 de octubre de 2000.

Los Directores de la Tesis Doctoral,

Luis M. Cintas lzarra Juan M. Rodriguez Gomez Pablo E. Hernandez Cruza
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Entonces aparecié el zorro.
-Buenos dias- dijo el zorro.
-Buenos dias- respondié cortésmente el principito, que se volvié, pero no vio hada.
-Estoy aqui- dijo la voz- bajo el manzano...
-¢Quién eres?- dijo el principito-. Eres muy lindo...
-Soy un zorro- dijo el zorro.
-Juega conmingo- le propuso el principito-. Estoy tan triste...
-No puedo jugar contigo- dijo el zorro-. No estoy domesticado.
-iAhl Perdén- dijo el principito.
Pero después de reflexionar, agregé:
-¢Qué significa "domesticar”?
-Td no eres de aqui- dijo el zorro-. ¢Qué buscas?
-Busco a los hombres-dijo el principito-. (¢Qué significa “"domesticar"?
-Los hombres- dijo el zorro- tienen fusiles y cazan. Es muy molesto. También crian gallinas. Es su Unico interés.
¢Buscas gallinas?
-No- dijo el principito-. Busco amigos. ¢Qué significa "domesticar"?
-Es algo demasiado olvidado- dijo el zorro-. Significa “crear lazos".
-¢Crear lazos?
-5i- dijo el zorro-. Para mi no eres atn mds que un muchachito semejante a cien mil muchachitos. Y no tengo
necesidad de ti. ¥ U tampoco me necesitas. No soy para ti mds que un zorro semejante a cien mil zorros. Pero si
me domesticas, tendremos necesidad uno del otro. Para mi serds tnico en el mundo. Y seré para ti tnico en el
mundo...
-Comienzo a comprender- dijo el principito-. Hay una flor...,creo que me ha domesticado.
-Es posible- dijo el zorro-. En la Tierra se ve de todo...
-iOhl No es en la Tierra- dijo el principito
El zorro parecié muy intrigado:
-¢En otro planeta?
-Si
-¢Hay cazadores en ese planeta?
-No.
-iEs interesante esol ¢Hay gallinas?
-No.

-Nada es perfecto- suspiré el zorro.

(A. de Saint-Exupéry)
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CAPITULO I

EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR Y DE
LOS OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION






I. Exposicion general del problema a investigar

Las bacterias lacticas constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos que se aislan
frecuentemente de los alimentos fermentados, en los que favorecen el desarrollo de sus
caracteristicas organolépticas tipicas y/o aumentan sus cualidades nutritivas. Ademas, contribuyen a
la adecuada calidad higiénica de estos alimentos mediante diversos mecanismos de antagonismo
microbiano, como la competencia por los nutrientes presentes en el sustrato y la produccion de
metabolitos con actividad antimicrobiana, entre los que se encuentran las bacteriocinas, que son
péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal. El espectro de accidon antimicrobiana de algunas
bacteriocinas de las bacterias lacticas es amplio e incluye microorganismos patdgenos y/o alterantes
de los alimentos, tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Clostridium
botulinum.

La aparente inocuidad de las bacteriocinas de las bacterias lacticas que, seguramente, han sido
y son consumidas (junto con las bacterias productoras) a través de los alimentos fermentados, unida
a su actividad antimicrobiana, permitiria el empleo de estas moléculas como bioconservantes
alimentarios. En la actualidad Unicamente la nisina, una bacteriocina de tipo lantibidtico producida
por diversas cepas de Lactococcus lactis, se encuentra permitida como aditivo en la industria
alimentaria; no obstante también existe la posibilidad de emplear las bacteriocinas en forma de
fermentados como sucede con la pediocina PA-1, contenida en el ingrediente alimentario ALTA
2341™, En cualquier caso, el interés de la industria alimentaria por satisfacer la demanda de los
consumidores de productos mas “naturales” y con menos aditivos quimicos sugiere que muchas
otras bacteriocinas podrian emplearse en el futuro como bioconservantes. En este sentido, las
bacteriocinas (enterocinas) producidas por algunas cepas del género Enterococcus resultan
particularmente prometedoras debido a su potente espectro antimicrobiano que, en la mayoria de los
casos, incluye a Ls. monocytogenes, un patdgeno emergente que constituye un serio peligro para la
Salud Publica.

El empleo de las bacteriocinas como bioconservantes en la industria alimentaria requiere, entre
otros aspectos, una caracterizacion detallada de las mismas en lo que se refiere a sus caracteristicas
fisico-quimicas y genéticas, a las condiciones Gptimas para su produccién y a su mecanismo de
accion y secrecion. En este contexto, los objetivos de este trabajo de investigacion fueron los

siguientes:

1) Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas y del espectro de accién antimicrobiana de
las bacteriocinas producidas por tres cepas de Enterococcus faecium aisladas de embutidos
crudos curados (chorizos) elaborados artesanalmente en distintas localidades de Espafia.
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2)

3)

4)

5)

6)

Purificacion a homogeneidad de las bacteriocinas mediante diversas técnicas cromatogréaficas y
determinacion de su secuencia aminoacidica.

Obtencidn, mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de fragmentos
de ADN que contengan los determinantes geneticos de la produccion de las bacteriocinas.
Secuenciacion de los productos de PCR y determinacién de la secuencia nucleotidica de
regiones relacionadas con la produccién de las mismas.

Determinacion de las condiciones experimentales Optimas para la produccion de enterocina P
por E. faecium P13 mediante su crecimiento en un fermentador bajo condiciones controladas de
temperatura, presion de oxigeno, agitacion y pH.

Evaluacion del mecanismo molecular de accion de la enterocina P en células de E. faecium
T136, asi como en liposomas derivados de este microorganismo indicador y en liposomas
sintéticos elaborados con dioleil-glicero-fosfatidilcolina y dioleil-glicero-fosfatidilglicerol.
Estudio del procesamiento y la secrecion in vitro de la preproenterocina P empleando la Ruta

General de Secrecion (GSP) de Escherichia coli y Bacillus subtilis.
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CAPITULO II

INTRODUCCION GENERAL






1. Introduccion

IL.1. LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos Gram-positivos muy
heterogéneo desde el punto de vista morfologico y fisoldgico, con necesidades nutritivas complejas
y cuya caracteristica principal es la produccioén de acido lactico como producto mayoritario de un
metabolismo estrictamente fermentativo de los carbohidratos. En general, son microorganismos de
morfologia bacilar o cocoide, no esporulados, de caracter microaerofilico o anaerobio facultativo,
carecen de citocromos y catalasa sensu stricto, y presentan un contenido en guanina y citosina
(G+C) inferior a 50 mol %. En la actualidad, las bacterias lacticas comprenden, ademds de los
cuatro géneros tradicionales Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus 'y Streptococcus, los géneros
Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus' y Weissella
(Axelsson, 1998; Cintas et al., 2000d).

Las bacterias lacticas se localizan frecuentemente en habitats ricos en nutrientes, caracterizados
por la presencia de carbohidratos solubles y productos de la degradacion de proteinas y vitaminas, y
con bajas tensiones de oxigeno (Aguirre y Collins, 1993), como, por ejemplo, leche y productos
lacteos, productos carnicos y vegetales fermentados, frutas y hortalizas frescas y ensilados
(Lindgren y Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996). Ademas, algunos géneros son habitantes comunes del
tracto gastrointestinal y urogenital de la especie humana y de algunos animales (Aguirre y Collins,
1993; Axelsson, 1998).

Debido a que las bacteriocinas caracterizadas en este trabajo son producidas por bacterias
lacticas del género Enterococcus, a continuacion se describen las caracteristicas mas relevantes de
este género. Asimismo, en secciones posteriores se describiriran las principales caracteristicas
fisico-quimicas, biologicas y genéticas de las bacteriocinas de las bacterias lacticas, con especial

mencion a las enterocinas producidas por E. faecium.
IL.1.1. EL GENERO Enterococcus

El género Enterococcus, previamente sugerido por Thiercelin y Jouhaud (1903), Sherman
(1937) y Kalina (1970), fue propuesto de nuevo por Schleifer y Kilpper-Bilz (1984) para acomodar

taxonomicamente a las especies Streptococcus faecalis'y S. faecium. Como se observa en la Tabla

II.1, el género consta en la actualidad de 19 especies que, en base a los estudios
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Tabla I1.1 Especies incluidas en el género Enterococcus

Grupo Especies Fuente original Referemncia
E. faecium E. durans Aislados clinicos Collins et al. (1984)
E. faecium TGI* del hombre y de algunos animales Schleifer y Kilpper-Bélz (1984)
E. hirae TGI de animales Farrow y Collins (1985)
E. mundtii Hierba, ensilados, plantas, suelo Collins et al. (1986)
E. avium E. avium Aves y TGI* de mamiferos Collins et al. (1984)
E. malodoratus Queso Gouda Collins et al. (1984)
E. pseudoavium Mastitis bovinas Collins et al. (1989)
E. raffinosus Aislados clinicos, endocarditis Collins et al. (1989)
E. gallinarum  E. casseliflavus Hierba, ensilados, plantas, suelo Collins et al. (1984)

E. cecorum

Otros

E. flavescens

E. gallinarum

E. cecorum

E. columbae

E. dispar
E. faecalis

E. saccharolyticus

E. seriolicida®
E. solitarius®

E. sulfureus

Aislados clinicos

TGI? de aves

Aislados clinicos, animales

TGI? de palomas

Hombre

TGI? del hombre y de algunos animales

Camas y piel del ganado
Peces
ND

Plantas

Pompei et al. (1992)
Collins et al. (1984)

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

Collins et al. (1991)

Schleifer y Kilpper-Bélz (1984)
Rodrigues y Collins (1990)
Kusuda et al. (1991)

Williams et al. (1991)
Martinez-Murcia y Collins (1991)

"Tracto gastrointestinal; "Presenta un 100 % de similitud de la fraccién 16S del rRNA con Lactococcus garvieae;

“Desde el punto de vista filogénetico, estd mas proximo al género Tetragenococcus; ND, no determinado.

Adaptada de Devriese y Pot (1995), Hardie y Whiley (1997) y Stiles y Holzapfel (1997)
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comparativos de la fraccion 16S del rRNA, se han dividido en cuatro grupos: (i) E. faecium, (ii) E.
avium (iii) E. gallinarum y (iv) E. cecorum. Algunas especies, como la especie tipo del género, E.
faecalis, forman lineas independientes y no se incluyen en ninguno de los grupos previos (Devriese
y Pot, 1995; Hardie y Whiley, 1997).

A pesar de la ausencia de criterios fenotipicos que permitan distinguir inequivocamente a los
miembros del género Enterococcus de otros cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos y
catalasa-negativos, los microorganismos capaces de crecer a 10 y 45°C, en caldo con NaCl al 6,5%
(p/v), a pH 9,6 y en medios con un 0,04% (p/v) de azida de sodio pueden clasificarse
preliminarmente dentro de este género (Devriese y Pot, 1995).

El género Enterococcus forma parte de la flora habitual del tracto gastrointestinal de la especie
humana y de algunos animales; en este contexto, E. faecalis'y E. faecium se aislan de la practica
totalidad de las muestras de heces humanas, asi como del tracto gastrointestinal de rumiantes,
cerdos, aves, perros, gatos y de algunos mamiferos salvajes (Devriese y Pot, 1995; Hardie y Whiley,
1997). Asimismo, los enterococos, particularmente E. faecium, se han aislado de numerosos
alimentos, tales como leche y productos lacteos (Farias ef al., 1994; Giraffa et al., 1994; Olasupo et
al., 1994; Vlaenmyck et al., 1994; Ennahar et al., 1998), embutidos crudos curados (Devriese et al.,
1995; Cintas, 1995; Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; Cintas ef al., 1997; Casaus, 1998),
vegetales y ensilados (Vlaenmyck et al., 1994; Ohmomo et al., 2000), aceitunas (Franz et al., 1996;
Floriano et al., 1998), y pescado (Ben Embarek et al., 1994). Ademads, se han aislado especies del
género Enterococcus del suelo, agua, plantas, insectos, etc., lo que pone de manifiesto que estos
microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza (Facklam y Sahm, 1995;
Giraffa et al., 1997) (Tabla II.1).

En los ultimos afios, el potencial patogeno de los enterococos ha sido frecuentemente objeto de
debate (Aguirre y Collins, 1993; Giraffa et al., 1997; Klein et al., 1998). En este contexto, los
enterococos, particularmente E. faecalis, se han asociado con infecciones nosocomiales
intraabdominales, pélvicas y genitourinarias, endocarditis y meningitis en la especie humana
(Murray, 1990; Moellering, 1991; Aguirre y Collins, 1993); no obstante, su significado en la
etiologia de infecciones polimicrobianas no se ha elucidado aun completamente (Aguirre y Collins,
1993; Low et al., 1994; Stiles y Holzapfel, 1997). La adquisiciéon de resistencia a antibioticos,
particularmente por los enterococos asociados a las infecciones nosocomiales, es un hecho
preocupante (Facklam y Sahm, 1995; Giraffa et al., 1997; Hardie y Whiley, 1997; Klein et al.,
1998). Dado que existe un numero considerable de enterococos que son resistentes a los antibioticos

b-lactamicos y aminoglicosidicos (Herman et al., 1991; Boyce et al., 1992; Low et al., 1994), el
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tratamiento de eleccion de las enfermedades causadas por estos patdgenos son los antibioticos
glicopéptidicos (vancomicina y teicoplanina) (Klein et al., 1998). No obstante, también se ha
detectado una tendencia creciente en la resistencia a vancomicina de los enterococos aislados de
infecciones nosocomiales (Moellering, 1991; Leclerq et al., 1992; Aguirre y Collins, 1993). La
resistencia a los glicopéptidos resulta de la transferencia de determinantes genéticos generalmente
localizados en transposones relacionados con Tn1546 (Clewell, 1990; Schlaes y Binczewski, 1990;
Heaton et al., 1996). A pesar de que la fuente de enterococos resistentes a glicopéptidos es
desconocida (Klein et al., 1998), los enterococos aislados de productos lacteos (Knudtson et al.,
1993; Miguel et al., 1995) y de carne picada (Klein et al., 1998) suelen presentar mayor sensibilidad
a la mayoria de los antibidticos que los aislados de fuentes ambientales o clinicas, y estudios
recientes mediante electroforesis en campo pulsado sugieren que los enterococos de origen clinico y
los de origen alimentario no estdn genéticamente relacionados (Lemcke y Biilte, 1997). De hecho,
los enterococos se utilizan como probidticos (Fuller, 1989; Gilliland, 1990), como cultivos
iniciadores de ciertos tipos de quesos (Farias et al., 1994; Giraffa et al., 1994; Giraffa et al., 1997) y
ensilados (Nousiainen y Setald, 1998) y se han consumido tradicionalmente sin un peligro conocido

para la salud del hombre y de los animales (Adams y Marteau, 1995).

11.1.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS BACTERIAS LACTICAS.
BIOCONSERVACION

Histéricamente, las bacterias lacticas se han empleado de forma empirica en la elaboracién de
una gran variedad de productos fermentados de origen carnico, lacteo y vegetal (Wood, 1985). Sin
embargo, en las Ultimas décadas las fermentaciones industriales son procesos controlados
estrictamente en los que se afiaden cultivos iniciadores que permiten garantizar y estandarizar las
caracteristicas organolépticas del producto final, asi como potenciar su calidad higiénico-sanitaria
(Smith y Palumbo, 1981). En este contexto, las bacterias lacticas poseen una gran importancia, ya
que su actividad metabdlica origina una serie de compuestos, fundamentalmente el acido lactico,
que son fundamentales para que los productos fermentados adquieran sus caracteristicas
organolépticas tipicas (Smith y Palumbo, 1981; Hammes et al., 1990; Hernandez et al., 1993; Stiles,
1996). Ademas de un papel tecnoldgico, las bacterias lacticas desempefian una funcién higiénica en
los alimentos debido a la competencia por los nutrientes del sustrato y a la produccion de
metabolitos que inhiben el desarrollo de bacterias alterantes y patdgenas (Klaenhammer, 1988;
Hernandez et al., 1993; Holzapfel et al., 1995; McMullen y Stiles, 1996; Muriana, 1996; Stiles,
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1996; Aymerich y Hugas, 1998). Entre estos metabolitos se encuentran: los acidos organicos,
principalmente el acido lactico, el perdxido de hidrogeno, el dioxido de carbono, el diacetilo, la
reuterina y las bacteriocinas (Adams y Halls, 1988; Axelsson et al., 1989; Piard y Desmazeaud,
1992; Ray y Daeschel, 1992; Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995; Nes et al., 1996; Ouwehand,
1998; Cintas et al., 2000a ).

En los ultimos afios, la demanda de los consumidores se ha dirigido hacia alimentos mas
“naturales”, es decir, con un tratamiento industrial menos severo y libres de aditivos “artificiales”
(Gould, 1992; Abee et al., 1995), lo que ha conducido a la aparicion de una nueva generacién de
productos minimamente procesados (Stiles, 1996) y ha originado nuevos problemas de
conservacion (Winkowski et al., 1993; Montville y Bruno, 1994; Aymerich y Hugas, 1998; Cintas y
Casaus, 1998c¢). La pérdida potencial de seguridad de estos alimentos puede ser compensada, entre
otras estrategias, por el empleo de antimicrobianos naturales (Daeschel, 1989; Lindgren y
Dobrogosz, 1990; Herndndez et al., 1993; Gould et al., 1996; Stiles, 1996). En este contexto, la
bioconservacion se define como la extension de la vida util e incremento de la seguridad sanitaria
de los alimentos mediante la actividad de su microflora natural o de sus metabolitos (Gould, 1992;
Stiles, 1996; Aymerich y Hugas,1998). Las bacteriocinas de las bacterias lacticas, especialmente
aquellas activas frente a microorganismos alterantes de los alimentos y/o patégenos, como Ls.
monocytogenes, St. aureus y Cl. botulinum, presentan un potencial bioconservante indiscutible
(Gould, 1996; Mc Mullen y Stiles, 1996; Schillinger et al., 1996; Cintas y Casaus, 1998c). Ademas,
estas moléculas poseen otras caracteristicas que favorecen su empleo como bioconservantes en la
industria alimentaria, tales como: (i) la ausencia de actividad frente a células eucarioticas; (ii) su
naturaleza proteica, que posibilita su inactivacion por los enzimas proteoliticos del tracto
gastrointestinal de los consumidores; y (iii) su termorresistencia (Hernandez et al., 1993; Nettles y
Barefoot, 1993; Fields, 1996).

Para la aplicacion de las bacteriocinas en los alimentos pueden seguirse tres estrategias: (i)
inoculacion del microorganismo productor y produccién de la bacteriocina in situ (cultivo iniciador
0 protector); (ii) empleo de un medio fermentado por una cepa bacteriocinogénica (ingrediente
alimentario); y (iii) adicion de la bacteriocina purificada o semipurificada (conservante alimentario)
(Abee et al., 1995; Schillinger et al., 1996; Aymerich y Hugas, 1998). La aplicacion comercial de
las bacteriocinas como conservantes requiere su aceptacion legal como aditivos alimentarios, y, en
la actualidad, solo la nisina esta aceptada legalmente para este empleo (FDA, 1988; Vandenbergh,
1993). Sin embargo, puesto que muchas bacterias lacticas pueden ser consideradas como
microrganismos seguros 0 GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe), la produccion in situ
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de las bacteriocinas puede representar una alternativa interesante, pues no lleva asociada el coste
adicional de su empleo como aditivo alimentario (Montville et al., 1995; Gould, 1996; McAuliffe et
al., 1997; Schillinger et al., 1996) y proporciona una fuente de bacteriocina mas duradera
(McMullen y Stiles, 1996). No obstante, en los alimentos existen una serie de factores que pueden
ocasionar una reduccion de la efectividad de las bacteriocinas, entre los que destacan: (i) la
inactivacion por componentes de los alimentos, como enzimas proteoliticos, o por su unién a
particulas de grasa; (ii) la inestabilidad de la bacteriocina; (iii) la incapacidad de la cepa productora
para producir suficiente cantidad de bacteriocina en el alimento y (iv) la aparicion de
microorganismos resistentes (Nettles y Barefoot, 1993; Schillinger et al., 1996; Callewaert et al.,
2000). Por estas razones, se han propuesto una serie de estrategias para aumentar la eficacia de las
bacteriocinas en los alimentos, tales como la expresion heteréloga de los genes relacionados con la
bacteriocinogenicidad en cultivos que forman parte de iniciadores, el disefio de cassettes génicos
para la produccion de multiples bacteriocinas, la mutagénesis dirigida y las técnicas de ingenieria
proteica (Klaenhammer, 1993; Nettles y Barefoot, 1993; Abee et al., 1995; McMullen y Stiles,
1996; Schillinger et al., 1996; Martinez, 1999; Martinez, 2000). Asimismo, el estudio de las
propiedades fisico-quimicas, del mecanismo de accion y de la relacion estructura-funcion de las
bacteriocinas permitirian disefiar moléculas con una estabilidad y/o solubilidad mejoradas y un
mayor espectro de actividad biologica (Nettles y Barefoot, 1993; Abee et al., 1995; McMullen y
Stiles, 1996; Schillinger et al., 1996). Ademas, es necesario el desarrollo de métodos sensibles que
permitan detectar y cuantificar bacteriocinas en los alimentos, independientemente de que se hayan
afiadido o de que se hayan producido in situ (McMullen y Stiles, 1996; Martinez, 2000).

En cualquier caso, las bacteriocinas deben considerarse como un factor adicional para asegurar
la calidad y la seguridad de los alimentos. En este contexto, la “tecnologia de los obstaculos”
propone la conservacion de los alimentos mediante la combinacion de barreras fisicas, quimicas y
bioldgicas, lo que permite reducir la intensidad de los tratamientos aplicados y/o la concentracion
de sustancias potencialmente peligrosas en los alimentos (Leistner y Gorris, 1995). En definitiva, la
combinacion de las bacteriocinas junto con otros métodos de conservacién podria ser un sistema
eficaz para inhibir el desarrollo de bacterias alterantes y/o patdgenas en los alimentos (Abee et al.,
1995; Holzapfel et al., 1995; Montville et al., 1995; Aymerich et al., 2000b,c).
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11.2. BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LACTICAS

11.2.1. DEFINICION Y CLASIFICACION

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal producidos por bacterias
Gram-positivas y negativas (Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995; Nes et al., 1996; Nissen-Meyer
y Nes, 1997) que pueden englobarse dentro de un grupo mas amplio y heterogéneo de péptidos
antimicrobianos de sintesis ribosomal, que también comprende péptidos producidos por plantas,
animales y hongos (Tabla 11.2). Estos péptidos tienen en comun su pequefio tamafio molecular, su
naturaleza cationica y anfipatica o, en algunos casos, hidrofébica, y su capacidad para interaccionar
con las membranas plasmaticas de las células sensibles (Montville y Kaiser, 1993; Hancock et al.,
1995; Nissen Meyer y Nes, 1997).

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas, como las colicinas de E. coli,
poseen generalmente un tamafio molecular superior a 20 kDa (a excepcion de la colicina V' y de las
microcinas de enterobacterias) y un espectro de accion antimicrobiana reducido a especies y cepas
estrechamente relacionadas con la productora (Tagg et al., 1976; Montville y Kaiser, 1993; Nissen-
Meyer y Nes, 1997). Por otra parte, las bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas son en su
mayoria péptidos de pequefio tamafio molecular (inferior a 6 kDa) y que varian considerablemente
en su espectro de accion (Nissen-Meyer y Nes, 1997).

A pesar de la heterogeneidad de su tamafio molecular, propiedades bioguimicas, espectro de
accion y organizacion genética, las bacteriocinas de las bacterias lacticas presentan una serie de
caracteristicas comunes que permiten agruparlas en tres clases principales (Tabla 11.3) (Nes et al.,
1996; Moll et al., 1999a):

1) Clase | (lantibidticos): engloba bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (<5 kDa),
termoestables y que contienen aminoacidos inusuales y modificados postraduccionalmente,
como la deshidroalanina (Dha), la deshidrobutirina (Dhb), la lantionina (Lan) y la B-metil-
lantionina (MeLan) (Sahl y Bierbaum, 1998; Moll et al., 1999a). En funcion de su estructura,
los lantibidticos se subdividen en: (i) Tipo A, péptidos formadores de poros, catidnicos y
elongados, cuyo prototipo es la nisina; y (ii) Tipo B, péptidos globulares inmunolégicamente
activos que actian como inhibidores de enzimas (Sahl et al., 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997).
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Tabla II. 3. Clasificacion de las bacteriocinas de las bacterias lacticas caracterizadas

bioquimica y genéticamente

Bacteriocina Productor Referencia(s)

Clase I (lantibioticos)

Nisina A L. lactis Kaletta y Entian (1989)
Nisina Z L. lactis Mulders et al. (1991)

Salivaricina A
Estreptococcina A-FF22
Lacticina 481 (a)
Lactococcina DR (a)
Carnocina UI49
Lactocina S

Lacticina 3147 (Al y A2)

Clase I1

S. salivarius 20P3

S. pyogenes FF22

L. lactis CNRZ481

L. lactis ADRIA85L030
C. piscicola U149

Lb. sakei 1L45

L. lactis DPC3147

Clase IIa (bacteriocinas de la familia de la pediocina)

Pediocina PA1 (b)
Pediocina AcH (b)
Leucocina A-UAL187
Mesentericina Y105
Sakacina A (c)
Curvacina A (c)
Sakacina P (d)
Sakacina 674 (d)
Bavaricina A (d)
Acidocina A
Carnobacteriocina BM1
Carnobacteriocina B2
Enterocina A
Mesentericina 52B
Mesentericina B105

Clase IIb (sistemas de dos péptidos)

Lactococcina M (LecnM y LenN)
Lactococcina G (LenGa 'y LenGh)
Lactacina F (LafA y LafX)
Plantaricina S (Plsa y Plsb)
Termofilina 13 (ThmA y ThmB)
Plantaricinas EF (PInE y PInF)
Plantaricinas JK (PlnJ y PInK)
Acidocina J1132 (a/b)

Leucocina H (a y b)

P. acidilactici PAC-1.0
P. acidilactici H

Le. gelidum UAL187
Lc. mesenteroides Y105
Lb. sakei LB706

Lb. curvatus LTH1174
Lb. sakei LTH673

Lb. sakei LB674

Lb. bavaricus MI401
Lb. acidophilus TK9201
C. piscicola LV17B

C. piscicola LV17B

E. faecium CTC492

Lc. mesenteroides FR52
Lc. mesenteroides Y105

L. cremoris 9B4

L. lactis LMG2081

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

Lb. plantarum C11

Lb. acidophilus ICM1132
Leuconostoc sp. MF215B

Ross et al. (1993)
Hynes et al. (1993)
Piard et al. (1992)
Dufour et al. (1991)
Stoffels et al. (1992)
Maortvedt ef al. (1991)
Dougherty et al. (1998)

Henderson et al. (1992)
Motlagh et al. (1992)
Hastings et al. (1991)
Héchard et al. (1992)
Holck et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Holck et al. (1994a)
Larsen et al. (1993)
Kanatani et al. (1995)
Quadri ef al. (1994)
Quadri ef al. (1994)
Aymerich et al. (1996)
Héchard et al. (1999)
Revol-Junelles et al. (1996)

Van Belkumet al. (1991a)
Nissen-Meyer et al. (1992a)
Allison et al. (1994)
Jiménez-Diaz et al. (1995)
Marciset et al. (1997)

Diep et al. (1996)

Diep et al. (1996)

Tahara et al. (1996b)

Blom et al. (1999)
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Tabla II. 3. (continuacion)

Bacteriocina

Productor

Referencia(s)

Clase Ilc (bacteriocinas sec-dependientes)

Acidocina B
Divergicina A
Bacteriocina*3 1*
Enterocina P
Lactococcina 972

Clase IId (otras bacteriocinas)

Enterocina AS-48
Lactococcinas A y B

Carnobacteriocina A (e)
Piscicolina 61 (e)
Diacetina B

Acidocina 8912
Divergicina 750
Enterocina B

Lactobina A

Gasericina B3

Peptido A

Peptido B

Enterocinas L50 (L50A y L50B)
Leucocina B-TA33a
Lactocina 705
Enterocina Q

§

Clase 111

Helveticina J
Caseicina 80
Enterolisina

Lb. acidophilus M46
Cb. divergens LV13
E. faecalis Y117

E. faecium P13

L. lactis IPLA972

E. faecalis S-48

L. cremoris 9B4

L. lactis WM4

L. cremoris LMG2130
Cb. piscicola LV17A
Cb. piscicola LV61

L. lactis subsp. diacetylactis UL720

Lb. acidophilus TK8192
Cb. divergens 750

E. faeciumT136

Lb. amylovorous LMG P-13139
Lb. gasseri ICM2124
Lb. acidophilus LF221
Lb. acidophilus LF221

E. faecium L50

Lc. mesenteroides TA33a
Lb. casei CRL 705

E. faecium L50

Lb. helveticus 481
Lb. casei B80
E. faecalis LMG2333

Leer et al. (1995)
Worobo et al. (1995)

Tomita et al. (1996)
Cintas et al. (1997)
Martinez et al. (1999)

Galvez et al. (1986)

Van Belkum ef al. (1991)
Stoddard et al. (1992)

Holo et al. (1991)

Worobo et al. (1994)

Holcket al. (1994b)

Aliet al. (1995)

Tahara et al. (1996a)

Holck et al. (1996)

Casaus et al. (1997)

Contreras et al. (1997)

Tahara et al. (1997)
Bogovic-Matijasic et al. (1998)
Bogovic-Matijasic et al. (1998)
Cintas et al. (1998b)
Papathanasopoulos e? al. (1997)
Palacios et al. (1999)

Cintas et al. (2000b)

Joerger y Klaenhammer (1986)
Rammelsberg et al. (1990)
Nilsen et al. (2000)

Las bacteriocinas con las mismas letras entre paréntesis poseen secuencias aminoacidicas idénticas.

%
Bacteriocinas que pueden ser incluidas también en la clase Ila. YBacteriocinas que se asemejan a los sistemas de

dos péptidos (clase IIb). Las abreviaturas de los géneros bacterianos aparecen en el Apéndice 1.
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Fuentes: Casaus (1998) y Cintas et al. (2000c)
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2) Clase II: comprende bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (<10 KDa), termoestables, que
no contienen aminodcidos modificados y que actian a nivel de la membrana citoplasmatica. Las
bacteriocinas de la clase II se dividen, a su vez, en los siguientes grupos (Moll ef al., 1999b):

(1) subclase Ila, o familia de la pediocina, integrada por bacteriocinas con una potente
actividad antilisteria y un alto grado de homologia (40-60%) en sus secuencias
aminoacidicas, especialmente en la regiéon N-terminal, donde aparece la secuencia
aminoacidica consenso YGNGVXC (Nieto-Lozano et al., 1992; Aymerich et al., 1996;
Ennahar et al., 2000).

(i) subclase IIb, que comprende aquellas bacteriocinas que requieren la combinacion de dos
péptidos para ejercer su actividad antimicrobiana total.

(i) subclase Ilc, compuesta por bacteriocinas secretadas mediante la Ruta General de
Secrecion (GSP, del inglés General Secretory Pathway) o ruta sec (para una revision
ver Pugsley, 1993 y Fekkes y Driessen, 1999).

(iv) subclase I1d, engloba a aquellos péptidos de la clase II no incluidos en ninguno de los
grupos anteriores.

3) Clase III: constituida por bacteriocinas de elevado tamafio molecular (>30 kDa) y termolabiles
(se inactivan con tratamientos térmicos a 60-100°C durante 10-15 min). La mayoria de estas
bacteriocinas son producidas por especies del género Lactobacillus.

Klaenhammer (1993) propuso la existencia de una cuarta clase, compuesta por bacteriocinas
complejas, integradas por una parte proteica y una o mas fracciones lipidicas y/o glucidicas
necesarias para su actividad biologica. No obstante, antes de reconocer a estas bacteriocinas como

una clase diferente debe completarse su caracterizacion bioquimica.

I1.2.2. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Las bacteriocinas de las bacterias lacticas contienen un componente proteico cuya destruccion
elimina por completo la actividad antimicrobiana de estas moléculas (Tagg et al., 1976). En este
sentido, las bacteriocinas de las bacterias lacticas se inactivan por la accion de enzimas
proteoliticos, incluyendo los de origen pancreatico (tripsina y quimotripsina) y gastrico (pepsina).
Esta propiedad es interesante desde el punto de vista de la seguridad de estos compuestos, ya que, si
las bacteriocinas se emplearan como bioconservantes en la industria alimentaria, la ecologia del

tracto digestivo de los consumidores no resultaria afectada (Piard y Desmazeaud, 1992).
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Los lantibidticos (clase I) constituyen una clase especial de bacteriocinas policiclicas
producidas, aparentemente de manera exclusiva, por bacterias Gram-positivas y caracterizadas por
la presencia de aminoacidos modificados postraduccionalmente (Dha, Dhb, Lan y MeLan). Por otra
parte, las bacteriocinas de las clases II y III carecen de modificaciones postraduccionales, con la
excepcion de la formacion de una estructura ciclica en la enterocina AS-48 (Martinez-Bueno ef al.,
1994) y del establecimiento de puentes disulfuro entre los residuos de cisteina (Casaus, 1998;
Eijsink et al., 1998). En funcién de su contenido en cisteina, Klaenhammer (1993) clasificod a estas
bacteriocinas en los siguientes grupos: (i) cistibidticos, bacteriocinas con uno o mas puentes
disulfuro, como la pediocina PA-1/AcH y la enterocina A, con dos puentes disulfuro entre los
residuos 9-14 y 24-44 (Henderson et al., 1992; Motlagh et al., 1992; Nieto-Lozano et al., 1992;
Chen et al., 1997a; Eijsink et al., 1998), y 9-14 y 24-42 (Eijsink et al., 1998), respectivamente, la
leucocina A y la sakacina P, ambas con un tnico puente disulfuro entre las posiciones 9 y 14
(Hastings et al., 1991), la curvacina A/sakacina A, con un unico puente disulfuro entre los residuos
10-15, y, quizas, la mesentericina Y105, la lactacina F, las carnobacteriocinas A y BM1 (Jack ef al.,
1995) y la enterocina P (Casaus, 1998); (ii) tiolbidticos, con un Unico residuo de cisteina, como la
lactococcina B (Venema et al., 1993; 1996); y (iii) bacteriocinas que carecen de residuos de
cisteina, como las lactococcinas A, M y G (Van Belkum ef al., 1991a; Nissen-Meyer et al., 1992a).

Con respecto al tamafio molecular, los lantibidticos son péptidos pequenos (1.959 a 4.635 Da),
las bacteriocinas de la clase II poseen una masa molecular inferior a 10 kDa, y las de la clase III
presentan una masa molecular considerablemente superior al de las anteriores (>30 kDa). La
mayoria de las bacteriocinas de bajo peso molecular (clases I y II) son catidénicas a pH 7,0 (Jack et
al., 1995), poseen un elevado punto isoeléctrico (pl) y contienen regiones hidrofobicas y/o
hidrofilicas en sus moléculas, lo que se correlaciona con su actividad sobre la membrana
citoplasmatica (Nes et al., 1996; Moll et al., 1999a). Estas bacteriocinas son generalmente activas a
pH acido y neutro, lo que podria reflejar su adaptacion a las condiciones ambientales en las que se
desarrollan los microorganismos productores (Piard y Desmazeaud, 1992; Cintas, 1995). En
general, estas bacteriocinas resisten la exposicion a un amplio intervalo de valores de pH (3,0- 9,0)
(Cintas, 1995), habiéndose observado tolerancia a valores de pH mas extremos (entre 1,0-2,0 y
10,0-11,0) en las bacteriocinas acidocina B (ten Brink et al., 1994) y bavaricina A (Larsen et al.,
1993). Por el contrario, existen bacteriocinas que presentan un intervalo de pH 6ptimo para su
actividad muy estrecho; asi, por ejemplo, la solubilidad de la nisina disminuye considerablemente

en el intervalo de pH 2,0-6,0 y la bacteriocina se inactiva irreversiblemente a pH 7,0 (Hurst, 1981).
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Otra caracteristica comun de las bacteriocinas de las bacterias lacticas es su termoestabilidad,
que depende de factores como el grado de pureza de la bacteriocina o el pH del medio (Cintas et al.,
2000c). En este contexto, las bacteriocinas presentes en los sobrenadantes libres de células
(bacteriocinas no purificadas) resisten el calentamiento a 100-121°C y el autoclavado, a excepcion
de las bacteriocinas de la clase III caseicina 80 (Rammelsberg et al., 1990) y helveticina J (Joerger
y Klaenhammer, 1986), y de la bacteriocina de la clase II enterocina 01 (Olasupo ef al., 1994). La
estabilidad térmica de las bacteriocinas parcialmente purificadas o purificadas a homogeneidad
disminuye considerablemente, como se ha demostrado en el caso de la lactacina B (Barefoot y
Klaenhammer, 1984), carnocina U-149 (Stoffels et al., 1992) y sakacina P (Tichaczek et al., 1992).
Por el contrario, la nisina purificada permanece activa tras su calentamiento a 100°C durante 10 min

a pH 2,0 (Hurst, 1981).

I1.2.3. ESPECTRO DE ACCION ANTIMICROBIANA

De acuerdo con la definicion de las bacteriocinas propuesta por Tagg et al. (1976), estos
péptidos ejercen su actividad antimicrobiana exclusivamente frente a bacterias estrechamente
relacionadas con la cepa productora; sin embargo, esta definicion se basaba en las colicinas de F.
coli, y, en la actualidad se conocen numerosos ejemplos de bacteriocinas, especialmente de
bacterias lacticas, que poseen un amplio espectro de accion (Klaenhammer, 1993; Jack et al., 1995).
En general, pueden realizarse las siguientes observaciones con respecto a la actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (clases I y II) (Jack ef al., 1995):
(1) dentro de una misma especie pueden existir cepas sensibles o resistentes a una bacteriocina
determinada; (ii) dentro de una poblacion de células sensibles a una bacteriocina pueden existir
ciertas c¢lulas resistentes; (ii1) una cepa sensible a una bacteriocina puede ser resistente a otra
bacteriocina similar; (iv) los esporos bacterianos resistentes a una bacteriocina procedentes de
células vegetativas sensibles a dicha bacteriocina se hacen sensibles a ésta tras la germinacion; y (v)
en condiciones normales, las bacteriocinas de las bacterias lacticas no son activas frente a las
bacterias Gram-negativas, a excepcion de la enterocina AS-48, que es activa frente a E. coli y
Salmonella typhimurium, entre otras bacterias Gram-negativas (Galvez et al., 1989). No obstante,
las bacterias Gram-negativas pueden resultar inhibidas por las bacteriocinas de las bacterias lacticas
si se altera la integridad de su pared celular mediante el tratamiento con agentes quimicos (por
ejemplo, acidos organicos, EDTA y otros agentes quelantes) o bajo condiciones ambientales

estresantes (por ejemplo, pH, congelacion, calentamiento moderado o presion hidrostatica alta)
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(Stevens et al., 1991; Kalchayanand et al., 1998; Audisio et al., 1999; Garriga et al., 1999).

La heterogeneidad del espectro de accion antimicrobiana de las bacteriocinas de las bacterias
lacticas permite el establecimiento de tres grupos: (i) bacteriocinas con un espectro antimicrobiano
estrecho, Unicamente activas frente a cepas de la misma especie que la productora, como la
caseicina 80 (Rammelsberg et al., 1990) y la lactococcina A (Holo et al., 1991), o frente a especies
del mismo género, como la la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983), la lactocina 27 (Upreti,
1994) y la amilovorina L471 (De Vuyst et al., 1996); (ii) bacteriocinas con un espectro
antimicrobiano intermedio, que inhiben a otros géneros de bacterias lacticas distintos al del
microorganismo productor y a otras bacterias Gram-positivas, incluyendo Ls. monocytogenes, St.
aureus, Cl. perfringens y Cl. botulinum. Este grupo incluye, por ejemplo, la lactacina F (Muriana y
Klaenhammer, 1987), la lacticina 481 (Piard et al., 1990), las plantaricinas S y T (Jiménez-Diaz et
al., 1993) y la plantaricina C (Gonzalez et al., 1994); y (iii) bacteriocinas con un amplio espectro,
que, ademas de las especies mencionadas anteriormente, inhiben a Propionibacterium spp. y
Bacillus spp. Dentro de este grupo se incluyen la nisina A y Z, que inhiben también la germinacién
de esporos de Clostridium spp. y Bacillus spp (Hurst, 1981; Harris ef al., 1992; Vandenbergh,
1993), la pediocina PA-1 (Bhunia et al., 1988; Hendersonet al., 1992), la leucocina S (Lewus ef al.,
1991) y las enterocinas L50 (Cintas et al., 1995; 1998b).

Dado que el trabajo experimental de esta tesis doctoral se centra en bacteriocinas producidas
por cepas de E. faecium, en la Tabla 1.4 se muestra el espectro de accion conocido de las

enterocinas descritas hasta la fecha.

11.2.4. ORGANIZACION GENETICA Y BIOSINTESIS

En general, los determinantes genéticos de los operones asociados a la sintesis de bacteriocinas
se encuentran agrupados en uno o dos operones y constan de: (i) un gen estructural, que codifica la
preprobacteriocina; (ii) un gen que codifica la proteina de inmunidad; (iii) los genes responsables
del procesamiento y transporte de la preprobacteriocina; y, en ocasiones, (iv) los genes que
codifican enzimas encargados de las modificaciones postraduccionales de la probacteriocina (Nes et
al., 1996; Nissen Meyer y Nes, 1997; Skaugen et al., 2000; Cintas et al., 2000c). En el caso de las
bacteriocinas cuya sintesis estd regulada mediante un sistema de transduccion de senales de tres
componentes (seccion 11.2.4.4), se encuentran ademas los siguientes genes: (i) un gen que codifica

el precursor de la feromona o factor de induccion (IF, del inglés Induction Factor); (i1) el
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Tabla I1.4. Espectro de accion de enterocinas producidas por diversas cepas de E. faecium

Bacteriocina Cepa productora Espectro de accion Referencias
Enterocina E1A E. faecium E1A Enterococcus spp. Kramer y Brandis (1975)
Ls. innocua

Enterocina E1B

Enterococcina Sf3

Bacteriocinas (2)

Enterocina 1146'

Bacteriocinas (3)

E. faecium E1B

E. faecium 3

E. faecium NCIB2699
E. faecium NCIB2702

E. faecium DPC1146

E. faecium JBL1061
E. faecium JBL1083
E. faecium JBL1351

Enterocina CCM4231 E. faecium CCM4231

Enterocina 100

E. faecium 100

Ls. monocytogenes
Enterococcus spp. Kramer y Brandis (1975)
Ls. innocua

Ls. monocytogenes

Enterococcus spp. Krémer et al. (1983)
Ls. monocytogenes
Cl. butyricum

Listeria spp. McKay (1990)

E. faecalis, Lb. sakei, L.lactis Parente y Hill (1992a,b)
Cl. perfringens O’Keeffe et al (1999)
Cl tyrobutyricum

Ls. monocytogenes

Enterococcus spp. Arihara et al. (1993)
Lb. sakei

L. cremoris

Ls. monocytogenes

Enterococcus spp. Laukova et al. (1993)
Streptococcus spp. Laukova et al (1998)
Staphylococcus spp Laukova et al (1999)

Cl. perfringens
Ls. monocytogenes

E. faecium, E. faecalis Kato et al. (1993)
Leuconostoc spp.

Pediococcus spp

Lactobacillus spp., L. lactis

Bacillus cereus

St. aureus

Ls. monocytogenes
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Tabla I1.4 (cont.)

Bacteriocina

Cepa productora

Espectro de accion

Referencias

Enterocina 01

Bacteriocinas (14)

Bacteriocina

Bacteriocinas (2)

Enterocina EL1

Enterocinas L50
(L50A y L50B)

BLIS Ef 108

Enterocina CRL35

Enterocina A

E. faecium NAO1

E. faecium

E. faecium 7C5

E. faecium RZSC5
E. faecium RZSC13

E. faecium L1

E. faecium 150

E. faecium 108

E. faecium CRL35

E. faecium CTC 492
E. faecium T136

E. faecalis

Lactobacillus spp., L. lactis

Lb. plantarum

L. lactis

B. thermosphacta
Clostridium spp.

Ls. monocytogenes

E. faecium, E. faecalis
Lactobacillus spp.
Listeria spp.

St. aureus, CL. tyrobutyricum

Listeria spp.
Lc. mesenteroides

Enterococcus spp.
Listeria spp.

Bacterias Gram-positivas

Listeria spp.

Listeria spp.
St. aureus

Lactobacillus spp.
Pediococcus spp.
E. faecalis
Listeria spp.
Clostridium spp.

Olasupo et al. (1994)

Ben Embarek et al. (1994)

Torri Tarelli ef al. (1994)
Giraffa et al (1995)

Vlaemynck et al. (1994)

Lyon et al. (1995)

Cintas (1995)
Cintas et al. (1995)
Cintas et al. (1998b)

Dallas et al (1996)

Farias et al. (1994)
Farias et al. (1996)
Wachsman et a/ (2000)

Aymerich (1996)
Aymerich et al. (1996)
Casaus et al. (1997)
Casaus (1998)

Carmen Herranz Sorribes
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Tabla 11.4 (cont.)

Bacteriocina

Cepa productora

Espectro de accion

Referencias

Enterocina 9002

Enterocina B

Enterocina P

Enterocina 81

Enterocina I®

Enterocina

Enterocina ON-157

Enterocina Q

m

m m

m m

m

m

E

E

. faecium BFE900

. faecium T136
. faecium CTC492

. faecium P13

. faecium L50

. faecium WHES81

. faecium 6T1a

. faecium J96

. faecium NIAI 157

. faecium L50

Enterococcus spp.
Lb. sakei
Listeria spp.

Lactobacillus spp.
E. faecium

E. faecalis

Ls. monocytogenes
St. aureus
Clostridium spp.

Lactobacillus spp.

E. faecium, E. faecalis
Propionibacterium sp.
Listeria spp.
Staphylococcus spp.

Enterococcus spp.
Ls. monocytogenes

Bacterias Gram-positivas
Salmonella spp.

Lb. sakei

Enterococcus spp.

Ls. monocytogenes
ND*

Franz et al. (1996)

Casaus et al. (1997)
Casaus (1998)
Nilsen et al. (1998)

Cintas et al. (1997)
Casaus (1998)
Cintas et al. (2000b)

Ennahar et al. (1998)

Floriano et al. (1998)
Audisio et al. (1999)

Ohmomo et al. (2000)

Cintas et al. (2000b)

! O'Keeffe et al. (1999) han confirmado la identidad de la enterocina 1146 con la enterocina A producida por E.
faecium CTC492 (Aymerich et al., 1996) y E. faecium T136 (Casaus et al., 1997; Casaus, 1998).” Franz et al.,
1999 han confirmado recientemente la identidad de la enterocina 900 con la enterocina B de E. faecium T136
(Casaus et al., 1997) y de E. faecium CTC492 (Nilsen et al., 1998). ® Floriano et al. (1998) han sefialado la
identidad de la enterocina | con la enterocina L50A descrita por Cintas et al. (1998b).* No determinado.
Lactococcus lactis subsp. lactis aparece abreviado como L. lactis y L. lactis subsp. cremoris como L. cremoris.
Las abreviaturas de los géneros bacterianos se muestran en el Apéndice 1.
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gen de la proteina sensora histidin-quinasa (HPK, del inglés Histidine Protein Kinase); y (iii) el gen
que codifica la proteina reguladora de respuesta (RR) (Nes et al., 1996).

En la Fig. 2.1 se muestra una representacion esquematica de la organizacion de los
determinantes genéticos de diversas enterocinas producidas por E. faecium.

Por otra parte, como se indica en la Tabla ILS5, los genes implicados en la sintesis de
bacteriocinas pueden localizarse en el cromosoma bacteriano (generalmente integrados en un
transposon compuesto) o en plasmidos (Jack et al.,1995). La carnobacteriocina BM1 constituye un
caso especial, pues, a pesar de que el gen estructural y el de la inmunidad se localizan en el
cromosoma, la sintesis de la bacteriocina y la inmunidad a la misma dependen de la presencia de un
plasmido de 61 kb (Quadri et al., 1994; Quadri et al., 1997; Saucier et al., 1997). Los genes
implicados en la sintesis de diferentes bacteriocinas por una misma cepa pueden encontrarse en el
mismo plasmido, como en el caso de las lactococcinas A, B 'y M de L. lactis (Van Belkum et al,
1991a; Morgan et al., 1995), en plasmidos diferentes, como en las carnobacteriocinas A y B2 de
Cb. piscicola LV17, o en el cromosoma y en el plasmido, como la carnobacteriocina BM1
(codificada en el cromosoma) y las carnobacteriocinas A 'y B2 (Worobo et al., 1994; Quadri et al.,

1994; 1995; 1997).

11.2.4.1. Gen estructural

La mayoria de los genes estructurales de las bacteriocinas de las bacterias lacticas codifican
precursores inactivos o preprobacteriocinas, con un dominio C-terminal (probacteriocina, o, en su
caso, bacteriocina madura) y una extension N-terminal (Jack et al., 1995; Nes et al., 1996). Las
extensiones N-terminales (bien del tipo secuencia lider doble glicina, o bien péptidos senales)
desempefian un papel fundamental en el procesamiento (eliminacion de la extension N-terminal) y
transporte al medio exocelular de las bacteriocinas (ver seccion I1.4). Ademas, las secuencias lider
podrian intervenir en la modificacion postraduccional de ciertos lantibidticos (Skaugen et al., 2000)
y en la proteccion de la célula productora frente a la toxicidad de las bacteriocinas mientras éstas
permanecen en su interior (Jack et al., 1995; Nes et al., 1996). En la actualidad, las tnicas
bacteriocinas de las bacterias lacticas sintetizadas sin ningun tipo de extension N-terminal son las
enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1998b) y la enterocina Q (Cintas et al., 2000b). Algunas
probacteriocinas sufren modificaciones postraduccionales, como el establecimiento de anillos

tioéter en los lantibidticos o de puentes disulfuro en las bacteriocinas de la familia de la pediocina,
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Tabla IL.5. Localizacion de los determinantes genéticos de algunas bacteriocinas de las

bacterias lacticas

Localizacion cromosémica

Lantibioticos No lantibioticos

-Nisina A y Z (Horn et al., 1991; Mulders et al., 1991) - Sakacina P (Hiihne et al., 1996; Holck et al., 1994a)

-Salivaricina A (Simpson y Tagg, 1986) - Enterocina A (Aymerich et al., 1996)
-Estreptococcina FF22 (Simpson y Tagg, 1986) - Bacteriocinas de Lb. plantarum C11 (Diep
-Carnocina UI149 (Nesy Tagg, 1996) et al., 1996)

- Lactococina G (Havarstein et al., 1993)
- Lactacina F (Frémaux et al., 1993)
- Carnobacteriocina BM1 (Quadri et al., 1994,

Localizacién plasmidica 1995, 1997, Saucier et al., 1997)

Lantibidticos No lantibioticos
-Lacticina 481 (Piard et al., 1992) - Pediocina PA-1/AcH (Venema et al., 1995)
-Lactocina S (Mertvedt y Nes, 1991) - Leucocina A (Van Belkum y Stiles, 1995)

- Mesentericina Y105 (Frémaux et al., 1995)
- Lactococcinas A, B y M (Holo et al, 1991;
Van Belkum et al, 1991a; Stoddard et al., 1992)
- Sakacina A/curvacina A (Axelsson y Holck, 1995)
- Acidocina A (Kanatani et al., 1995)
- Carnobacteriocinas A y B2 (Worobo et al., 1994;
Quadri et al., 1994, 1995)
- Acidocin B (Leer et al., 1995)
- Divergicin A (Worobo et al., 1995)
- Enterocinas L50A y L50B (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1998b)

- Bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996)

- Enterocina Q (Cintas et al., 2000b)

Fuente: Cintas et al. (2000c)
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que dan lugar al péptido maduro (bacteriocina activa bioldgicamente). A este respecto, se ha
sugerido que las modificaciones tendrian lugar en el exterior de la célula, puesto que la presencia de
estas estructuras ciclicas podria dificultar su translocacion al medio exocelular (Jack et al., 1995).
La deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina origina a,b-Dha y a,b-Dhb,
respectivamente, y la condensacion de Dha o Dhb con residuos de cisteina mediante anillos tioéter
origina los aminodcidos Lan y MeLan, respectivamente, lo que confiere a estas moléculas una
estructura policiclica debido al establecimiento de puentes intracatenarios. Contrariamente a la
formacion de aminoéacidos modificados en los lantibidticos, que requiere la participacion de
enzimas especificas, el establecimiento de puentes disulfuro en las bacteriocinas de tipo no-

lantibidtico es un proceso espontaneo (Casaus, 1998).

11.2.4.2. Gen de inmunidad

Los determinantes genéticos asociados a la produccion de bacteriocinas de la clase II, es decir,
el gen estructural, el gen de inmunidad y los genes que codifican el sistema de transporte dedicado
del tipo ABC (del inglés ATP Binding Cassette) (seccion 11.4.1) suelen estar organizados en uno o
dos operones. El gen de inmunidad se situa generalmente en el mismo operon que el estructural y
posee la misma orientacion que éste. La proteina de inmunidad especifica se expresa
concomitantemente con la bacteriocina, pero, a diferencia de ésta, no requiere el sistema de
procesamiento y transporte (Nes et al., 1996). Sin embargo, a diferencia de esta organizacion
genética, la carnobacteriocina A (Worobo et al., 1994), la acidocina B (Leer et al., 1995), la
enterocina B (Casaus et al., 1997; Franz et al., 1999) y la enterocina Q (Cintas et al., 2000c),
poseen un terminador de la transcripcion del tipo rho-independiente inmediatamente detras del gen
estructural de la bacteriocina. Asimismo, la secuenciacion de un fragmento de 3,5 kb del plasmido
pCIZ1 de E. faecium 150 que contiene los genes estructurales de las enterocinas L50A y L50B ha
revelado la ausencia de genes que codifiquen para las proteinas de inmunidad y transporte, por lo
que en la actualidad se desconoce cémo se protege la cepa productora del efecto toxico de estas
bacteriocinas y el mecanismo de secrecion de las mismas (Cintas et al., 1998b).

Las proteinas de inmunidad se caracterizan por su pequefio tamano (entre 51 y 154
aminodacidos), por su elevado pl (entre 7 y 10) y por la presencia de segmentos transmembrana
(TMS, del inglés Transmembrane Segments), lo que sugiere que podrian integrarse en las
membranas citoplasmaticas de las células productoras de bacteriocinas para ejercer su accion

(Frémaux et al., 1993; Diep et al., 1996). Aunque se han propuesto varios modelos para explicarlo,
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el mecanismo molecular de accion de la inmunidad del microorganismo productor no se conoce con
precision. Abee (1995) sugirid6 que las proteinas de inmunidad podrian interaccionar con las
bacteriocinas en el medio exocelular, lo que impediria su interaccion con las membranas
citoplasmaticas y, por lo tanto, la formacion de poros; sin embargo, la evidencia experimental
obtenida con las proteinas de inmunidad de la lactococcina A (LciA) (Venema et al., 1994;
Venema, 1995) y de la carnobacteriocina B2 (Quadri ef al., 1995) condujeron a descartar esta
hipotesis, puesto que estas proteinas no eran activas desde el exterior celular. De acuerdo con el
modelo propuesto por Venema et al. (1994), LciA podria presentar una hélice a hidrofobica entre
los residuos 29 y 47 que podria interaccionar con una proteina transmembrana, presumiblemente el
hipotético receptor de la lactococcina A, orientando sus extremos N y C-terminal hacia el citosol y
el exterior celular, respectivamente. La interacciéon de LciA con el receptor proteico de la
bacteriocina dificultaria la insercion de ésta en la membrana y, por lo tanto, su accion
antimicrobiana.

El modelo propuesto por Abee (1995) sugiere que la proteina de inmunidad interaccionaria con
las moléculas de bacteriocina integrantes de los poros de membrana, desestabilizdindolos y/o
sellandolos. Sin embargo, debido a la escasa similitud que existe entre las proteinas de inmunidad
de bacteriocinas estrechamente relacionadas (Aymerich et al., 1996), resulta poco probable que se

produzca una interaccion directa entre la bacteriocina y su proteina de inmunidad (Nes et al., 1996).

I1.2.4.3. Genes de procesamiento y transporte

El transporte y procesamiento de las bacteriocinas que se sintetizan con una extension N-
terminal del tipo secuencia lider doble glicina depende de la coexpresion de dos genes que codifican
un transportador del tipo ABC y su proteina accesoria, y que, generalmente, se encuentran ligados
al gen estructural y al de inmunidad (Nes et al., 1996). Las caracteristicas de este sistema de

transporte, asi como las de la ruta GSP, se tratan detalladamente en la seccion 1.4 de esta memoria.

I1.2.4.4. Genes implicados en la regulacion de la biosintesis

Los genes que participan en la regulacion de la biosintesis de bacteriocinas pueden encontrarse

en un operdn independiente, como en el caso de las plantaricinas EF y JK (Diep et al., 1996), o

bien, formar parte del operon en el que se localizan los genes de transporte, como se ha descrito
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para la carnobacteriocina B2 (Quadri et al., 1997). En lo que se refiere a su localizacion, el gen que
codifica la feromona o IF se sitia generalmente delante de los genes que codifican la HPK y la
proteina RR. Diep et al. (1996) identificaron secuencias repetidas directas de 9-10 pb, localizadas
inmediatamente delante de las regiones promotoras y separadas entre si por 12-13 nucledtidos, que
constituyen los sitios de unién de los reguladores de la sintesis de bacteriocinas a nivel
transcripcional. Estas secuencias, denominadas “cajas reguladoras”, estdn conservadas en muchas
bacterias lacticas productoras de bacteriocinas, lo que sugiere que sus promotores estan bajo el
control del mismo mecanismo de regulacion (Nes et al., 1996).

En numerosas ocasiones, la capacidad de producir bacteriocinas desaparece en determinadas
cepas debido a la inestabilidad plasmidica, a la inactivacion de los determinantes genéticos por la
insercion de transposones, o bien, a la dilucion de los cultivos productores en medio liquido por
debajo de un determinado nivel umbral (Klaenhammer et al., 1993; Eijsink et al., 1996; Nes et al.,
1996; Brurberg et al., 1997; Cintas et al., 2000c). La existencia de mecanismos de regulacion de la
produccion de bacteriocinas se ha observado para la nisina (Kuipers et al., 1995), sakacina A de Lb.
sakei Lb706 (Axelsson y Holck, 1995), sakacina P de Lb. sakei LTH673 (Eijsink et al., 1996;
Brurberg et al., 1997), carnobacteriocinas A, B2 y BM1 de Cb. piscicola LV17 y LV17B (Quadri et
al., 1997; Saucier et al.,1997), plantaricinas EF, JK y N de Lb. plantarum C11 (Diep et al., 1995;
Anderssen et al., 1998) y enterocina A de E. faecium CTC492 (Nilsen et al., 1998).

11.2.4.4.1. Caracteristicas generales de los sistemas de regulacion de la biosintesis

La regulacion de la produccion de algunas bacteriocinas de la clase II depende de un sistema de
transduccion de sefiales de tres componentes semejante al que interviene en las respuestas de las
células bacterianas a modificaciones ambientales como, por ejemplo, el desarrollo de la
competencia celular o de la virulencia (Diep et al., 1996; Morfeldt et al., 1996). Este sistema consta
de una molécula sefial o feromona (IF), de una proteina histidin-quinasa (HPK) y de una proteina
reguladora de respuesta (RR) (Nes ef al., 1996; Kleerebezemet al., 1997) (Fig. 2.2).

La HPK contiene un dominio N-terminal, con una funcién sensora, localizado en el lado
periplasmico de la membrana y un dominio C-terminal, o transmisor, localizado en el lado
citosolico, ambos unidos generalmente por un dominio de membrana con 2-6 TMS. El dominio C-
terminal posee actividad autoquinasa y contiene un residuo de histidina absolutamente conservado
que constituye el sitio de fosforilacion. Asimismo, el RR posee un dominio N-terminal, con un
residuo de acido aspartico conservado que representa el lugar de fosforilacion, y un dominio

receptor o C-terminal, que media la respuesta adaptativa (Nes et al., 1996).
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 — | Preprobacteriocina

4 Transcripcion del locus
de la bacteriocina

Figura 2.2. Representacion esquematica de un sistema de transduccion de sefiales de tres
componentes. El mecanismo de induccion de la sintesis de bacteriocinas puede dividirse en las siguientes

etapas: (1) Interaccion del IF con la HPK e induccidén de la fosforilacion de esta proteina a expensas del ATP; (2)
Transferencia del fosfato desde HPK a RR; (3) Activacion de los promotores de la transcripcion por accion del
RR fosforilado; (4) Transcripcion de los genes de la preprobacteriocina y de otros genes asociados; y (5)
Procesamiento y secrecion de la prebacteriocina y del IF a través de un transportador ABC. Esquema adaptado de
Nes et al. (1996) y Skaugen et al. (2000).

El mecanismo de induccién consiste en reacciones de fosforilacion y desfosforilacion
acopladas. Asi, la desfosforilacion de la HPK y la fosforilacion acoplada del dominio receptor del
RR produce cambios intramoleculares de dicho dominio que posibilitan su interaccion con los
genes diana y la regulacién de su transcripcion. El mecanismo de regulacion de la transcripcion
podria consistir en la uniéon del RR a secuencias especificas del DNA proximas al promotor, lo que
estimularia o inhibiria la unién de la RNA polimerasa a su promotor, y, por tanto, la sintesis de las

bacteriocinas (Nes et al., 1996; Kleerebezem et al., 1997).
11.2.4.4.2. La feromona o factor de induccion

El factor de induccion constituye la sefal inicial del sistema regulador de tres componentes que

controla la biosintesis de determinadas bacteriocinas. El IF es un péptido pequefio, que puede
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presentar modificaciones postraduccionales, y que se secreta por un transportador especifico del
tipo ABC (Nes y Eijsink, 1999). En los tltimos afos se ha purificado un nimero considerable de
IFs, entre los que se encuentran el de Lb. plantarum C11 (productor de las plantaricinas EF, JK y N)
(Diep et al.,1995; Anderssen et al., 1998), Lb. sakei LTH673 (productor de sakacina P) (Eijsink et
al., 1996), Cb. piscicola LV17 (productor de las carnobacteriocinas A, B2 y BM1) (Quadri et al.,
1997; Saucier et al., 1997) y E. faecium CTC492 (productor de las enterocinas A y B) (Nilsen et al.,
1998). Los IFs son péptidos de pequefio tamanio molecular, con un numero de aminoacidos
comprendido entre 19 y 26, catidnicos y con la capacidad de formar una hélice o anfifilica.
Ademas, algunos se sintetizan en forma de precursores con una secuencia lider del tipo doble
glicina, lo que sugiere que su secrecion tiene lugar por el mismo mecanismo que el de las
bacteriocinas que contienen este tipo de extension N-terminal (seccion 11.4.1) (Diep et al., 1996;
Eijsink et al., 1996; Brurberg et al., 1997; Kleerebezem et al., 1997; Quadri et al., 1997). A pesar
de su semejanza con las bacteriocinas, los IFs carecen de actividad antimicrobiana, excepto la
plantaricina A (Anderssen et al., 1998) y la nisina, que induce su propia sintesis (Kuipers et al.,
1995). Ademas, la actividad bioldgica de los IFs precisa una concentracion considerablemente
menor que la requerida por las bacteriocinas para ejercer su efecto antimicrobiano (Nes y Eijsink,
1999).

En la actualidad existen dos modelos para explicar el proceso de induccion de la sintesis de
bacteriocinas (Nes et al., 1996). Segun el modelo de regulacion por la densidad celular (del inglés
Quorum Sensing), el IF se produce constitutivamente y se acumula progresivamente durante el
crecimiento celular; cuando el IF alcanza el nivel umbral requerido para ejercer la autoinduccion, se
incrementa la expresion de los genes de la bacteriocina. El modelo alternativo propone que el IF se
produce a un nivel ligeramente inferior al necesario para la autoinduccion; la presencia de ciertas
condiciones ambientales aumenta transitoriamente la produccion de IF, que, una vez superado su

nivel umbral, puede inducir su propia sintesis y, finalmente, la de la bacteriocina.
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IL.3. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS

La fermentacion, una de las técnicas de conservacion de los alimentos mas antiguas que se
conocen, se emplea con el fin de conservar o mejorar las cualidades organolépticas y la seguridad
microbiologica de los alimentos. Tradicionalmente, la flora presente naturalmente en los alimentos
ha sido la responsable de su fermentacion; sin embargo, en la actualidad, la industria alimentaria
prefiere el empleo de cultivos iniciadores, que permiten asegurar y estandarizar la calidad del
producto final. Entre los microorganismos empleados como iniciadores, concretamente en
embutidos crudos curados, se encuentran levaduras, hongos, micrococaceas y bacterias lacticas
(Cintas y Casaus 1998d). Las actividades metabolicas de las bacterias lacticas, fundamentalmente la
produccion de acido lactico, originan unos productos finales con unas caracteristicas organolépticas
deseables. Ademas de su funcion tecnologica, las bacterias lacticas contribuyen a la conservacion
de los alimentos (seccion I1.1.2). Sin embargo, la actividad de las bacteriocinas suele ser menos
efectiva en los sustratos alimentarios que en los medios de cultivo empleados en el laboratorio
(Krier et al., 1998; Aymerich et al., 2000b), ya sea por su inactivacion parcial por proteasas, su
difusion limitada en la matriz del alimento o su unidn inespecifica a ciertos ingredientes del
alimento, entre otros factores (Nettles y Barefoot, 1993; Callewaert et al., 2000).

La aplicacion de las bacteriocinas en los alimentos requiere el conocimiento previo de su
eficacia en estos sistemas, por lo que es imprescindible realizar una selecciéon cuidadosa de las
cepas adaptadas a ciertas condiciones ambientales, como la temperatura y el pH (Leroy y De Vuyst,
1999a). Asimismo, se deben considerar los aspectos econdmicos derivados de su empleo; en este
sentido, una manera de reducir los costes consiste en determinar las condiciones Optimas para la
produccion y estabilidad de la bacteriocina (para ser empleada como bioconservante), de biomasa
(para utilizar los microorganismos productores como cultivos iniciadores para la produccion in situ
de bacteriocina) y/o de acido lactico (un valioso producto de la fermentacion).

La obtencién de cantidades adecuadas de bacteriocina facilitaria la realizacion de estudios
fisico-quimicos acerca de estos compuestos (Mertvedt-Abildgaard et al., 1995), imprescindibles
tanto para el suministro regular de bacteriocinas y su empleo racional en la industria alimentaria
(Barcena et al., 1998; Lejeune et al., 1998), como para el disefio de nuevas moléculas con
caracteristicas mejoradas (Nettles y Barefoot, 1993; Montville y Chen, 1998). Ademas, la
optimizacion de su produccion podria proporcionar la materia prima adecuada para la generacion de

anticuerpos especificos, un aspecto importante, puesto que el desarrollo y puesta a punto de
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métodos inmunoquimicos que facilitasen su deteccion facilitaria su empleo en los alimentos
(Suarez, 1999; Martinez, 1999; Martinez, 2000).

Las bacteriocinas de las bacterias lacticas son, generalmente, metabolitos primarios o0 asociados
al crecimiento (De Vuyst et al., 1993; Parente et al., 1994; De Vuyst et al., 1996; Krier et al., 1998;
Callewaert et al., 1999; Leroy y De Vuyst, 1999a; Aymerich et al., 2000b), por lo que, en principio,
puede lograrse una mejora de su produccion mediante la optimizacion de las condiciones de
crecimiento del microorganismo productor (Biswas et al., 1991; De Vuyst et al., 1993; Kaiser y
Montville, 1993; De Vuyst et al., 1996). En este contexto, se ha observado frecuentemente una
prolongacion de la fase activa del crecimiento y un aumento de la produccion de bacteriocinas
cuando los microorganismos productores se desarrollan en medios de composicion compleja en un
fermentador bajo condiciones de temperatura y pH estrictamente controladas y (Geis et al., 1983;
Parente y Hill, 1992c; Parente y Ricciardi, 1994; Loubiere et al., 1997; Lejeune et al., 1998).
Aunque la produccion de bacteriocinas estd asociada al crecimiento, se ha observado que, en
ocasiones, ligeras diferencias de crecimiento debidas a modificaciones de las condiciones
ambientales como el pH, la temperatura, o la concentracion de glucosa del medio, originan
variaciones considerables en la producciéon de bacteriocinas (Mgrtvedt-Abildgaard et al., 1995;
Casaus, 1998; Krier et al., 1998). Por otra parte, las complejas interacciones que tienen lugar entre
los maltiples factores que afectan a la produccion de las bacteriocinas y/o a su inactivacion pueden
ser responsables de que las condiciones dptimas para el crecimiento de una cepa bacteriocinogénica
difiera de las dptimas para la produccion de su(s) bacteriocina(s) (De Vuyst et al., 1996; Kim et al.,
1997; Bércena et al., 1998; Casaus, 1998; Krier et al., 1998; Aasen et al., 2000). En este sentido, se
ha observado frecuentemente que el pH déptimo para la produccion de las bacteriocinas de las
bacterias lacticas es ligeramente inferior al 6ptimo para el crecimiento del microorganismo
productor (Kaiser y Montville, 1993; Parente et al., 1994; Parente y Ricciardi 1994; Martvedt-
Abildgaard et al., 1995; Chinachoti et al., 1997; Krier et al., 1998). En la Tabla 1.6 puede
observarse que el pH 6ptimo para la produccion varia con la bacteriocina producida y, en ocasiones,
con la cepa productora.

En los ultimos afios se ha observado que la regulacion de la biosintesis de algunas bacteriocinas
de las bacterias lacticas tiene lugar mediante un sistema de transduccién de sefiales de tres
componentes (seccion 11.2.4.4.1), por lo que las condiciones del medio de cultivo, particularmente
el pH, podrian actuar a traves de este mecanismo para controlar su produccion (Mgrtvedt-
Abildgaard et al., 1995; De Vuyst et al., 1996; Casaus, 1998; Nilsen et al., 1998; Aasen et al.,
2000), como sucede con otros fendmenos bioldgicos (Regassa y Betley, 1992; Olson et al., 1993).
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11.4. MECANISMOS DE SECRECION DE LAS BACTERIOCINAS

En todas las células, las proteinas extracitoplasmaticas deben translocarse a través de las bicapas
lipidicas para alcanzar su destino final. La mayoria de las bacteriocinas de la clase II descritas hasta la
fecha se secretan mediante transportadores del tipo ABC; no obstante, dentro de la clase II, existen
bacteriocinas que, presumiblemente, se transportan mediante la ruta GSP o ruta sec. A continuacion, se

describen las caracteristicas mas relevantes de ambos sistemas.

I1.4.1. SISTEMAS DE SECRECION DEL TIPO ABC

Los transportadores del tipo ABC (o sec-independientes) (Higgins, 1992; Fath y Kolter, 1993) se
encuentran en bacterias Gram-positivas y negativas, en las que dirigen la secreciéon de una gran
variedad de sustancias, tales como: (i) antibioticos y compuestos no proteicos (por ejemplo, moléculas
lipofilicas y polisacaridos) (Higgins, 1992; Fath y Kolter, 1993); (ii) precursores peptidicos
sintetizados con una extensidon N-terminal, como el factor de competencia de S. pneumoniae
(Havarstein et al., 1995), la colicina V de E. coli (Gilson et al., 1990) y la mayoria de las bacteriocinas
de las bacterias lacticas (Nes et al., 1996); y (iii) péptidos que carecen de extension N-terminal, como,
por ejemplo, la hemolisina o de E. coli (Wagner et al., 1983) o, quizas, las enterocinas L50 y Q de E.
faecium L50 (Cintas et al., 1998b; Cintas et al., 2000b). Ademas, los transportadores del tipo ABC son
responsables de la extrusion de un amplio espectro de compuestos anfifilicos implicada en el
fenomeno de resistencia a multiples farmacos (MDR, del inglés Multidrug Resistance) (Margolles et
al., 1999; van Veen et al., 1999, 2000).

Estos sistemas de transporte estan compuestos por un miembro de la familia de los transportadores
del tipo ABC, por una proteina accesoria de membrana y, en las bacterias Gram-negativas, por una
proteina de la membrana externa (Fig. 2.3). Puesto que son especificos para una proteina o una familia

de proteinas determinada se denominan sistemas de transporte “dedicados” (Wandersman, 1992).
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Fig. 2.3. Representacion esquematica de un sistema de secrecion ABC “clasico” en bacterias

Gram-positivas (A) y Gram-negativas (B). La proteina transportadora (ABC) consta de un dominio
hidrofébico N-terminal (I), que en la mayoria de los casos contiene 6 TMS, y de un dominio C-terminal (II) que
contiene los sitios de union para el ATP. La proteina accesoria (PA) interacciona con el transportador ABC y, en las
bacterias Gram-negativas, con una proteina de la membrana externa (PME), formando un canal de translocacion a

través de las membranas citoplasmatica y, en su caso, externa. Esquema adaptado de Franke (1998).
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Un transportador ABC clasico consta de un dominio hidrofébico N-terminal integral de
membrana, generalmente con seis TMS, y de un dominio C-terminal de unién para el ATP, ambos
situados en el lado citoplasmatico de la membrana (Hévarstein et al., 1995a; Franke, 1998). Los
transportadores ABC funcionales son homodimeros y constan, por tanto, de dos dominios N-
terminales y dos C-terminales (Higgins, 1992; Hévarstein et al., 1995a; Van Veen et al., 2000). Por
otra parte, la proteina accesoria presenta una corta region N-terminal en el citoplasma
(aproximadamente 20 aminodcidos), estando su region C-terminal orientada hacia el lado
extracelular de la membrana citoplasmatica y conectada a la N-terminal mediante un unico TMS
(Svirsky et al., 1995; Franke, 1998). Estas proteinas accesorias podrian ser las encargadas de
conectar la membrana interna y externa de las bacterias Gram-negativas, por lo que también se han
denominado proteinas de fusion de membrana (Dinh et al., 1994). Sin embargo, su funcién en las
bacterias Gram-positivas se desconoce en la actualidad, aunque son imprescindibles para la
secrecion de las bacteriocinas (Nes ef al., 1996; Van Belkum et al., 1997; Skaugen et al., 2000).

Todas las bacteriocinas que se secretan mediante transportadores ABC se sintetizan como
precursores caracterizados por la presencia de un doblete de glicina en las posiciones —1 y —2 de una
extension N-terminal, denominada secuencia lider del tipo doble glicina. La preprobacteriocina se
procesa por detras de este doblete, liberandose la probacteriocina o, en su caso, la bacteriocina
madura. Las secuencias lider de las bacteriocinas de la clase II presentan similitudes en su
estructura primaria, incluyendo residuos hidrofobicos en las posiciones -4, -7, -12 y -15, residuos
hidrofilicos en las posiciones -8, -9 y -11 y un aminoacido totalmente conservado, la glicina, en
posicion -2 (Hévarstein et al., 1994; Havarstein et al., 1995a). Las secuencias lider de la colicina V
de E. coli y las de algunos lantibidticos poseen caracteristicas similares (Frémaux et al., 1993;
Hévarstein et al., 1994). Los lantibidticos del tipo A (seccion I1.2.1) pueden subdividirse en dos
subclases en funcion de la estructura primaria y el sitio de procesamiento de su secuencia lider (de
Vos et al., 1995). La subclase Al, que incluye la nisina A y Z, se caracteriza por la presencia de
secuencias lider moderadamente conservadas que se procesan por una serin-proteasa del tipo de la
subtilasa (Siezen et al., 1996) y que no estan relacionadas con las de otras bacteriocinas, pues el
sitio de procesamiento presenta un residuo polar o cargado en posicion —1 y un residuo de prolina
en posicion—2 (Jack et al., 1995). Por otra parte, la subclase A2, que incluye la salivaricina A (Ross
et al., 1993), la estreptococina A-FF22 (Hynes et al., 1993), la lactocina S (Mertvedt y Nes, 1991) y
la lacticina 481 (Piard ef al., 1992), se caracteriza por la presencia de secuencias lider similares a las

del tipo doble glicina.
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Recientemente se ha caracterizado el sistema de transporte de la bacteriocina de la clase II
lactococcina A (Fig. 2.4) (Franke, 1998). La secrecién y maduracion de las lactococcinas A, B y
M/N depende de las proteinas LenC (un transportador del tipo ABC) y LenD (una proteina
accesoria), siendo ambas necesarias para la actividad extracelular de las tres lactococcinas
(Stoddard et al., 1992). LenC difiere de los transportadores ABC “clasicos” descritos anteriormente
en que posee una extension N-terminal de aproximadamente 160 aminoécidos que es la responsable
del procesamiento de la preprolactococcina A (Franke, 1998). Dicha extension también aparece en
los transportadores ABC implicados en la secrecion de otras bacteriocinas con una secuencia lider
del tipo doble glicina y contiene dos dominios muy conservados que son esenciales para el
procesamiento de la preprobacteriocina. Estos dominios se denominan “dominio cisteina”
(QX4D/ECX,AXGMXY/FGX4I/L) 'y “dominio histidina” (HY/FY/VVX,I/LXDP), donde X,
representa el nimero de residuos no conservados (Havarstein et al., 1994; Havarstein et al., 1995a),
lo que permite asignar dichos transportadores a la familia de las cistein-proteasas (Havarstein et al.,
1995a; Venema et al., 1995). Puesto que la regiéon N-terminal del transportador se encuentra en el
citoplasma, el procesamiento de la preprobacteriocina tiene lugar en el lado citosdlico de la
membrana citoplasmatica. Una diferencia adicional de LenC con otros transportadores ABC es su
topologia de membrana, puesto que los resultados experimentales indican que LcnC posee
unicamente cuatro TMS, en lugar de los seis encontrados habitualmente en este tipo de proteinas
(Franke, 1998). En cuanto a LcnD, presenta la topologia tipica de las proteinas accesorias de
membrana (Franke et al., 1996).

A pesar de que no se conoce exactamente como los transportadores ABC de bacteriocinas
reconocen a sus sustratos, el sitio de reconocimiento podria localizarse en su dominio proteolitico
N-terminal (Hévarstein et al., 1995a; van Belkum et al., 1997; Franke, 1998; Horn et al., 1998).
Adicionalmente, Franke (1998) observdé que la preprolactococcina A mostraba una capacidad
intrinseca para insertarse en la membrana citoplasmatica en presencia o ausencia de LenC/LenD, lo
que atribuy¢ a la hipotética presencia de una hélice a en la region C-terminal de la bacteriocina. En
este sentido, dichas estructuras se han relacionado frecuentemente con la interaccion con las

membranas plasmaticas y la formacion de poros en las células sensibles (véase seccion I1.5).

39 Carmen Herranz Sorribes



1. Introduccion

>

|
|
Pared -
celular m LenD
|
|
- COOACO0CO0C00
Membrana :
citoplasmatica " 0066060666000
|
:
i |
Citoplasma - w
|

Fig. 2.4. Representacion esquematica del sistema de maduracion y secrecion de las
lactococcinas. LenC es una proteina de la familia de los transportadores ABC, que posee un dominio
integral de membrana (I), un dominio de union para el ATP (II) y un dominio N-terminal adicional de
funcidn proteolitica (ausente en los transportadores ABC clasicos, Fig. 2.2). LenD es la proteina accesoria de
transporte y LecnD* es una proteina formada al iniciarse la traduccion de /cnD en un codon de iniciacion
alternativo. Fuente: Franke (1998).

El modelo que explica el mecanismo de transporte de los precursores de bacteriocinas que
contienen péptidos lider del tipo doble glicina fue propuesto por Havarstein et al. (1995a). Este
modelo propone la uniéon de un precursor a cada uno de los dos dominios proteoliticos del
homodimero del transportador ABC y la uniéon de dos moléculas de ATP en su dominio C-terminal;
la energia liberada por la hidrolisis del ATP induce un cambio conformacional en el transportador
que resulta en el procesamiento y la translocacion del péptido a través de la membrana. Por lo tanto,
los transportadores ABC de bacteriocinas tienen una doble funcion que realizan simultaneamente y
que consiste en el procesamiento y la translocacion de precursores proteicos a través de la membrana
citoplasmatica, lo que representa una estrategia alternativa dentro de los mecanismos de secrecion de
proteinas bacterianas (Havarstein ef al., 1995a).

Recientemente, la caracterizacion genética de las enterocinas L50 (Cintas et al., 1998b) y Q
(Cintas et al., 2000b) ha revelado que ambas bacteriocinas se sintetizan sin ningun tipo de extension
N-terminal. Puesto que existen proteinas bacterianas que, aunque carecen de extension N-terminal,
se secretan mediante transportadores dedicados del tipo ABC, como, por ejemplo, la hemolisina a

de E. coli (del Castillo et al., 1997) y las proteinas de virulencia de Yersinia (Yops, del inglés
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Yersinia outer membrane proteins) (Michiels et al., 1990), la secrecion de dichas enterocinas podria

tener lugar asimismo mediante este tipo de transportadores.

11.4.2. SISTEMAS DE SECRECION sec-DEPENDIENTES

Hasta hace poco tiempo, la presencia de una secuencia lider del tipo doble glicina habia sido
considerada una caracteristica comun de las bacteriocinas del tipo no-lantibidtico; sin embargo, en
los ultimos afios se han caracterizado una serie de bacteriocinas de la clase II, como la acidocina B
(Leer et al., 1995), la divergicina A (Worobo et al., 1995), la bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996),
la enterocina P (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998) y la lactococcina 972 (Martinez et al., 1999), que
se sintetizan en forma de prepropéptidos (seccion II1.2.4.1) con una extension N-terminal
denominada péptido sefial (SP, del inglés Signal Peptide); estas bacteriocinas se procesan y secretan
mediante la ruta GSP (Pugsley, 1993; Fekkes y Driessen, 1999), en la que participan los productos
de los genes sec y las peptidasas encargadas del procesamiento del prepropéptido (en adelante,
peptidasas senal).

Las proteinas de secrecion sintetizadas con un SP se transportan a través de la membrana
citoplasmdtica para alcanzar su destino final mediante un complejo proteico denominado
translocasa (Fig. 2.5) (Wickner et al., 1991; Simonen y Palva, 1993; Driessen, 1994; Fekkes y
Driessen, 1999). Los precursores proteicos pueden dirigirse directamente a la translocasa (Fig. 2.2,
A), o bien ser conducidos hasta ella por chaperonas moleculares como SecB (Fig. 2.2, B).
Alternativamente, algunas proteinas, como las integrales de membrana, alcanzan la translocasa a
través de una ruta en la que intervienen la denominada particula reconocedora de sefial (SRP, del
inglés Signal Recognition Particle) y su receptor (FtsY) (Fig. 2.2, C) (Valent et al., 1995; Duong y
Wickner, 1997c¢; Fekkes y Driessen, 1999; van der Does, 2000).

Puesto que la translocasa bacteriana estudiada en mayor profundidad es la de E. coli, la
mayoria de las caracteristicas del sistema que se describen a continuacion hacen referencia a este
microorganismo. No obstante, se han encontrado sistemas homologos en B. subtilis (Simonen y
Palva, 1983), en células eucariotas (Hartmann et al., 1994) y en arqueobacterias (P6hlschroder et

al., 1997).
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Fig. 2.5. Representacion esquematica de los componentes de la translocasa bacteriana. Cuando
una proteina provista de un SP emerge del ribosoma puede alcanzar la translocasa postraduccionalmente o
simultdneamente a su traduccion. En el primer caso, la preproteina se asocia directamente con la translocasa (A) o
es conducida hasta ella por SecB (B). En el segundo, la preproteina se asocia con la particula reconocedora de
sefial (SRP) y, a través de FtsY, interacciona con la translocasa (C). Las proteinas se translocan a través de la
membrana mediante un poro complejo integrado por los polipéptidos SecY, SecE y SecG. SecD, SecF y YajC son
proteinas de membrana cuya funcién en el proceso de translocacion permanece sin elucidar. La energia para la
translocacion es proporcionada por la hidrolisis del ATP por SecA. Durante o tras el proceso de translocacion, el
SP es cortado por la peptidasa sefial Lep. Fuente: van der Does (2000).
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11.4.2.1. El péptido senal

El péptido sefial (SP) es una extension de 18-30 aminoacidos localizada en la region N-terminal

de los precursores proteicos. A pesar de carecer de homologia en sus secuencias primarias, los SPs

presentan tres dominios caracteristicos con propiedades fisico-quimicas comunes (Silhavy et al.,

1983; Watson, 1984; von Heijne, 1984,1988; Izard y Kendall, 1994; Fekkes y Driessen, 1999):

1)

2)

3)

Dominio N: consta de 1 a 5 aminoacidos y posee una carga neta positiva, que es mayor en los
SPs de las bacterias Gram-positivas que en los de E. coli y eucariotas (Simonen y Palva, 1983).
El dominio N interacciona con SecA (seccion 11.4.2.3) y con los fosfolipidos con carga negativa
de la membrana citoplasmatica (Akita et al., 1990; von Heijne, 1990), por lo que es importante
para la entrada de las preproteinas en la ruta de translocacion de E. coli (Iino et al., 1987).
Dominio H: compuesto por 7-15 residuos hidrofobicos que pueden adoptar una conformacion
en hélice a e insertarse en la bicapa lipidica. Este dominio podria constituir la parte mas
importante del SP, como sugiere el hecho de que un aumento de su hidrofobicidad total puede
compensar mutaciones en otras regiones de dicho péptido (Hikita y Mizushima, 1992).

Dominio C: de caracter polar e integrado por 3-7 aminoacidos, constituye la Gnica region del SP
que requiere cierta especificidad en su secuencia primaria, puesto que interacciona con la
peptidasa sefial (Dalbey y von Heijne, 1992). Las peptidasas lider del tipo I de E. coli (que
actian sobre preproteinas, a diferencia de las del tipo II, que son especificas de lipoproteinas)
presentan especificidad en las posiciones —3 y —1 con respecto al inicio del propéptido; estas
posiciones aparecen generalmente ocupadas por aminoacidos con cadenas laterales cortas y
neutras, tales como alanina, glicina, serina o treonina (von Heijne, 1984, 1988). La peptidasa
sefal corta el SP cuando éste emerge en el lado periplasmico de la membrana (Schiebel et al.,
1991) y se libera el propéptido. Finalmente, un grupo de proteinas que asiste a otras en la
modificacién de su composicion o en el desarrollo de su actividad funcional o metabodlica

(chaperonas) posibilita que el propéptido adquiera su conformacion nativa final.

11.4.2.2. SecB

SecB es una chaperona molecular citosolica de E. coli que guia a ciertos precursores proteicos a

la membrana citoplasmatica (Driessen, 1994; Kumamoto, 1991) y de la que, hasta ahora,

unicamente se han encontrado homoélogos en bacterias Gram-negativas. Se trata de una proteina no

esencial para el proceso de translocacion que, in vitro, interacciona de forma no selectiva con la
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region madura de cualquier precursor proteico que no se encuentre en su conformacidon nativa y
retarda su plegamiento, manteniéndolo en un estado competente para la translocacion (Collier et al.,
1988; Driessen, 1994; Fekkes et al., 1995). La funcion de SecB en el proceso de translocacion
proteica esta relacionada con su gran afinidad por SecA, lo que permite el movimiento rapido y
especifico de los precursores proteicos hacia la membrana y su interaccion con SecA (Driessen,

1994; Hartl et al., 1990)

11.4.2.3. SecA

SecA es una proteina con actividad ATPasa que se halla unida periféricamente al complejo de
proteinas integrales de membrana de la translocasa (Wickner et al., 1991). Esta proteina, cuya
forma funcional es un homodimero (Driessen, 1993), interacciona con la practica totalidad de los
componentes del proceso de translocacion, posee actividad ATPasa y regula su expresion génica
mediante la union a su propio mRNA (Driessen et al., 1995b).

Cuando se encuentra unida al complejo integral de membrana de la translocasa, SecA presenta
una gran afinidad por SecB, el SP y la region madura de las preproteinas (Akita, 1990; Hartl et al.,
1990). La union del precursor proteico a SecA estimula el intercambio de ADP por ATP en uno de
sus dos sitios de union de ATP (Lill et al., 1990) y causa la insercion de SecA y de parte del
precursor en la membrana. La desinsercion de SecA de la membrana, asi como la liberacion de la
preproteina y su entrada en la ruta de translocacion, son procesos que requieren la hidrolisis de ATP

(Economou y Wickner, 1994).

11.4.2.4. Componentes integrales de membrana de la translocasa

El dominio integral de membrana de la translocasa es un complejo hexamérico compuesto por
los polipéptidos SecY, SecE, SecG, SecD, SecF y YajC (Driessen, 1994; Duong y Wickner, 1997c;
Manting, 1999; Van der Does, 2000). SecY y SecE forman un complejo estable en la membrana
que constituye el nucleo de la translocasa (Joly et al., 1994) y que es esencial para el proceso de
translocacion in vivo e in vitro (Wickner et al., 1991). SecG es una proteina que se copurifica y
coinmunoprecipita con SecY y SecE, y que, a pesar de no ser esencial per se para el proceso de
translocacion (Akimaru et al., 1991), aumenta considerablemente su eficiencia (Hanada et al.,
1994). SecYEG podria funcionar como un canal conductor de precursores proteicos a través de la

membrana citoplasmatica (Meyer et al., 1999) mediante la formacion de complejos tetraméricos en
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cuyo ensamblaje participaria el homodimero SecA (Manting et al., 2000). SecYEG puede asociarse
con otro complejo heterotrimérico constituido por las proteinas SecD, SecF y YajC (Duong y
Wickner, 1997a), lo que incrementa adicionalmente la eficiencia de la reaccion de translocacion. La
funcién de dichas proteinas no se conoce con exactitud, aunque se ha propuesto su participacion en
el control de los ciclos de insercion-desinsercion de SecA en la membrana (Duong y Wickner,
1997a,b), en el mantenimiento de la fuerza protén motriz (Fig. 2.8, seccion I1.5) durante el proceso
de translocacion (Arkowitz y Wickner, 1994) y en la liberacion de las proteinas translocadas al lado

periplasmico de la membrana (Matsuyama et al., 1993).

I1.4.2.5. Mecanismo de translocacion proteica

El modelo propuesto para la translocacion de precursores proteicos a través de la membrana
citoplasmatica de E. coli se muestra en la Fig. 2.6. De acuerdo con este modelo, las preproteinas se
translocan mediante un mecanismo de varias etapas consistente en ciclos de insercidon-desinsercion
de SecA en la membrana acoplados a la hidrélisis de ATP.

En el caso de las preproteinas que alcanzan la translocasa dirigidas por SecB, el proceso de
translocacion comienza con la unidén de SecB a SecA, que, a su vez, se encuentra unida a SecYEG
(Fig. 2.6, 1) (Hartl et al., 1990). Como consecuencia de su interaccion con SecA, SecB libera el
precursor y lo transfiere a SecA (Fig. 2.6, 2) (Fekkes ef al., 1997). La unioén de la preproteina
origina el intercambio de ADP por ATP y la liberacion de SecB (Fig. 2.6, 3) (Fekkes et al., 1997); a
continuacion, se produce un cambio conformacional en SecA que propicia la insercion de algunos
de sus dominios en la membrana (Economou y Wickner, 1994; Lill et al., 1989; van der Does et al.,
1998). La insercion en la membrana de SecA-ATP resulta en la translocacion del SP y de una parte
del péptido maduro (Fig. 2.6, 4) (Schiebel et al., 1991). A continuacion, la hidrolisis de ATP
revierte el cambio conformacional de SecA y causa su desinsercion de la membrana y la liberacion
de la preproteina en el canal de translocacion (Fig. 2.6, 5) (Economou y Wickner, 1994; Schiebel et
al., 1991). En este momento, SecA-ADP puede unirse de nuevo a la preproteina, produciendo la
translocacion de 2-2,5 kDa (Fig. 2.6, 6). Asimismo, la unién a la preproteina estimula de nuevo el
intercambio de ADP por ATP y el consiguiente cambio conformacional en SecA, lo que permite la
translocacion de otros 2-2,5 kDa adicionales (Fig. 2.6, 7) (Economou y Wickner, 1994; Schiebel et
al., 1991; Uchida et al., 1995). Por lo tanto, un ciclo catalitico de la translocasa permitiria la

translocacion de segmentos de 5 kDa del precursor mediante dos etapas sucesivas: primero unos 2,5
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kDa tras la union de SecA al polipéptido y, después, otros 2,5 kDa tras la union de ATP a SecA
(van der Wolk et al., 1997).

Aunque in vitro la hidrolisis del ATP es suficiente para la translocacion proteica (Schiebel et
al., 1991), in vivo, la fuerza proton motriz es también un componente esencial de dicha reaccion
(Driessen, 1992). La hidrolisis del ATP y la fuerza proton motriz actian en diferentes etapas del
proceso de translocacion, siendo la primera imprescindible para su iniciacién y la segunda para
energizar etapas mas tardias y proporcionar unidireccionalidad a dicho proceso (Driessen, 1992;
Duong y Wickner, 1997c; Schiebel et al., 1991). En la actualidad, no se ha determinado el

mecanismo molecular por el que la PMF interviene en la translocacion proteica.
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Fig. 2.6. Modelo para la translocacion en etapas de los precursores proteicos provistos de un
SP. En la preproteina, el trazo en forma de sacacorchos representa el SP, y el trazo continuo representa su region

madura. Los detalles del proceso de translocacion se explican en el texto. Fuente: van der Does (2000).
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IL.5. MECANISMO MOLECULAR DE ACCION DE LAS BACTERIOCINAS Y
OTROS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE SINTESIS RIBOSOMAL

En los tltimos afios se han descrito una gran cantidad de péptidos con actividad antimicrobiana
(Hancock y Falla, 1995; Hancock y Chapple, 1999), que, atendiendo a su biosintesis, se pueden
clasificar en dos grandes grupos: (i) péptidos de sintesis no ribosomal, como las gramicidinas,
polimixinas, bacitracinas, glicopéptidos, etc., producidos por bacterias, hongos y estreptomicetos; y
(i1) péptidos de sintesis ribosomal, producidos de forma constitutiva o inducible por multitud de
especies animales, vegetales y bacterianas e implicados en su sistema de defensa natural (Tabla I1.2,
seccion 11.2.1) (Boman, 1995; Bechinger, 1999; Epand y Vogel, 1999; Hancock y Chapple, 1999).
Con el objeto de proporcionar una defensa eficaz a las células que los producen, los péptidos
antimicrobianos defensivos deben presentar las siguientes propiedades (Matsuzaki, 1999): (i)
toxicidad selectiva, es decir, capacidad de distincion entre las células productoras y las células
diana; (ii) accion antibidtica rapida; (iii) espectro antibacteriano amplio; y (iv) baja induccion de
resistencias microbianas.

La rapida emergencia de poblaciones bacterianas resistentes a numerosos antibidticos en
especies con un elevado potencial patdogeno ha incrementado el interés por el desarrollo de nuevos
compuestos que proporcionen una proteccion mds eficaz frente a las toxiinfecciones bacterianas
(Bechinger, 1999; Epand y Vogel, 1999; Lohner y Prenner, 1999; Moll ef al., 1999a). Entre estos
compuestos se encuentran los péptidos antimicrobianos naturales de sintesis ribosomal,
particularmente los que exhiben actividad inmunologica, antitumoral, antifungica y/o antivirica sin
ser hemoliticos ni citotoxicos para las células sanas de vertebrados (Bechinger, 1999). El empleo de
estos péptidos en la industria farmacologica, asi como el disefio de nuevos péptidos con una
potencia y especificidad mejoradas, requiere la comprension de su mecanismo de accioén y de sus
relaciones estructura-funcion (Epand y Vogel, 1999; Hancock y Chapple, 1999; Lohner y Prenner,
1999).

Aunque los péptidos antimicrobianos eucaridticos y procaridticos se producen y actiian en
circunstancias diferentes, estos sistemas poseen elementos comunes a nivel molecular. Por lo tanto,
el conocimiento de los péptidos antimicrobianos eucarioticos es relevante en el estudio de los
procariodticos y viceversa (Nissen Meyer y Nes, 1997). Por ello, dado que se han realizado un
elevado numero de estudios sobre el mecanismo molecular de accion de los primeros, y que ambos

comparten ciertas caracteristicas, se ha considerado oportuno exponer las principales propiedades
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de los péptidos antimicrobianos eucaridticos con el objeto de compararlas con las de las

bacteriocinas de las bacterias lacticas.

I1.5.1. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EUCARIOTICOS DE SINTESIS RIBOSOMAL

I1.5.1.1 Estructura proteica

Los péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal muestran una escasa homologia en su
secuencia primaria, pero tienen en comun su naturaleza cationica y anfipatica, lo que les confiere la
capacidad de interaccionar con las membranas bacterianas (Epand y Vogel, 1999; Matsuzaki, 1999;
Shai, 1999; Sitaram y Nagaraj, 1999). Estos péptidos adoptan fundamentalmente dos tipos de
estructura secundaria: (i) hélice o o (ii) conformacion  en lamina plegada antiparalela. La
estructura helicoidal consta generalmente de una hélice a anfifilica de 9-16 aminoacidos cerca del
extremo N-terminal, un giro de 2-4 residuos y una hélice hidrofobica de 11-14 aminoacidos cerca
del extremo C-terminal. Entre los péptidos que adoptan estructuras de este tipo se encuentran las
cecropinas de insectos, la melitina del veneno de la abeja de la miel europea y las magaininas (Fig.
2.7A) de la piel de ranas (Bechinger, 1997). Por otra parte, los péptidos con estructura en lamina 3
estan representados por las defensinas (Ganz y Lehrer, 1997); estas moléculas presentan una
estructura en ldmina 3 antiparalela junto con una pequeia region en triple lamina 3, y con las
cadenas conectadas mediante puentes disulfuro (Fig. 2.7B). Otros péptidos antimicrobianos pueden
asumir conformaciones secundarias distintas debido a la presencia de un alto porcentaje de
aminoacidos especificos, tales como los péptidos de origen bovino ricos en Pro y Arg

(bactenecinas) o en Pro y Trp (indolicidina) (Falla ef al., 1996).
I1.5.1.2. Relaciones estructura-funcion

Con el objeto de comprender la especificidad de accion de los péptidos antimicrobianos y de
optimizar su actividad, se han realizado numerosos estudios acerca de la influencia de una serie de

parametros estructurales en la modulacion de dicha selectividad y especificidad. Entre estos

parametros se encuentran:
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(A)

(B)

Fig. 2.7. Estructura secundaria de algunos péptidos antimicrobianos eucarioticos. (A)
Estructura de la magainina en presencia de micelas de SDS. Las cadenas laterales de los residuos de lisina y
fenilalanina aparecen indicadas, mostrando la naturaleza catidnica y anfipatica de esta estructura; (B)
Estructura de la purotionina (defensina vegetal); los puentes disulfuro se representan mediante esferas y
barras. Fuente: Epand y Vogel (1999).
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(1) Estructura helicoidal: esta estructura, caracterizada por el alineamiento de los residuos
hidrofébicos y de las cadenas laterales de los aminoacidos polares en lados opuestos de la hélice,
permite una interaccion Optima con las membranas bioldgicas. Los cambios realizados en la
secuencia aminoacidica con el objeto de incrementar el contenido en hélice a, como por ejemplo,
la eliminacion o sustitucion de Gly y Pro, se correlacionan con el aumento de la actividad
hemolitica y antimicrobiana de la magainina, la cecropina y la pardaxina (Dathe y Wieprecht,
1999). Asimismo, las sustituciones que dificultan la adopcion de esta estructura secundaria resultan
en la reduccion de la actividad hemolitica y antimicrobiana de la melitina. Estas observaciones
demuestran la importancia general de la estructura en hélice o para la interacciébn con las
membranas bioldgicas, aunque este parametro podria tener mayor relevancia en las bicapas neutras

que en las que poseen carga negativa (Dathe y Wieprecht, 1999).

(2) Momento hidrofobico: este parametro, calculado a partir de la suma vectorial de Ia
hidrofobicidad de los aminoacidos individuales, es una medida de la anfipaticidad del péptido. Los
péptidos que actiian en la membrana poseen una region con un momento hidrofobico alto y una
hidrofobicidad moderada. El efecto del momento hidrofébico en la actividad de los péptidos
antimicrobianos es variable, pero, de manera similar a lo expuesto para la estructura helicoidal, el
momento hidrofébico podria resultar mas importante en la permeabilizacién de membranas neutras

que en aquellas cargadas negativamente (Dathe y Wieprecht, 1999).

(3) Hidrofobicidad: este parametro refleja la capacidad del péptido para moverse desde una fase
acuosa a otra hidrofobica. Con respecto a la hidrofobicidad, los péptidos deben cumplir dos
requisitos: (i) ser lo suficientemente solubles en agua para ser almacenados en concentraciones
elevadas en la célula productora y transportados a las células diana; y (ii) ser lo suficiente
hidrofobicos para alterar la permeabilidad de la membrana (Dathe y Wieprecht, 1999). Puesto que
la influencia de la hidrofobicidad es mayor en la actividad hemolitica que en la antimicrobiana, este

parametro podria utilizarse para incrementar la especificidad antimicrobiana de estos compuestos.

(4) Carga: la funcioén de las cargas positivas de los péptidos antimicrobianos en la interaccién con
las cargas negativas de las membranas bacterianas es un hecho reconocido (Sitaram y Nagaraj,
1999; Chen et al., 1997b). Puesto que la interaccion péptido-membrana estd determinada por un
balance de interacciones electrostaticas e hidrofobicas, el refuerzo de las primeras y el
mantenimiento de un dominio hidrofébico en la hélice o podrian aumentar su selectividad frente a
los procariotas. En general, la influencia de la carga del péptido es mayor en aquellos péptidos que

carecen de una region hidrofobica bien desarrollada (Dathe y Wieprecht, 1999).
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En resumen, el balance entre la actividad antimicrobiana y la hemolitica podria optimizarse
mediante la modificacion de determinados pardmetros estructurales del péptido; no obstante, puesto
que la actividad de cada péptido estd determinada por una combinacioén unica de parametros, la

optimizacion general de la actividad y especificidad es un objetivo complicado.

I1.5.1.3. Modelos propuestos para explicar el mecanismo de accion de los péptidos

antimicrobianos

A pesar de que se han realizado numerosos estudios en este contexto, el modo de accion de los
péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal y su especificidad frente a determinadas células
sigue siendo objeto de debate (Epand y Vogel, 1999; Lohner y Prenner, 1999; Shai, 1999). Aunque
existen evidencias de que una de las dianas de estos péptidos es la bicapa lipidica de la membrana
(Bechinger, 1999; Epand y Vogel, 1999; Hancock y Chapple, 1999; Lohner y Prenner, 1999;
Matsuzaki, 1999; Shai, 1999), el mecanismo molecular de perturbacion de la membrana y su
relacion con la actividad antimicrobiana no se conocen con exactitud (Blondelle et al., 1999; Epand
y Vogel, 1999). En este sentido, se ha propuesto recientemente que el efecto de estos péptidos en la
membrana podria no estar directamente relacionado con su accidon antimicrobiana, sino representar
simplemente la forma en la que acceden al citoplasma para alcanzar una diana alternativa, como el
DNA o ciertos enzimas autoliticos (Epand y Vogel, 1999; Hancock y Chapple, 1999; Wu et al.,
1999). De hecho, el efecto sobre la membrana citoplasmatica es tan rapido que resulta dificil
determinar la existencia de otras dianas intracelulares. Recientemente, Martinez et al. (2000) han
demostrado que la bacteriocina lactococcina 972 inhibe la formacion de septos durante la division
de células de L. lactis sensibles a dicha bacteriocina.

La primera barrera celular a la que se enfrentan los péptidos cationicos y anfifilicos es la
membrana externa de los microorganismos Gram-negativos o la pared celular de los Gram-
positivos. Algunos péptidos tienen la capacidad de unirse a los lipopolisacaridos (LPS)
polianidnicos de la membrana externa de los Gram-negativos (o a otros componentes de la pared
celular de los Gram-positivos), lo que podria resultar en el desplazamiento de los cationes
divalentes que estabilizan estas moléculas y en la alteracién de la permeabilidad de la membrana
externa. Este mecanismo, denominado de “captacion autoinducida”, facilitaria el acceso de los
péptidos a la membrana citoplasmatica de los microorganismos Gram-negativos (Falla, 1996;
Epand y Vogel, 1999; Hancock y Lehrer, 1998; Hancock y Chapple, 1999). Ademas, puesto que los

LPS estan implicados en la fisiopatologia del shock endotdxico causado por bacterias Gram-
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negativas, aquellos agentes con capacidad para unirse a los LPS liberados a la corriente sanguinea
podrian neutralizar dicha accidn toxica, lo que representaria una ventaja frente a los antibioticos
convencionales, que en algunos casos estimulan la liberacion de endotoxinas (Hancock y Chapple,
1999; Scott et al., 1999).

Una vez atravesada la barrera inicial, los péptidos antimicrobianos interaccionan con la
membrana plasmatica. Esta estructura se encarga, entre otras funciones, del mantenimiento de la
integridad del citoplasma, del transporte de solutos al interior o exterior celular, de la generacion y
el mantenimiento del estado energético celular y de la sintesis de ATP (Hancock et al., 1995).

En las bacterias, la energia metabdlica se almacena en forma de intermediarios redox, como el
NADH, o de intermediarios ricos en energia, como el ATP. Como se muestra en la Fig. 2.8A, la
oxidacion de los intermediarios redox, realizada por la cadena de transporte de electrones de la
membrana plasmética de las bacterias aerobias, estd acoplada a la extrusion de H' desde el
citoplasma al medio exocelular y a la sintesis de ATP por la ATP-sintetasa; sin embargo, en las
bacterias anaerobias, que carecen de la cadena de transporte de electrones, la extrusion de H'
mediante la ATP-sintetasa requiere la hidrolisis del ATP (Fig. 2.8B). Puesto que la membrana
citoplasmatica es impermeable a los H', su translocacion genera en ambos casos un gradiente
electroquimico transmembrana que consta de un componente eléctrico, el potencial de membrana
(AW, negativo en el interior) y uno quimico, el gradiente de pH (ApH, alcalino en el interior). La
teoria quimiosmotica de Mitchell (1966) establece que el gradiente electroquimico ejerce una fuerza
sobre los H' dirigida hacia el interior, que se denomina fuerza protén motriz (PMF, del inglés

Proton Motive Force) y que puede expresarse como:

PMF= A¥-ZApH (mV),

donde Z= 2,3 RT/F, siendo R la constante de los gases, T la temperatura absoluta y F la constante
de Faraday; el pardmetro Z transforma el gradiente de pH en milivoltios y tiene un valor de,
aproximadamente, 60 mV por unidad de pH a 25°C (Hellingwerf y Konings, 1985). Por
convencion, la PMF se considera negativa y alcalina en el interior de la célula. En los
microorganismos aerobios, la PMF alcanza valores de —200 mV, mientras que en los anaerobios
oscila entre —100 y — 150mV (Hellingwerf y Konings, 1985; Montville y Bruno, 1994). En las
bacterias estrictamente fermentativas, la excrecion de H' acoplada a productos finales del

metabolismo (como, por ejemplo, el acido lactico) contribuye a la generacion adicional de energia
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Fig. 2.8. Generacion de la PMF en bacterias aerobias (A) y anaerobias (B). Mecanismo de

accion de los ionéforos valinomicina y nigericina (C). Procesos en los que interviene la PMF
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electroquimica en estos microorganismos (ten Brink et al.,1982, 1985). Como se observa en la Fig.
2.8C, los iondforos valinomicina y nigericina, ampliamente empleados en los estudios del estado
energético de la membrana plasmadtica, actuan sobre ésta disipando el AY y el ApH,
respectivamente.

La PMF es la fuerza vital para un gran nimero de procesos que requieren energia, tales como la
sintesis de ATP, el transporte de determinados sustratos, la sintesis y la rotacién de flagelos, etc.
(Fig. 2.8D); por lo tanto, la alteracion de uno o ambos de sus componentes como consecuencia de la
accion de los péptidos antibacterianos sobre la membrana podria constituir una de las causas
principales de la actividad bactericida de dichos péptidos.

La asociacion de los péptidos antimicrobianos con la membrana plasmatica y la alteracion de su
permeabilidad esta mediada por las interacciones hidrofobicas entre los aminoacidos no polares y el
nlcleo hidrofébico de la membrana y las interacciones electrostaticas entre las cargas positivas de
los péptidos y las negativas de las cabezas de los fosfolipidos (Bechinger, 1999; Hancock y
Chapple, 1999; Matzusaki, 1999; Shai, 1999). En general, la presencia en la monocapa externa de
las membranas bacterianas de cargas negativas, fundamentalmente fosfatidilglicerol (PG) y
cardiolipina (CL), y de potenciales transmembrana altos (negativos en el interior) aumenta la
concentracion local de los péptidos en la superficie de las mismas y favorece su asociacion
(Bechinger, 1999; Lohner y Prenner, 1999; Matsuzaki, 1999). Sin embargo, la presencia de lipidos
zwitterionicos o neutros, fundamentalmente fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina, constituyentes
principales de la monocapa externa de las membranas eucarioticas, dificulta la uniéon de moléculas
adicionales del péptido a la superficie de la membrana debido a un fendmeno de repulsion. Asi, la
composicion de las membranas de las células eucaridticas sanas, sin lipidos 4cidos en la cara
externa de la membrana y ricas en colesterol (que afecta a la fluidez y al momento dipolar de las
membranas), podria contribuir a la accion selectiva de estos péptidos (Hancock et al., 1995;
Bechinger, 1999; Matsuzaki, 1999; Sitaram y Nagaraj, 1999). A pesar de que la hidrofobicidad de
los péptidos de defensa no es lo bastante alta como para asociarse con los lipidos zwitterionicos de
las membranas eucaridticas, algunas toxinas y venenos (como la melitina) son lo suficientemente
hidrofobicos para ejercer actividad hemolitica (Matzusaki, 1999). Las células tumorales constituyen
un caso particular, ya que, como consecuencia de la pérdida de asimetria lipidica, poseen un
cardcter mas anionico en el exterior (debido principalmente al incremento en la concentracion de
fosfatidilserina) que las hace ser mas sensibles a ciertos péptidos antimicrobianos, como magaininas

y cecropinas (Bechinger, 1997; Sitaram y Nagaraj, 1999). En cualquier caso, la observacion de que
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ciertos péptidos antimicrobianos muestran preferencia por determinados fosfolipidos acidos indica
que otras propiedades, ademads de la carga, influyen en su interaccion con las membranas bioldgicas
(Bechinger, 1999; Epand y Vogel, 1999)

Tras la fase inicial de unidn, los péptidos pueden insertarse en la bicapa lipidica. En este
sentido, se ha observado que, en general, por debajo de una concentracion umbral los péptidos se
sitian paralelamente a la membrana y que por encima de dicha concentracion pueden orientarse
perpendicularmente a la misma (Lohner y Prenner, 1999). Teniendo en cuenta la corta longitud de
algunos péptidos antimicrobianos, insuficiente para atravesar la bicapa lipidica, éstos deberian
agregarse y formar estructuras multiméricas para poder cruzarla (Hancock ef al., 1995).

Una vez expuestas las etapas fundamentales de la interaccion péptido-membrana, se muestran
los principales modelos propuestos para explicar su accion antimicrobiana en las células bacterianas

sensibles (Fig. 2.9) (Bechinger, 1999).

11.5.1.3.1. Modelo de haces de hélices transmembrana

El modelo de haces de hélices transmembrana (del inglés Transmembrane helical-bundle
model), también denominado “en duela de barril”, se propuso inicialmente para explicar el
mecanismo de accion de la alameticina, un péptido de 20 aminoacidos, aniénico e hidrofobico,
producido por el hongo Trichoderma viride (Bechinger, 1997). El modelo implica la unién a la
membrana plasmatica de mondmeros con estructura en hélice a, su agregacion e insercion en la
misma y el posterior “reclutamiento” de monémeros adicionales para formar poros. En los poros,
las caras hidrofilicas de las hélices a se dirigen hacia el interior de cavidades llenas de agua,

mientras que las superficies hidrofobicas interaccionan con el nicleo hidrofébico de la membrana

(Bechinger, 1997; Bechinger, 1999; Shai, 1999) (Fig. 2.9A).

11.5.1.3.2. Modelo toroidal

El modelo anterior permite explicar el mecanismo de accion de péptidos antimicrobianos
predominantemente hidrofobicos, pero en el caso de los péptidos catidonicos podria resultar en la
acumulacion excesiva de residuos cargados positivamente en un volumen muy pequefio. Ademas, la
selectividad de algunos péptidos por determinados cationes contrasta con la alta densidad de carga

positiva que alcanzarian en un poro oligomérico (Bechinger, 1999). Por lo tanto, el modelo de haces
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Fig. 2.9. Modelos propuestos para explicar el mecanismo de accion de los péptidos
antimicrobianos. (A) Modelo de haces de hélices transmembrana; (B) Modelo toroidal; (C) Modelo de

alfombra; (D) Modelo de difusion en el plano. Los detalles del funcionamiento de cada uno de estos modelos

se explican en el texto. Fuente: Bechinger (1999).
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de hélices transmembrana se ha modificado de manera que los lipidos de la membrana plasmatica,
junto con los péptidos, rodean las paredes de aperturas toroidales (Matzusaki, 1999; Sitaram y
Nagaraj, 1999). El modelo toroidal (del inglés Wormhole/Toroidal model) se propuso inicialmente
para explicar la actividad antimicrobiana de las magaininas, péptidos de la piel y del intestino de las
ranas, que exhiben actividad antibacteriana, fungicida, antivirica y antitumoral (Bechinger, 1997).
Seglin este modelo, la molécula se sitlia paralelamente a la membrana, empuja a las cabezas polares
de los fosfolipidos hacia los lados y produce una distorsion local de la region hidrofébica; a
continuacion, la membrana se adelgaza localmente para rellenar el hueco y, a medida que aumenta
su energia de deformaciodn, el péptido adopta una orientacién transmembrana y agrega con otros
péptidos, formando un poro por el que pueden fluir iones (Fig. 2.9B). La duracion de los poros es
limitada, ya que existen fuerzas electrostaticas entre las cadenas laterales de los mondémeros que
inducen a que los poros se desintegren y los péptidos se transloquen estocasticamente a la
monocapa interior. Puesto que la formacion de poros es un proceso cooperativo, la translocacion del
péptido a la cara interna de la bicapa reduce el nimero de mondmeros unidos en la cara externa y,
por lo tanto, el sistema tiende hacia un equilibrio en el que los poros desaparecen (Matsuzaki,

1999).

11.5.1.3.3. Modelo de “alfombra”

Los modelos que proponen una orientacion transmembrana de los péptidos son dificiles de
compatibilizar con la observacion de que péptidos sintéticos de tan solo 11-15 aminodacidos, es
decir, demasiado cortos para poder atravesar la membrana, muestran una potente actividad
antimicrobiana (Bechinger, 1999). El modelo de “alfombra” (del inglés Carpet model) establece
que los péptidos antimicrobianos: (i) presentan inicialmente una orientacion paralela a la superficie
de la membrana plasmatica; (ii) no requieren la adopcion de una estructura secundaria especifica
tras su unién a la membrana; (iii) estdn en contacto con las cabezas lipidicas durante todo el
proceso; y (iv) no se insertan en el nucleo hidrofébico de la membrana (Shai, 1999).

El modelo se propuso para explicar el mecanismo de accion de la dermaseptina, un péptido
antimicrobiano aislado de la piel de ranas (Mor y Nicolas 1994). En presencia de concentraciones
altas del péptido y de fosfolipidos acidos, las moléculas de dermaseptina se alinean en la superficie
de la membrana, con su cara hidrofilica orientada hacia las cabezas de los fosfolipidos o las
moléculas de agua, y se asocian formando una “alfombra”. A continuacidn, las moléculas rotan y

reorientan sus residuos hidrofobicos hacia el ntcleo hidrofoébico de la membrana. Finalmente, se
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produce la desintegracion de la membrana debido a la alteracion de la curvatura de la bicapa
lipidica. En un estadio intermedio, previo a la lisis total, se pueden formar poros toroidales que
permitan el paso de solutos de pequefio tamafio molecular (Fig. 2.9C) (Bechinger, 1999; Shai,

1999).

11.5.1.3.4. Modelo de difusion en el plano

La formacion de oligébmeros es factible cuando se alcanzan concentraciones locales elevadas
del péptido; sin embargo, se ha observado que la concentracion de péptido necesaria para disipar el
gradiente i0nico o para obtener actividad antibiotica es comparativamente menor. En consecuencia,
se ha propuesto el modelo de difusion en el plano (del inglés In-plane diffusion model), que es
independiente de la agregacion de los péptidos, un proceso desfavorecido desde el punto de vista
entropico y electrostatico (Bechinger, 1997). El modelo postula que la insercion de los péptidos en
el plano de las bicapas produce alteraciones del empaquetamiento lipidico y una reduccion del
grosor medio de la membrana. La difusion del péptido en el plano y el solapamiento de regiones de
inestabilidad, junto con las alteraciones del empaquetamiento lipidico, conduce a la formacion de
aberturas transitorias en la membrana (Fig. 2.9D) (Bechinger, 1999).

Los datos experimentales sugieren que la formacion de canales y poros y la rotura global de la
membrana podrian representar una graduacion continua en el mecanismo de accion en lugar de tres
modos de accion completamente distintos (Dathe y Wieprecth, 1999). Ademas, el predominio de un
mecanismo de permeabilizacion podria depender de factores tales como la proporcion
lipido:péptido, la composicion de fosfolipidos de la membrana, la presencia de ciertos iones, u otros

parametros (Bechinger, 1999; Dathe y Wieprecth, 1999).

11.5.2. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS PROCARIOTICOS DE SINTESIS RIBOSOMAL:
LAS BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacteriocinas de las bacterias lacticas actuan generalmente mediante un mecanismo de
accion consistente en la desestabilizacion funcional de las membranas citoplasmaticas de las células
sensibles (Montville y Bruno, 1994; Abee, 1995; Moll et al., 1999a). En general, estos péptidos se
unen a las membranas de dichas células, se insertan en la bicapa lipidica y alteran su permeabilidad
mediante la formacion de poros de especificidad variable. En la actualidad, este mecanismo no se

conoce con precision y continia siendo objeto de investigacion (Montville y Chen, 1998). A
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continuacion se exponen los modelos propuestos para explicar el mecanismo molecular de accion

de la nisina, como paradigma de los lantibidticos, y de algunas bacteriocinas de la clase II.

11.5.2.1. Nisina

Dentro del grupo de bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas, el mecanismo de accién
estudiado en mayor profundidad hasta la fecha es probablemente el de la nisina. Se trata de una
molécula de naturaleza catidnica y anfifilica, con una regién N-terminal hidrofobica y una region C-
terminal hidrofilica que contiene la mayoria de los aminoéacidos cargados. (van de Ven, 1991; van
de Hooven, 1996; Breukink y de Kruiffj, 1999). La nisina, a través de su region C-terminal,
interacciona preferentemente con membranas compuestas por fosfolipidos anidnicos (Driessen et
al., 1995a; Breukink et al., 1997), causando un aumento transitorio de la permeabilidad a iones de
pequeio tamafio y a otros solutos (Gao et al., 1991; Bruno ef al., 1992; Okereke y Montville, 1992;
Winkowski et al., 1996; Sahl y Bierbaum, 1998). La permeabilizacion de la membrana por la nisina
esta estimulada tanto por el AY (negativo en el interior) (Driessen et al., 1995a) como por el ApH
(alcalino en el interior) (Moll ef al., 1997). Si bien la molécula adopta inicialmente una orientacion
paralela a la membrana, con el extremo N-terminal insertado mas profundamente que el C-terminal
(Breukink et al., 1998), el extremo C-terminal (Martin et al., 1996; Winkowski et al., 1996) o
incluso la molécula entera (van Kraaij et al., 1998) puede penetrar en el nicleo hidrofobico de la
bicapa lipidica e intervenir en la formacién de los poros. Estas dos observaciones, en principio
contradictorias, pueden compatibilizarse mediante el modelo de cuia (del inglés Wedge Model)
(Driessen et al., 1995a; Moll et al., 1997; Breukink et al., 1999) (Fig. 2.10), que presenta
similitudes con el modelo toroidal propuesto para la magainina (seccion 11.5.1.3.2).

Seglin el modelo de cufia (Fig. 2.10), la nisina interacciona electrostaticamente mediante su
extremo C-terminal con los fosfolipidos anionicos de la membrana (I) y adopta inicialmente una
orientacion paralela a la superficie de la membrana (II); a continuacion, la presencia de fosfolipidos
anionicos, de un AY negativo en el interior y/o de un ApH alcalino en el interior, favorece la
insercion de la nisina en la bicapa lipidica (III); a este respecto, conviene mencionar que, puesto que
la insercion de los monomeros del péptido en la bicapa lipidica es un proceso energéticamente
desfavorable, es posible que se produzca su agregacion en la superficie de la membrana antes de su
insercion; por otra parte, la participacion de los fosfolipidos como miembros activos del poro no se

ha determinado con precision. Los poros formados por la nisina son de naturaleza inespecifica y
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transitoria, y debido a la alta concentracion de bacteriocina en la superficie externa de la bicapa, la
relajacion del poro produce el movimiento del péptido hacia la monocapa interna (IV) (Breukink et
al., 1999). En este sentido, se ha observado que la nisina induce el movimiento rapido de
fosfolipidos (flip-flop) desde la monocapa interna a la externa en vesiculas unilamelares de
fosfolipidos (Moll et al., 1998a).

El hecho de que la nisina ejerza en células completas una actividad antimicrobiana mayor que
en sistemas de membrana modelo se ha explicado recientemente por la presencia del lipido II, un
precursor de la sintesis de peptidoglicano unido a la membrana celular que podria actuar como
molécula docking, es decir, facilitando la interaccion de la nisina con la membrana de las células

sensibles (Brotz et al., 1998).

Fig. 2.10. Modelo de cuiia del mecanismo de accion de la nisina. Los detalles del modelo se
explican en el texto. Fuente: Breukink et al. (1999).
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11.5.2.2. Bacteriocinas de la clase 11

La capacidad de las bacteriocinas para adoptar conformaciones anfipaticas en hélice o o en
lamina B es uno de los factores determinantes para su interaccion con las membranas y para la
formacion de poros. La primera estructura tridimensional de una bacteriocina de la clase II que se
determind fue la de la leucocina A, obtenida mediante resonancia magnética nuclear (NMR, del
inglés Nuclear Magnetic Resonance) (Gallagher, 1997). Posteriormente, Chen et al. (1997a)
predijeron la estructura tridimensional de la pediocina PA-1, y, recientemente, se ha obtenido por
NMR la de la carnobacteriocina B2, una bacteriocina con una identidad de secuencia del 66% con
la leucocina A (Wang et al., 1999). La pediocina PA-1 y la leucocina A tienen en comun la
presencia en su region N-terminal de una conformacion B en triple lamina plegada estabilizada por
un puente disulfuro; sin embargo, la carnobacteriocina B2 carece de estructura secundaria en esta
region. En lo que se refiere a la region C-terminal, la leucocina A y la carnobacteriocina B2 adoptan
una conformacion en hélice o anfipatica entre los residuos 17-31 y 19-39, respectivamente,
mientras que la estructura de esta region no se pudo predecir en el caso de la pediocina PA-1. Las
estructuras tridimensionales de los péptidos estan claramente relacionadas con su actividad
bioldgica. Asi, la estructura tridimensional de la pediocina PA-1 predice la existencia de dos
regiones con carga positiva ( Lys''-His'? y Lys®-His**-Lys" ), que refuerza la hipétesis de que el
proceso de unidn inicial a las membranas de las células sensibles estd gobernado por interacciones
electrostaticas (Chen et al., 1997b), y de una region hidrofobica (Val’-Cys’-Cys'*-Val'*-Trp'®), que
podria dirigir la insercion de la molécula en la membrana (Chen et al., 1997a). Asimismo, las
hélices a anfipaticas de la leucocina A y de la carnobacteriocina B2 podrian interaccionar con la
membrana bacteriana para ejercer su actividad antimicrobiana (Gallagher et al., 1997; Wang et al.,
1999).

A pesar de la similitud de las estructuras primarias de las bacteriocinas de la familia de la
pediocina, su espectro antimicrobiano presenta diferencias considerables (Fimland et al., 1996;
Gallagher ef al., 1997). La mayor variabilidad y anfipaticidad (o hidrofobicidad) del extremo C-
terminal de las bacteriocinas de la clase II, sugiere que esta region es la responsable del
reconocimiento de las células sensibles y de la interaccion de la bacteriocina con la region
hidrofobica de la membrana (Fimland et al., 1998). En este sentido, mientras que la region N-
terminal, conservada en las bacteriocinas de la clase Ila (Nieto-Lozano et al., 1992; Aymerich et al.,

1996; Nes et al., 1996; Ennahar et al., 2000), podria encargarse de la unidén inespecifica de las
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bacteriocinas a las células diana mediante interacciones electrostaticas (Chen et al., 1997a; Chen et
al., 1998; Fimland et al., 1998), la C-terminal lo haria del reconocimiento de las células sensibles,
tal y como se ha demostrado al determinar la especificidad de bacteriocinas hibridas de la clase Ila
(Fimland et al., 1996). Por lo tanto, la region C-terminal debe interaccionar con alguna entidad de la
membrana de las células diana, que puede ser un sitio de union en la superficie celular que posibilite
el acimulo del nimero de moléculas necesario para permeabilizar la membrana, o bien, un
componente de la membrana. Dicha interaccion puede ser quiral, con la intervencion de un receptor
proteico, como se ha propuesto en la lactostrepcina 5 (Zajdel et al., 1985), la lactococcina A (Van
Belkum et al., 1991b), la pediocina PA-1 (Chikindas et al., 1993) y la leucocina A (Gallagher et al.,
1997), o bien, no quiral, como la establecida entre las cadenas laterales de las bacteriocinas y los
lipidos de la membrana o ciertos componentes de la pared celular (Maftah et al., 1993; Moll et al.,
1996; Fimland ef al., 1998; Hauge et al., 1998).

La existencia de un receptor proteico especifico es una cuestiéon controvertida. Por una parte,
puesto que no todas las células son sensibles a todas las bacteriocinas, debe existir alguna
caracteristica que determine su especificidad, ya sean moléculas de la superficie celular, como los
acidos lipoteicoicos (Zadjel et al., 1985; Fleury et al., 1996; Moll et al., 1996; Hauge et al., 1998a),
una composicion de fosfolipidos y/o una organizacion proteica determinadas (Maftah et al., 1993;
Bennik et al., 1997b), o verdaderos receptores proteicos que medien un proceso de reconocimiento
molecular especifico (Gallagher, 1997). Por otra parte, la existencia de bacteriocinas de la clase II
capaces de actuar en sistemas liposomales, como la termofilina 13 (Marciset et al., 1997) y la
pediocina PA-1 (Chen et al., 1997a) ponen en duda la necesidad absoluta de un receptor proteico o
de determinados componentes de la superficie celular para la actividad de las bacteriocinas de la
clase II.

Tras la fase inicial de unidn, las bacteriocinas de la clase II pueden adoptar su conformacion
bioactiva en el ambiente de la membrana (Gallagher et al., 1997; Hauge et al., 1999), insertarse en
ésta y, por ultimo, alterar su permeabilidad debido a la formacion de poros, probablemente
mediante un mecanismo en “duela de barril” (seccion I1.5.1.3.1) (Moll et al., 1999a).
Alternativamente, se ha propuesto el modelo de “alfombra” (seccion I1.5.1.3.3), para explicar la
selectividad que algunos poros presentan por los cationes.

La Tabla II.7 muestra el efecto de una serie de bacteriocinas de la clase II en el estado
energético y metabolico de las células sensibles. En general, la formacion de poros en la membrana
plasmatica produce una pérdida de la permeabilidad celular selectiva y conduce a la disipacion de

uno o ambos de los componentes de la PMF, alterandose en consecuencia numerosos procesos de
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transporte que dependen de este gradiente electroquimico. La disipacion de determinados gradientes
i6nicos causa a su vez la disminucion del ATP intracelular, que se hidroliza en un intento vano de
reestablecerlos. Asimismo, la entrada al citoplasma de Na', que causa un grave desequilibrio
osmoético, y/o de H', que disminuyen el pH intracelular e inhiben numerosos procesos enzimaticos,
podria intervenir en la inhibicion del crecimiento producida por las bacteriocinas (Moll et al.,
1999a). El colapso del gradiente electroquimico de la membrana y, por lo tanto, la privacion de la

fuente de energia de la célula, conducen en Ultima instancia a la muerte celular.
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CAPITULO III

CARACTERIZACION PARCIAL DE TRES CEPAS
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EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS: CARACTERIZACION

BIOQUIMICA Y GENETICA DE SUS BACTERIOCINAS






11 Introduccion

III .1. INTRODUCCION

Las bacterias lacticas desempefian un papel

muy importante en la produccion de alimentos
fermentados, a los que confieren caracteristicas
organolépticas deseables y/o un aumento de sus
propiedades nutritivas (Gilliland, 1990); asimismo,
la produccion por estas bacterias de bacteriocinas y
otros compuestos antimicrobianos incrementa la
calidad higiosanitaria de los productos fermentados
(Stiles, 1996; Ray y Daeschel, 1996). Las bacterias

lacticas se aislan de una gran variedad de sustratos

alimenticios, incluyendo productos lacteos,
vegetales y carnicos (Stiles y Holzapfel, 1997). Dentro de estos ultimos, los chorizos elaborados
artesanalmente constituyen una fuente adecuada de aislamiento de bacterias lacticas
bacteriocinogénicas, como lo demuestra la identificacion a partir de estos productos de cepas de los
géneros Lactobacillus (Rodriguez, 1991; Sobrino, 1993; Cintas, 1995; Casaus, 1998), Pediococcus
(Moreira, 1993; Cintas, 1995; Casaus, 1998), Lactococcus (Cintas, 1995; Rodriguez, 1995b;
Casaus, 1998) y Enterococcus (Cintas, 1995; Casaus, 1998; Cintas et al., 1998b, 2000b)
productoras de lactocina S, pediocina PA-1, nisina A y diversas enterocinas, como la enterocina A,
enterocina B, enterocina P, enterocinas L50 y enterocina Q, respectivamente.

En este capitulo se describe la caracterizacion bioquimica y genética de las bacteriocinas
producidas por E. faecium AA13, E. faecium G16 'y E. faecium P21, aisladas de chorizos artesanos
elaborados en distintas localidades de Espafia durante un trabajo experimental previo (Casaus,
1998). En la fase inicial de su caracterizacion, se evaluod el espectro antimicrobiano de los
sobrenadantes de dichas cepas y se realizaron pruebas de actividad antimicrobiana para determinar
su inmunidad cruzada con otras productoras de bacteriocinas ya conocidas. A continuacion, las
sustancias antimicrobianas de las tres cepas se purificaron a homogeneidad y las fracciones
cromatograficas finales con actividad antimicrobiana se sometieron a secuenciacion aminoacidica.
Finalmente, se contrastd la identidad bioquimica de las bacteriocinas mediante PCR vy
secuenciacion nucleotidica y se determind la organizacion genética de los operones

correspondientes.
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I11.2. MATERIAL Y METODOS

IM2.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS LACTICAS BACTERIOCINOGENICAS DE
EMBUTIDOS CRUDOS CURADOS ESPANOLES

Las cepas de bacterias lacticas AA13, G16 y P21 se aislaron de embutidos crudos curados
(chorizos caseros) procedentes de diferentes localidades espafiolas durante la Tesis Doctoral
realizada por Pilar Casaus en el Departamento de Nutricion y Bromatologia III de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid (Casaus, 1998). La confirmacién de la
especie de estas cepas y su filiacion taxondémica fueron realizadas, mediante el andlisis del patron
electroforético de sus proteinas totales en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-
PAGE) por el Dr. Bruno Pot (Laboratorio de Genética Microbiana, Departamento de Bioquimica,
Fisiologia y Microbiologia de la Universidad de Gante, Bélgica). Mediante dicho analisis, las cepas
AA13 y G16 se identificaron como E. faecium-atipico y la cepa P21 como E. faecium (Casaus,

1998).

111.2.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS CEPAS SELECCIONADAS
FRENTE A DIVERSOS MICROORGANISMOS INDICADORES

111.2.2.1. Obtencion de sobrenadantes libres de células

Los microorganismos productores de sustancias antimicrobianas E. faecium AA13, E. faecium
G16 y E. faecium P21 se inocularon en caldo nutritivo MRS suministrado por Oxoid (Basingstoke,
Reino Unido) y se incubaron a 32°C durante 16 h en condiciones de aerobiosis. Los sobrenadantes
libres de células se obtuvieron por centrifugacion de los cultivos a 8.000 rpm y 4°C durante 10 min.
A continuacion, se ajusto el pH de los sobrenadantes a 6,2 y, posteriormente, se esterilizaron con
filtros de 0,22 um de diametro de poro (Acrodisc, PF, Gelman Sciences, Ann Harbor, Michigan,

EE.UU.). Estas fracciones se denominaran, en lo sucesivo, sobrenadantes.

I11.2.2.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en agar

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium
Gl16 y E. faecium P21 se empled una modificacion del método de difusion en agar descrito por

Cintas et al. (1995). Para ello, se prepararon placas con distintos medios de cultivo y con agar

Carmen Herranz Sorribes 70



1II. Material y Métodos

solido (1,5%, p/v) que contenian los microorganismos indicadores a una concentracion final
aproximada de 1 x 10° ufc/ml. Una vez solidificado el agar, las placas se secaron en una estufa
termostatada a 37°C durante 1 h. A continuacion, se excavaron en el agar, con ayuda de un
“sacabocados”, pocillos de 7 mm de diametro en los que se depositaron 100 ul de los sobrenadantes
a evaluar. Las placas se preincubaron a 4°C durante 2 h para favorecer la difusion de las sustancias
antimicrobianas y, posteriormente, se incubaron durante 24-48 h en las condiciones adecuadas para
cada indicador. Una vez finalizada la incubacién, la actividad antimicrobiana se cuantificd
midiendo con un calibre el diametro de los halos de inhibicion del crecimiento del microorganismo
indicador.
Las cepas bacterianas empleadas como microorganismos indicadores, su origen y las

condiciones empleadas para su cultivo se muestran en la Tabla III.1.

I11.2.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS BACTERIAS
LACTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
EXOCELULARES

La inmunidad de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 a su propia actividad
antimicrobiana, asi como la resistencia o sensibilidad que dichas cepas presentaban entre si y frente
a E. faecium P13, productora de la enterocina P (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998), y E. faecium
T136, productora de las enterocinas A y B (Casaus et al., 1997; Casaus, 1998), se determind
mediante el método de difusion en agar descrito en la seccion anterior. Para ello, se obtuvieron los
sobrenadantes de las cepas y se determind su actividad inhibidora empleando como

microorganismos indicadores las cepas bacterianas citadas.

II1.2.4. ESTABILIDAD FiSICO-QUIMICA DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
EXOCELULARES PRODUCIDAS POR E. faecium AA13, E. faecium G16y E. faecium P21

La estabilidad fisico-quimica de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E. faecium

AA13, E. faecium G16y E. faecium P21 se determind empleando sobrenadantes obtenidos como se

describio en la seccion 111.2.2.1.
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Tabla II1.1. Microorganismos indicadores utilizados en este trabajo
Microorganismo indicador Cepa Origen® Condiciones de incubacién
Medio Temperatura (°C)

Lb. casei 334 ATCC MRS 32

Lb. fermentum 285 CECT MRS 32

Lb. plantarum 1193 NCDO MRS 32

Lb. sakei 2714 NCFB MRS 32

Lb. sakei 148 Sobrino (1993) MRS 32

L. lactis BB24 Cintas (1995) MRS 32

L. lactis CNRZI117 INRA MRS 32

P. acidilactici 347 Moreira (1993) MRS 32

P. pentosaceus FBB61 TNO MRS 32

P. pentosaceus FBB63 TNO MRS 32

P. pentosaceus PCl1 TNO MRS 32

E. faecium L50 Cintas (1995) MRS 32

E. faecium P13 Casaus (1998) MRS 32

E. faecium T136 Casaus (1998) MRS 32

E. faecium AA13 Casaus (1998) MRS 32

E. faecium Gl16 Casaus (1998) MRS 32

E. faecium P21 Casaus (1998) MRS 32

E. faecalis EF TNO MRS 32

Prop. acidipropionici P4 TNO APT 32

Ls. monocytogenes 7973 NCTC APT 37

Ls. monocytogenes LISsvl/2  FVM APT 37

Ls. monocytogenes 5105 NCTC APT 37

Ls. monocytogenes LIlsv4 FVM APT 37

Ls. monocytogenes Scott A FVM APT 37

St. aureus 137 FRI APT 37

St. aureus 196E FRI APT 37

St. aureus 349 FRI APT 37

St. aureus 361 FRI APT 37

Cl. perfringens 376 CECT RCM 37 (A)

Cl. botulinum 551 CECT RCM 37 (A)
*Abreviaturas: ATCC, American Type Culture Collection (Rockville, EE.UU.); CECT, Coleccion Espaiiola de Cultivos
Tipo (Valencia, Espafia); INRA, Station de Recherches Laitiéres (Jouy-en-Josas Cedex, Francia); FRI, Food Research
Institute (Madison, Wisconsin, EE.UU.); FVM, Facultad de Veterinaria de Madrid (Madrid, Espafia); NCDO y NCFB,
National Collection of Dairy Organisms (Reading, Reino Unido); NCTC, National Collection of Type Cultures (Londres,
Reino Unido); TNO, Nutrition and Food Research (Zeist, Holanda); MRS, caldo de Man, Rogosa y Sharpe (Oxoid); APT,
caldo All Purpose Tween (Difco Lab., Detroit, Michigan, EE.UU.); RCM, Reinforced Clostridial Medium (Oxoid); (A):
incubacion bajo condiciones de anaerobiosis. Las abreviaturas de los géneros bacterianos se muestran en el Apéndice 1.
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I11.2.4.1. Efecto de enzimas proteoliticos, glucoliticos y lipoliticos

La sensibilidad de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E. faecium AA13, E. faecium
Gl16 y E. faecium P21 a diversos enzimas se determind6 mediante el tratamiento de los
sobrenadantes correspondientes con enzimas proteoliticos (papaina, pepsina, tripsina y proteasa II),
glucoliticos (a-amilasa) y lipoliticos (lipasa I) a una concentracion final de 1 mg/ml. Paralelamente,
se prepararon controles consistentes en sobrenadantes resuspendidos en tampon sin enzima (control
positivo) o en el enzima resuspendido en su tampon correspondiente (control negativo). Los tubos
se incubaron a 32°C durante 24 h, tras lo que se calentaron a 100°C durante 10 min para, en su caso,

inactivar los enzimas, e inmediatamente se sumergieron en hielo.

I11.2.4.2. Efecto del pH

Para determinar el efecto del pH en la estabilidad de la actividad antimicrobiana de los
sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se emplearon alicuotas de
sobrenadantes liofilizados que se resuspendieron en caldo MRS con el pH ajustado a valores desde
2 a 11. A continuacioén, cada una de las muestras se dividié en dos nuevas alicuotas, que se
incubaron a 4 y 32°C durante 24 h. Como control se emplearon alicuotas de los sobrenadantes que

se mantuvieron a —20°C.

I11.2.4.3. Efecto de la temperatura

La estabilidad térmica de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21 se determin6d empleando sobrenadantes concentrados diez veces por
liofilizacién que se resuspendieron en MRS con el pH ajustado a 4,7. Los sobrenadantes se trataron
en un termobloque de calor seco a 80 y 100°C y se tomaron muestras a los 10 y 20 min. Como

control se emplearon alicuotas de las muestras que se mantuvieron sumergidas en hielo.
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II1.2.4.4. Cuantificacion de la actividad antimicrobiana mediante un ensayo en placas

microtituladoras

Una vez efectuados los tratamientos fisico-quimicos descritos, la actividad antimicrobiana
residual de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se determino
mediante un ensayo de actividad antimicrobiana en placas microtituladoras (Holo et al., 1991). Los
microorganismos empleados como indicadores fueron E. faecium T136, para la evaluacion de la
actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E. faecium AA13 y E. faecium G16, y E.
faecium P13, para la de los sobrenadantes de E. faecium P21. El ensayo de actividad antimicrobiana
se realizd en placas de poliestireno de 96 pocillos del siguiente modo: en la primera fila de pocillos
se depositaron 100 pl de las fracciones a analizar y, a partir de ellas, se realizaron diluciones
seriadas (1/2, 1/4, 1/8, etc.) en caldo MRS; a continuacion se anadieron a cada pocillo 150 pl del
microorganismo indicador (2,5 x 10° ufc/ml) y se incubaron las placas a 32°C durante 14 h.
Finalizada la incubacion, se determind el crecimiento del microorganismo indicador (densidad
oOptica del cultivo a 620 nm, o DOgyp) empleando un lector de placas microtituladoras (Labsystems
iIEMS reader, Labsystems, Helsinki, Finlandia) y se expreso la actividad antimicrobiana en unidades
de bacteriocina por ml (UB/ml). Una unidad de bacteriocina (UB) se define como el reciproco de la
dilucién que inhibe en un 50% el crecimiento del microorganismo indicador (50% de la DOg;o de

un cultivo control del microorganismo indicador sin bacteriocina).

I11.2.5. EVALUACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO MRS, BHI Y APT PARA LA
PRODUCCION/DETECCION DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES
DE E. faecium AA13, E. faecium G16y E. faecium P21

Para determinar el efecto del medio de cultivo en la produccion y/o deteccion de las sustancias
antimicrobianas exocelulares de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se inocularon
tubos de caldo MRS (Oxoid), APT (4!l Purpose Tween, Difco Lab., Detroit, EE.UU.) y BHI (Brain
Heart Infusion, Oxoid) con aproximadamente 1 x 10° ufc/ml de cada una de las cepas y se
incubaron a 32°C durante 16 h. Finalizada la incubacion, se obtuvieron los sobrenadantes y se
determinod su actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en agar (seccion 11.2.2.2)

utilizando como microorganismos indicadores los citados en la seccion anterior.
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M26. CRECIMIENTO Y PRODUCCIONDETECCION DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
EXOCELULARES DE E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 EN CALDO MRS

Para la obtencion de las curvas de crecimiento y de produccidon/deteccion de las sustancias
antimicrobianas exocelulares de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se inocularon
tubos de caldo MRS con aproximadamente 1 x 10° ufc/ml de cada una de las cepas y se incubaron a
32°C. A intervalos de 2 h se tomaron muestras para determinar su DOgy, su pH y el nimero de
microorganismos viables mediante recuentos en placas. Paralelamente, se obtuvieron los
correspondientes sobrenadantes de los cultivos para determinar su actividad inhibidora mediante el
método de difusion en agar (seccion 11.2.2.2), empleando como microorganismos indicadores las

cepas citadas en la seccion 11.2.4.

I11.2.7. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LAS BACTERIOCINAS DE E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21. DETERMINACION DE SU SECUENCIA AMINOACIDICA

Las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se purificaron a
partir de 1 1 de cultivo en fase estacionaria empleando una modificacion de los procedimientos
descritos por Nissen-Meyer et al. (1992a) y Cintas et al. (1995, 1998a). Estos procedimientos se
basan en el empleo de técnicas cromatograficas que separan las moléculas en funcion de sus
diferentes propiedades fisico-quimicas, como, por ejemplo, su tamafio molecular, su carga

electrostatica neta y su hidrofobicidad.

I11.2.7.1. Protocolo de purificacion

Todas las etapas del proceso de purificacion se realizaron a temperatura ambiente, salvo que se
indique lo contrario. Durante el proceso de purificacion se recogieron alicuotas de las distintas
fracciones y se conservaron a 4°C para determinar posteriormente su absorbancia a 280, 254 y 214
nm y su actividad antimicrobiana mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion
I11.2.2.4.), empleando como microorganismos indicadores E. faecium T136, en el caso de la
purificacion de las sustancias antimicrobianas de E. faecium AA13 y E. faecium G16, y E. faecium
P13, en el caso de la purificacion de las sustancias antimicrobianas de E. faecium P21. Con los

resultados obtenidos se elaboraron las tablas de purificacion correspondientes, en las que, entre
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otros datos, se muestran el rendimiento del proceso de purificacion y el incremento de la actividad

antimicrobiana especifica.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El procedimiento de purificacion empleado se describe a continuacion:

A partir de cultivos de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 desarrollados en
caldo MRS a 32°C durante 16 h se inocularon 100 pl (0,01%, v/v) en botellas que contenian 1 1
de caldo MRS (Oxoid) y se incubaron a 32°C hasta que los cultivos alcanzaron el inicio de la
fase estacionaria de su desarrollo (DOg0~ 0,9).

Los cultivos se centrifugaron a 8.000 rpm y 4°C durante 20 min para obtener los sobrenadantes
libres de células (fraccion I).

A continuacidn, se afiadieron gradualmente y en agitacion 400 g de sulfato amonico por litro de
sobrenadante. Posteriormente, la muestra se mantuvo a 4°C en agitacion durante 2 h. Finalizado
este tiempo, se centrifugd a 8.000 rpm y 4°C durante 20 min. El precipitado y el material
flotante obtenidos se resuspendieron en 100 ml de tampdn fosfato sédico 20 mM (en adelante,
tampon NaP) de pH 5,8 (fraccion II).

La fraccion II se desaldé mediante cromatografia de filtracion en gel empleando minicolumnas
de polipropileno (mod. PD10, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suecia) preempaquetadas con 1 ml de
gel Sephadex G-25 (Pharmacia LKB). Para ello se depositaron 2 ml de la fraccion II en cada
columna y, posteriormente, el gel se lavo con 4 ml de tampdon NaP, pH 5,8. Antes de aplicar la
siguiente alicuota de la fraccion II se eliminaron las sales retenidas en las minicolumnas
anadiendo 5 ml de agua desionizada. Todas las fracciones de 4 ml “cluidas” de cada
minicolumna se mezclaron y juntas constituyeron la fraccion III (200 ml).

Posteriormente, la fraccion III se sometid a una cromatografia de intercambio catidnico
empleando columnas de 2,5 x 30 cm (mod. Econo Column, Bio-Rad, California, EE.UU.) que
contenian aproximadamente 15 ml de la matriz cromatografica SP-Sepharose Fast Flow
(Pharmacia-LKB). La matriz cromatografica se equilibré con 50 ml de tampon NaP, pH 5,8, y,
a continuacion, la fraccion III se depositd lentamente con una pipeta Pasteur. Tras el lavado de
la columna con 50 ml de tampon NaP, pH 5,8, los compuestos retenidos se eluyeron con 50 ml
de una solucion 1 M de NaCl en tampdn NaP, pH 5,8, obteniéndose la fraccion I'V.
Seguidamente, se realizé una cromatografia de interaccion hidrofébica empleando columnas de
1,5 x 20 cm (mod. Econo Column, Bio-Rad) que contenian como matriz cromatografica 2 ml
del gel Octyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia-LKB). El gel se equilibré con una solucién de

sulfato amonico (10%, p/v) en tampon NaP, pH 5.8. A la fraccion IV también se le afiadio
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sulfato amonico a una concentracion final del 10% (p/v) y se depositd lentamente en la
columna con una pipeta Pasteur. La columna se lavé con 15 ml del tampdn de equilibrado y las
sustancias retenidas se eluyeron en una solucion de alcohol etilico (50% v/v) en tampdén NaP,
pH 5,8, obteniéndose la fracciéon V.

7) A la muestra a cromatografiar se le afiadi6 acido trifluoroacético (TFA) (0,1%, v/v) y se diluyo
hasta un volumen de 50 ml con una solucion de TFA (0,1%, v/v) en agua desionizada (solucion
A). A continuacion, la muestra se cargd con una bomba peristaltica (mod. PD-1, Pharmacia-
LKB) en un superloop de 50 ml integrado en un sistema de cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC, del inglés Fast Protein Liquid Chromatography) (Pharmacia-LKB). La
columna de fase inversa PepRPC HR5/5 (Pharmacia LKB) se instal6 en el equipo de FPLC y se
equilibré con la solucidbn A. Seguidamente, la muestra a cromatografiar se inyecto
automaticamente a un flujo de 1 ml/min y la columna se lavd con la soluciéon A hasta que la
absorbancia a 254 nm (Ajs4), detectada por un monitor de luz ultravioleta mod. UV-M-II y
registrada por una impresora mod. REC-2 (ambos de Pharmacia- LKB), alcanz6 la linea basal.
La muestra retenida en la columna se eluyd con un gradiente lineal de 0 a 100 de TFA (0,1%,
v/v) en isopropanol (solucion B) a un flujo de 0,5 ml/min, las muestras eluidas se recogieron en
tubos independientes en funciéon de su Ajss y se determind su actividad antimicrobiana
mediante el ensayo en placas microtituladoras (seccion I11.2.2.4). Las fracciones que mostraron
actividad antimicrobiana se mezclaron y diluyeron con soluciéon A hasta un volumen de 10 ml,
recromatografidndose nuevamente bajo condiciones similares a las descritas anteriormente.
Este proceso se repiti6 hasta obtener fracciones con actividad antimicrobiana y
cromatograficamente puras. A estas fracciones cromatograficas finales se les afiadio
isopropanol hasta una concentracion final del 60% (v/v) y se conservaron a —20°C hasta su

empleo.

I11.2.7.2. Determinacion de la secuencia aminoacidica de las bacteriocinas

Las fracciones que contenian las bacteriocinas purificadas de E. faecium AA13, E. faecium G16
y E. faecium P21 se desecaron a vacio en un rotavapor y se enviaron al Dr. Jesus Vazquez (Centro
de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, Universidad Autéonoma de Madrid) para la determinacion
de su secuencia aminoacidica. La secuenciacion mediante degradacion de Edman se realizd en un

secuenciador de proteinas mod. ABI473A (Perkin Elmer, Applied Biosystems Division, EE.UU.)
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conectado a un analizador automatico de derivados feniltiohidantoina-aminoacido por el sistema de
cromatografia rapida de alta resolucion (HPLC, del inglés High Performance Liquid
Chromatography).

I11.2.8. AISLAMIENTO Y VISUALIZACION DEL DNA PLASMIDICO Y CROMOSOMICO DE E.
faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21

I11.2.8.1. Aislamiento del DNA plasmidico y cromosomico

El aislamiento del DNA plasmidico y cromosomico se realizd mediante la técnica de
aislamiento de plasmidos de gran tamafio de “estreptococos lacticos” descrita por Anderson y
McKay (1983), con las modificaciones introducidas por Casaus (1998). En una primera fase, las
células bacterianas se tratan con EDTA, agente quelante de cationes que desestabiliza la membrana
externa e inhibe las DNasas, y con lisozima, enzima que debilita la pared celular bacteriana. Mas
tarde, se adiciona el detergente SDS, que solubiliza los fosfolipidos y proteinas de la membrana y
causa la lisis de las células y la liberacion de su contenido al medio extracelular. A continuacion, se
afiade NaOH, que desnaturaliza el DNA cromosémico y las proteinas, pero no el DNA plasmidico
covalentemente cerrado. Posteriormente, el lisado se neutraliza con una solucién acida en presencia
de una alta concentracion de NaCl, lo que provoca que el DNA cromosdmico se renaturalice y
agregue formando una red insoluble. Simultdneamente, la elevada concentracion de NaCl ocasiona
la precipitacion de los complejos de SDS-proteinas y del RNA de elevado peso molecular.
Asumiendo que el pH de la desnaturalizacion alcalina se ha controlado cuidadosamente, las
moléculas de DNA plasmidico circular covalentemente cerrado permaneceran en solucioén, mientras
que las macromoléculas contaminantes coprecipitaran. Finalizado el tratamiento, el precipitado se
elimina por centrifugacion y los plasmidos se precipitan con etanol. A continuacion, se detalla el
protocolo empleado:

1) Las cepas a analizar se cultivaron en 10 ml de caldo MRS a 32°C hasta alcanzar el final de la
fase exponencial de crecimiento (DOg0~0,7). Las células se obtuvieron por centrifugacion a
12.000 rpm y 4°C durante 10 min y se lavaron con 1 ml de solucion de NaCl (0,9%, p/v)
(solucion salina) y, posteriormente, con 1 ml de una solucidn de sacarosa (7,7%, p/v), Tris Base
anhidro 50 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0 (tamp6n STE).

2) El sedimento se resuspendié en 380 pl del tampén STE y 96 pl de solucion de lisozima (5
mg/ml en una solucioén de Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0 y glucosa 50 mM [tampdn
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3)

4)

S)

6)

7)

8)

TED]) y, tras agitar enérgicamente, se mantuvo en un bafio termostatado a 37°C durante 30
min.

A la mezcla anterior se le afadieron 48 pl de una solucion de Tris-HCl 50 mM y EDTA 250
mM, pH 8,0 (tampoén ET) y 28 pl de una solucion de SDS (20%, p/v), Tris-HCI 50 mM y
EDTA 20mM, pH 8,0 (tampén de SDS al 20%), mezclando inmediatamente con suavidad. A
continuacion, la muestra se incubo en un bano termostatado a 37°C durante 5 min.

A la muestra lisada se le afiadieron 28 pl de una solucion de NaOH 3M recién preparada y se
mantuvo en un agitador orbital a 250 rpm durante 10 min. A continuacion, se afiadieron 50 pl
de Tris-HCI 2M, pH 7,0, y se agit6 nuevamente durante 3 min, tras lo que se le afiadieron 72 ul
de NaCl 5M.

A la mezcla anterior se le anadi6 el mismo volumen de una solucion de fenol-Tris HCI1 2M, pH
7,5 (1:1) (con 0,1% de hidroxiquinolina como antioxidante y colorante) y se centrifugd a
12.000 rpm durante 5 min. Tras la centrifugacion, la fase superior acuosa y transparente se
trasvaso a un nuevo tubo de Eppendorf y se le anadié el mismo volumen de una solucion de
fenol-Tris-cloroformo-isoamilico (25:24:1), centrifugdndose a continuaciéon a 12.000 rpm
durante 5 min. La fase superior se trasvasd nuevamente a un tubo de Eppendorf y se le afadi6
el mismo volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), centrifugdndose a continuacion a
12.000 rpm durante 5 min.

Tras la centrifugacion, se recuperd el sobrenadante y se le afiadieron 2-3 volumenes de etanol
preenfriado a —20°C. Las muestras se mantuvieron a —80°C durante 1 h para precipitar el DNA
plasmidico y, posteriormente, se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C durante 30 min.

A continuacion, se desechd el sobrenadante y se lavo el sedimento con 1 ml de etanol (70%,
v/v) en agua desionizada, tras lo cual se deseco a vacio en un rotavapor durante 5-10 min.

El sedimento desecado se resuspendié en 20-30 pl de una solucion de RNasa (1 mg/ml) en
tampon TE (Tris-HC1 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5) (tampo6n TER). La muestra se conservo a
—20°C hasta su empleo.

Para el aislamiento del DNA cromosomico se procede de igual modo, con la excepcion de las

adiciones de NaOH 3M y NaCl 5M. El cloruro sodico se afiade simultaneamente con los 2-3

volimenes de etanol preenfriado. El sedimento final se resuspende en 50-100 pl de tampon TER.
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I11.2.8.2. Visualizacion del DNA plasmidico y cromosémico

La visualizacion del DNA plasmidico y cromosomico se realizd mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0,8% (p/v) con 0,3 mg/ml de bromuro de etidio, agente que se intercala entre las
bases del DNA y que emite una fluorescencia anaranjada cuando se ilumina con luz ultravioleta.
Las muestras a visualizar se mezclaron con la solucion de transporte 10x [50% (v/v) glicerol, 0,25%
(p/v) azul de bromofenol y 2,5% (v/v) de solucion TAE 40x, pH 7,2 (Tris-acetato 1,6 M, EDTA
40mM) en agua desionizada] y se cargaron en los pocillos del gel. Los patrones de tamafio
molecular conocido empleados en las electroforesis del DNA cromosdémico fueron el “1-kb DNA
ladder” y el “pBR322 DNA-Mspl Digest”, suministrados por Gibco-BRL (Life Technologies,
Paisley, Reino Unido) y New England Biolabs (Beverly, EE.UU.), respectivamente; en las
electroforesis de DNA plasmidico se empled el “Supercoiled DNA ladder”, de Gibco-BRL. La
electroforesis se realizé a un voltaje constante de 80 V durante aproximadamente 1 h y 15 min. Los
geles se visualizaron en un transiluminador de luz UV en una cdmara oscura y se fotografiaron con
una camara instantdnea ‘“Polaroid”, empleando una pelicula en blanco y negro y un filtro para

ultravioleta.

I11.2.9. AMPLIFICACION MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR) DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium AA13 Y E. faecium G16
Y DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LAS ENTEROCINAS A Y B DE E. faecium P21.
SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction) permite obtener un gran numero de copias de una secuencia de DNA determinada
mediante el empleo de dos oligonucleotidos, o cebadores, que flanquean la region de DNA que se
pretende amplificar. La amplificacion de DNA mediante PCR es una técnica muy versatil que, en
combinaciéon con la secuenciacion nucleotidica, constituye una herramienta muy util para la
deteccion y el analisis de genes de interés en un determinado organismo.

En el presente trabajo experimental se emplearon tres modalidades de la técnica de PCR:

1) PCR especifico: los dos cebadores empleados son complementarios del fragmento de DNA

que contiene la secuencia nucleotidica a amplificar.
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2) PCR hemiespecifico: uno de los cebadores utilizados en la amplificacion es complementario al
fragmento de DNA con la secuencia a amplificar, mientras que el otro es complementario a una
secuencia del vector en el que se han insertado los fragmentos de restriccion del DNA molde.

3) PCR anidado (del inglés nested PCR): emplea como DNA molde el producto de PCR de una

reaccion especifica o hemiespecifica y, como cebadores, una pareja de oligonucledtidos en

posicion interna con respecto a los utilizados en la amplificacion previa.

111.2.9.1. Oligonucleotidos sintéticos o cebadores

Los cebadores empleados en el presente trabajo experimental para la amplificacion y
secuenciacion del DNA de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se muestran en la
Tabla I11.2.

111.2.9.2. Reacciones de amplificacion del DNA mediante PCR especifico

Las reacciones de amplificacion (100 ul) se realizaron en un termociclador de DNA (Perkin
Elmer) empleando: (i) DNA molde (150-250 ng); (ii) Cl,Mg a una concentracion final de 1,5 mM,;
(iii) una mezcla de los cuatro desoxinucledtidos (ANTPs) (Pharmacia Biotech) a una concentracion
final de 0,8 mM; (iv) los cebadores (KEBOLab, Spanga, Suecia) a una concentracion final de 0,7
uM; y (v) 2,5 unidades de DNA polimerasa de Thermus sp. (Taq) y su correspondiente tampon 10x
(Advanced Biotechnologies, Surrey, Reino Unido).

Antes de comenzar la amplificacion, las mezclas de reaccion se sometieron a una temperatura
de 97°C durante 2 min (Hot Start) para eliminar las estructuras secundarias del DNA que pudieran
interferir en el proceso. Posteriormente, se adicioné el enzima y, finalmente, se afiadieron dos gotas
de aceite mineral. A continuacion se iniciaron las reacciones de amplificacion bajo las siguientes
condiciones:

(1) Etapa de desnaturalizacion: 94°C durante 1 min.
(2) Etapa de hibridacion: 60°C (cebadores LP6-LP7) y 55°C (cebadores TH10-LAl y ENTB3-

ENTB5) durante 30 s.

(3) Etapa de polimerizacion: 72°C durante 30 s (cebadores LP6-LP7) y 45 s (cebadores TH10-LA1
y ENTB3-ENTB5). En cada reaccion de amplificacion se realizaron un total de 35 ciclos

consecutivos.
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secuenciacion nucleotidica

Tabla IIL.2. Oligonucledtidos sintéticos empleados en los experimentos de PCR vy

Nombre  Empleo Secuencia nucleotidica (5°-3") Tm (°C)

LP5 PCRy CTTTCAACAAAGTTCTAGAATTAACTGAAACAGC 60,5

(ENTP5)  SEC

LP6 PCRg ¢ GCTACGCGTTCATATGGTAATGGTG 60,6
SEC

LP7 PCRg » ATGTCCCATACCTGCCAAACCAGAAGC 63,9
SEC

TH10 PCRg 1 GATTATGAAACATTTAAAAATTTTGTC 55,0

(ENTA1) SEC

LAl PCRg AAAACCACCTATAGACATTCCTGC 57,0

(ENTA2) SEC

ENTB3 PCRg, AGACCTAACAACTTATCTAAAG 50,7
SEC

ENTBS5 PCRgy GTTGCATTTAGAGTATACATTTGC 53,6

(LBS5) SEC

CH1(d) PCRy TAYGGIAAYGGIGTITYTG 47,7
SEC

SK2 PCRy, ~ CCGCTCTAGAACTAGTGGATC 54,2
SEC

THS PCRy CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAG 60,7

Abreviaturas: Tm (del inglés melting temperature o temperatura de fusion del DNA); (d), oligonucleétido degenerado; PCR,
reaccion en cadena de la polimerasa; la modalidad de PCR se indica con los subindices: E, especifico; H, hemiespecifico; N,
anidado; SEC, reaccion de secuenciacion nucleotidica. Y representa a los desoxinucledtidos C, T, e I a la base universal
inosina. Los oligonucledtidos LP6, LP7 y CHI1 fueron disefiados por la autora; el oligonucledtido TH10 (ENTA1) fue
diseflado por Aymerich (1996); los oligonucledtidos LP5 (ENTPS), LA1 (ENTA2), ENTB3 y ENTBS fueron disefiados por

Casaus (1998); los oligonucledtidos SK2 y TH8 poseen secuencias especificas del vector comercial pBluescript 11 SK+.
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I11.2.9.3.Visualizacion y analisis de los productos de PCR

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% (p/v) con 0,3 mg/ml de

bromuro de etidio, de manera analoga a la descrita en la seccion 111.2.8.2.

I11.2.9.4. Secuenciacion de los productos de PCR

En aquellos casos en los que fue necesario, los productos de PCR se extrajeron de los geles de
agarosa empleando el kit comercial “QIAEX II Gel Extraction” (Qiagen, GmbH, Hilden,
Alemania). En todos los casos, con el objeto de eliminar cebadores y otras impurezas que pudieran
interferir en la reaccion de secuenciacion, los productos de PCR se purificaron empleando las
minicolumnas con gel de silica del kit comercial “QIAquick PCR purification” (Qiagen). En ambos
casos se siguid el protocolo especificado en los manuales de los productos.

La secuenciacion nucleotidica de ambas hebras de los productos de PCR purificados se realizo
mediante el método enzimatico de Sanger o método didesoxi de terminacion de cadena (Sanger et
al., 1977). La técnica se basa en la sintesis de DNA, a partir de un molde de cadena sencilla, por el
enzima DNA polimerasa I en presencia de los cuatro 2’-desoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) y de los analogos 2'-3’-didesoxi marcados con distintos compuestos fluorescentes. La
incorporacion de un analogo 2°-3’-didesoxi impide el crecimiento posterior de la cadena, ya que
carece del grupo 3’-hidroxilo necesario para formar el enlace fosfodiéster. Una vez finalizada la
reaccion, se obtienen fragmentos de DNA de diferente longitud que se separan por electroforesis en
geles de acrilamida. La fluorescencia de los fragmentos es detectada y analizada por un software
asociado al secuenciador y convertida en sefiales eléctricas que proporcionan una representacion
gréfica (electroforetograma) asi como una secuencia de DNA en formato de texto.

Las reacciones de secuenciacion (10 ul) se realizaron en un secuenciador automatico
ABIPrism™ 377 (Perkin Elmer), empleando 2 pl del kit de secuenciacion de DNA “Ready
Reaction”, con terminadores didesoxi marcados y DNA polimerasa AmpliTaq (Perkin Elmer), 5
pmoles del cebador especifico y 180 ng del DNA problema resuspendido en una solucion 5:1 de
formamida al 95% y azul dextrano (50 mg/ml en EDTA 25mM, pH 8§,0). El andlisis de las
secuencias resultantes se realizd en un ordenador “Power Macintosh” equipado con un software

para la recoleccion y analisis de las secuencias y una impresora a color.
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I11.2.10. ANALISIS GENETICO PARCIAL DEL OPERON DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium
AA13 Y E. faecium G16 Y DE LOS OPERONES DE LAS ENTEROCINAS A Y B DE E. faecium P21.
ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES ESTRUCTURALES DE BACTERIOCINAS DEL TIPO
PEDIOCINA DIFERENTES DE LAS ENTEROCINASP,AY B

Una vez visualizados los genes estructurales de la enterocina P en E. faecium AA13 y E.
faecium G16, y los de las enterocinas A y B en E. faecium P21, se procedi6 al anélisis parcial de los
operones de dichas enterocinas en las cepas objeto de estudio. Asimismo, se investigoé la presencia
en estas cepas de genes estructurales que codificaran bacteriocinas del tipo pediocina (clase Ila)
distintas de la enterocina P en E. faecium AA13 y E. faecium G16, y de la enterocina A en E.
faecium P21.

11.2.10.1. Restriccion del DNA total de E. faecium AA13, E. faecium G16y E. faecium P21

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que hidrolizan los enlaces fosfodiéster del DNA
de cadena doble en sitios especificos denominados secuencias diana. La longitud y composicion de
bases de la secuencia diana son especificas para cada enzima de restriccion, pero, generalmente, se
trata de secuencias palindromicas y cortas (entre 4 y 8 pb). Cuando el lugar de corte es el mismo en
las dos cadenas del DNA, se generan fragmentos de extremos romos, mientras que, en el caso
contrario, se obtienen fragmentos de extremos cohesivos. El nimero y tamafio de los fragmentos
generados por un tratamiento de restriccion depende de la frecuencia de aparicion de la secuencia
diana en el DNA a digerir.

El DNA total de E. faecium AA13 y E. faecium G16 se tratd con los enzimas de restriccion
Dral, EcoRV y Rsal y el DNA total de E. faecium P21 con EcoRV y Hincll. Los enzimas de
restriccion y sus correspondientes tampones fueron suministrados por Promega (Madison, EE.UU.),
a excepcion de Dral, suministrado por New England Biolabs. Los tratamientos de restriccion se

realizaron de acuerdo con el procedimiento descrito por Sambrook et al. (1989).

II1.2.10.2. Restriccion del vector fagémido pBluescript II SK +

El vector pBluescript IT SK + es un fagémido de 2.961 pb derivado del plasmido pUC19. Este
fagémido contiene el replicon del plasmido ColEl, el origen de replicacion del bacteriofago

filamentoso f1, el gen que codifica la resistencia al antibidtico ampicilina y un fragmento del gen
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lacZ de E. coli que codifica el fragmento amino-terminal del enzima [-galactosidasa (inactivo
enzimaticamente). Localizados en este gen se encuentran sitios de restriccion unicos para 21
enzimas de restriccion concentrados en un sitio de clonacion multiple (MCS, del inglés Multiple
Cloning Site), flanqueados por los promotores transcripcionales T3 y T7.

El vector pBluescript II SK + (Stratagene, La Jolla, California, EE.UU.) se trat6 con el enzima
de restriccion Hincll, segun el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Una vez finalizado el
tratamiento, el vector de clonacion, linealizado y con extremos cohesivos, se traté con el enzima

fosfatasa alcalina de cordero (CIP) (Promega) para evitar su circularizacion.

I11.2.10.3. Ligacion de los fragmentos de restriccion del DNA total de E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21 en el vector pBluescript I SK +

Los fragmentos de restriccion del DNA total de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium
P21 se ligaron en el vector pBluescript II SK + linealizado, mediante una reaccion catalizada por el

enzima DNA-ligasa del bacteriéfago T4 (Promega) segun el protocolo descrito por Sambrook et al.

(1989).

I11.2.10.4. Amplificacion de regiones del genoma de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
Jfaecium P21 mediante PCR hemiespecifico y PCR anidado

Los cebadores empleados en las reacciones de amplificacion mediante las técnicas de PCR
hemiespecifico y PCR anidado se muestran en la Tabla II1.2. E1 PCR hemiespecifico se realizo con
los cebadores CHI1, LP6 y TH10, disenados a partir de la secuencia consenso de las bacteriocinas de
la clase Ila, del gen estructural de la enterocina P y del gen estructural de la enterocina A,
respectivamente; como cebadores con secuencia complementaria al vector pBluescript II SK + se
emplearon SK2 y THS.

En el PCR anidado se utiliz6 como DNA molde el producto de una reaccion de PCR
hemiespecifico con los cebadores LP6 y THS, y como cebadores la pareja de oligonucleotidos LP5
y SK2.

Las reacciones de amplificacion se realizaron de manera andloga a la descrita en la seccion
I11.2.9.2, con la excepcion de la temperatura de hibridacion de los cebadores, que oscil6 entre 47 y

55°C, y de la duracion de la polimerizacion, que vario entre 45 s y 2 min.
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La visualizacién de los productos de PCR, asi como su purificacion, secuenciacion y el analisis

de sus secuencias nucleotidicas, se realizo de la manera descrita en las secciones I11.2.9.3. y

I11.2.9.4.

I11.2.11. SERVIDORES Y PROGRAMAS INFORMATICOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS DE
LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y AMINOACIDICAS

A continuacion se indican las direcciones electronicas de los servidores de Internet y programas

informdticos empleados en el presente trabajo:

1) Servidor “ExPASy WWW ¢ del Swiss Institute of Bioinformatics (Appel ef al., 1994).
Direccion de Internet: http://www.expasy.ch
1.1. Programa ProtParamTool: proporciona informacién acerca de las caracteristicas de una
secuencia aminoacidica determinada, tales como su peso molecular, punto isoeléctrico
tedrico, composicion aminoacidica, niimero de residuos con carga positiva y negativa,
composicion atémica, coeficiente de extincion molar, estabilidad, indice alifatico e
hidrofobicidad (indice GRAVY).
1.2. Programa HMMTOP: predice segmentos transmembrana de proteinas.
1.3. Programas para alineamientos multiples de secuencias aminoacidicas:
- Clustal W version 1.8 (Thompson et al., 1994)
- Dialign2 (Morgenstern et al., 1999)
- MultAlin version 5.4.1. (Corpet et al., 1988)

2) Servidor del “National Center for Biotechnology Information” de la University of Illinois
Direccion de Internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
2.1. Programa BLAST 2.0 (Altschul et al., 1997): realiza la busqueda de homologias de

secuencias nucleotidicas o aminoacidicas.

3) Servidor “Biology Workbench 3.2” de la University of Illinois
Direccién de Internet: http://www.sdsc.edu o http://biology.ncsa.uiuc.edu
3.1. Programa GREASE (Kyte y Doolittle, 1982): realiza una prediccion de la naturaleza

hidrofobica o hidrofilica de una proteina.
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4) Servidor “Bioinformatics Resources”.
Direccion de Internet: http://web.umassmed.edu

Permite, entre otras aplicaciones, realizar alineamientos multiples de secuencias, analizar
marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés Open Reading Frames) y predecir la existencia de

péptidos senal.

5) Servidor “GCG”del Wisconsin Genetics Computer Group (Devereux ef al., 1994).
Direccion de Internet: (telnet) 150.244.12.7

Permite, entre otras aplicaciones, el analisis de ORF, la busqueda de homologias de secuencias
nucleotidicas o aminoacidicas, el alineamiento multiple de secuencias y la busqueda de secuencias

repetidas directas e inversas de una secuencia nucleotidica.
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I11.3. RESULTADOS

I11.3.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR DE LAS CEPAS SELECCIONADAS
FRENTE A DIVERSOS MICROORGANISMOS INDICADORES

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
faecium P21, determinada mediante el método de difusion en agar (seccion 111.2.2.2), se muestra en
la Tabla II1.3.

Los sobrenadantes de E. faecium AA13 y E. faecium G16 mostraron un espectro de actividad
antimicrobiana similar entre si y diferente al del sobrenadante de E. faecium P21 frente a las cepas
de bacterias lacticas empleadas como indicadores; asi, por ejemplo, P. pentosaceus FBB63 y P.
pentosaceus PC1 fueron inhibidos tnicamente por los sobrenadantes de E. faecium AA13 y E.
faecium G16, mientras que Lb. fermentum CECT28S5, Lb. plantarum NCDO1193, Lb.sakei 148, P.
pentosaceus FBB61 y E. faecium L50 tan solo fueron sensibles al sobrenadante de E. faecium P21.
Los microorganismos indicadores Lb. casei 334, L. lactis BB24 y P. acidilactici 347 no resultaron
inhibidos en ningun caso.

Por otra parte, los sobrenadantes de las tres cepas ejercieron una fuerte inhibicion del desarrollo
de E. faecalis EF y Prop. acidipropionici P4. Asimismo, es interesante destacar la potente actividad
ejercida por los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 frente a las
cinco cepas de Ls. monocytogenes evaluadas. Ademas, las tres cepas analizadas inhibieron el

desarrollo de otros patogenos de las especies CI. botulinum, Cl. perfringes'y St. aureus.

I11.3.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EXOCELULAR CRUZADA DE LAS BACTERIAS
LACTICAS SELECCIONADAS E INMUNIDAD A SUS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

En la Tabla I11.4 se muestra la actividad antimicrobiana cruzada de los sobrenadantes de E.
faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21, asi como su actividad inhibidora frente a E.
faecium P13 y E. faecium T136, cepas productoras de la enterocina P y de las enterocinas A y B,

respectivamente.
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Tabla IIL.3. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13,

E. faecium G16y E. faecium P21

Microorganismo indicador Cepa Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes™:

AA13 G16 P21

Lb. casei 334 ZIND ZIND ZIND
Lb. fermentum 285 ZIND ZIND 13,9
Lb. plantarum 1193 ZIND ZIND 16,5
Lb. sakei 2714 13,1 11,2 ZIND
Lb. sakei 148 ZIND ZIND 11,1
L. lactis BB24 ZIND ZIND ZIND
L. lactis CNRZI117 13,6 13,5 14,1
P. acidilactici 347 ZIND ZIND ZIND
P. pentosaceus FBB61 ZIND ZIND 10,2
P. pentosaceus FBB63 9,3 10,2 ZIND
P. pentosaceus PC1 18,9 18,3 ZIND
E. faecium L50 ZIND ZIND 15,5
E. faecalis EF 17,2 16,7 16,3
Prop. acidipropionici P4 12,6 12,1 12,1
Ls. monocytogenes 7973 16,7 14,7 16,4
Ls. monocytogenes LI5sv1/2 18,5 15,2 17,2
Ls. monocytogenes 5105 16,2 17,1 17,7
Ls. monocytogenes LIlsv4 16,1 15,7 17,5
Ls. monocytogenes Scott A 19,3 16,2 18,4
St. aureus 137 16,4 14,5 17,7
St. aureus 196E 18,7 16,2 17,2
St. aureus 349 19,3 16,1 17,6
St. aureus 361 15,3 16,6 17,8
Cl. perfringens 376 14,1 13,1 15,2
CL botulinum 551 16,7 12,5 15,5
? Actividad antimicrobiana evaluada mediante el método de difusion en agar y expresada como el didmetro del halo de
inhibiciéon en mm. ZIND: zona de inhibicion no detectada empleando 100 pul de sobrenadante. Las abreviaturas de los
géneros bacterianos aparecen en el Apéndice 1.
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Tabla I11.4. Actividad antimicrobiana cruzada de E. faecium AA13, E. faecium G16, E.
faecium P21, E. faecium P13 y E. faecium T136 e inmunidad a sus sustancias

antimicrobianas exocelulares

Microorganismo Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes®:
indicador AA13 G16 P21 P13 T136
E. faecium AA13 ZIND ZIND 11,3 ZIND 15,4
E. faecium G16 ZIND ZIND 11,3 ZIND 15,1
E. faecium P21 12,8 12,1 ZIND 13,1 ZIND
E. faecium P13 ZIND ZIND 12,0 ZIND 14,4
E. faecium T136 12,2 13,5 ZIND 13,7 ZIND

*Actividad antimicrobiana evaluada mediante el método de difusion en agar y expresada como el didmetro del halo de

inhibicion en mm. ZIND, zona de inhibicion no detectada empleando 100 pl de sobrenadante

De los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:
(1) E. faecium AA13 y E. faecium G16 poseen espectros de accion similares entre si y al de E.

faecium P13, no se inhiben mutuamente y no inhiben a E. faecium P13.

(2) E. faecium P21 muestra un espectro de accion similar al de E. faecium T136 y distinto al de
E. faecium AA13, E. faecium G16'y E. faecium P13, y no inhibe a E. faecium T136.

(3) Las cepas productoras son inmunes a la accion de las sustancias antimicrobianas presentes en

sus sobrenadantes.

I11.3.3 ESTABILIDAD FiSICO-QUIMICA DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
EXOCELULARES PRODUCIDAS POR E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21

El efecto del tratamiento con enzimas proteoliticos, amiloliticos y lipoliticos, del pH y de la
temperatura en la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium
Gl6y E. faecium P21 se muestra en la Tabla IIL.5.

Los enzimas proteoliticos tripsina, papaina, pepsina y proteasa II abolieron totalmente la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las tres cepas analizadas, mientras que los enzimas

amiloliticos y lipoliticos no ejercieron ningin efecto en su actividad antimicrobiana. Dichos
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Tabla IIL.S. Actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E. faecium AA13,

E. faecium G16 'y E. faecium P21 tras diversos tratamientos fisico-quimicos

E. faecium G16

Actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes (%)”

E. faecium AA13

E. faecium P21

Tratamientos enzimaticos

Tripsina
Papaina
Pepsina
Proteasa II
o-amilasa

Lipasa |

Estabilidad frente al pH
2,0-11,0°

Tratamientos térmicos

80°C 10 min

20 min

100°C 10 min

20 min

oS o o O

100
100

100

100
90

100
90

oS o o O

100
100

100

100
100

100
&9

S O O O

100
100

100

100
100

100
100

*Actividad antimicrobiana residual evaluada mediante el ensayo en placas microtituladoras (seccion

I1.2.4.4) y expresada como el porcentaje de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes con

respecto a la actividad original de los mismos."La estabilidad de los sobrenadantes se ensay a pH 2,
3,4,5,6,7,8,9,10y 11 tras su incubacion a 4 y 32°C durante 24 h.
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resultados sugieren que la actividad antimicrobiana de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
faecium P21 se debe a un compuesto de naturaleza proteica (bacteriocina) cuya actividad biologica
no depende de componentes de naturaleza lipidica ni glucidica. Los controles positivos de actividad
antimicrobiana (sobrenadantes sin enzimas) mostraron actividad en todos los casos.

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes con el pH ajustado a valores entre 2 y 11 e
incubados a 4 y 32°C durante 24 h no difirio significativamente y fue muy similar a la de los
sobrenadantes conservados a —20°C empleados como control. De los resultados obtenidos se deduce
que las sustancias antimicrobianas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21
conservan su actividad antimicrobiana en un amplio intervalo de pH. Tras el tratamiento térmico de
los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 a 80°C durante 20 min se
observé una pérdida de actividad antimicrobiana Unicamente en el sobrenadante de E. faecium
AA13 (aproximadamente del 10%), conservando los sobrenadantes de las otras dos cepas el 100%
de su actividad antimicrobiana. El tratamiento térmico de los sobrenadantes a 100°C durante 20 min
origind una pérdida del 10% de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium
AA13 y E. faecium G16, mientras que el sobrenadante de E. faecium P21 mantuvo integramente su
actividad antimicrobiana tras dicho tratamiento. Dichos resultados indican que la actividad

antimicrobiana de las tres cepas estd mediada por moléculas termorresistentes.

I1.3.4. EVALUACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO MRS, BHI Y APT PARA LA
PRODUCCION/DETECCION DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS EXOCELULARES
DE E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21

E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se inocularon en los medios de cultivo
complejos APT, MRS y BHI. Tras 16 h de incubacion a 32°C, se obtuvieron sus sobrenadantes y se
determind su actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusion en agar. La actividad
antimicrobiana de las tres cepas se muestra en la Tabla III.6.

Bajo las condiciones de incubacion descritas, el medio 6ptimo para la produccion/deteccion de
las sustancias antimicrobianas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 fue el caldo
MRS. No obstante, las diferencias de actividad antimicrobiana observadas empleando MRS y APT
fueron menores que las existentes entre cada uno de ellos y el caldo BHI, medio en el que, a pesar
de obtenerse un crecimiento microbiano comparable al obtenido en los medios MRS y APT, se

detectd menor actividad antimicrobiana en el sobrenadante de las tres cepas.
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Tabla II1.6. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las cepas E. faecium

AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 cultivadas en los caldos APT, MRS y BHI

Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes *

Caldo de cultivo E. faecium AA13 E. faecium G16 E. faecium P21
APT 13,2 13,1 13,7
MRS 14,1 15,7 14,7
BHI 10,1 10,7 11,2

*Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes evaluada mediante el método de difusion en agar y expresada
como el didmetro de la zona de inhibicion en mm.

I11.3.5. CRECIMIENTO Y PRODUCCIONDETECCION DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
EXOCELULARES DE E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 EN CALDO MRS

Una vez seleccionado el caldo MRS para la produccion de las sustancias antimicrobianas de E.
faecium AAI13, E. faecium G16 y E. faecium P21, se realizaron curvas de crecimiento y de
produccion/deteccion de la actividad antimicrobiana para cada una de las cepas desarrolladas en
caldo MRS a 32°C. En la Fig. 3.1 se muestra la relacion entre el crecimiento (log ufc/ml), el pH del
cultivo y la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las tres cepas. Los resultados
obtenidos se resumen a continuacion:

1) El crecimiento maximo de E. faecium AA13 (9,6 x 10° ufc/ml), E. faecium G16 (9,8 x 10°
ufc/ml) y E. faecium P21 (9,2 x 10° ufc/ml) se obtuvo tras 12 h de incubacion a 32°C.

2) La actividad antimicrobiana maxima de E. faecium AA13 y E. faecium P21 se detectd a las 12 h
de incubacion (final de la fase exponencial de crecimiento), mientras que en el caso de E.
faecium G16 se detectd a las 18 h (fase estacionaria de crecimiento). A las 24 h, la actividad
antimicrobiana residual de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 represento el 79,
92 vy 83% de su actividad antimicrobiana maxima, respectivamente. Tras 48 h de incubacion no

se detectd actividad antimicrobiana en el sobrenadante de E. faecium AA13 ni en el de E.
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faecium G16, mientras que el sobrenadante de E. faecium P21 mantuvo un 57% de su actividad
antimicrobiana maxima.

3) La evolucion del pH en los tres cultivos fue paralela, con una fase de descenso rapido
correspondiente a la fase exponencial del crecimiento del cultivo, seguida de una fase de

descenso mas lento y de estabilizacion a pH 4,2.

I11.3.6. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LAS BACTERIOCINAS DE E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21. DETERMINACION DE SU SECUENCIA AMINOACIDICA

La purificacion de las bacteriocinas se llevo a cabo a partir de los sobrenadantes libres de
células obtenidos de 1 1 de cultivo en MRS de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21
segin el protocolo descrito en la seccion II1.2.7.1. La actividad antimicrobiana se detect6 y
cuantificO mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion 111.2.4.4.), empleando como
microorganismos indicadores E. faecium T136, para la purificacion de las bacteriocinas de E.
faecium AA13 y E. faecium G16, y E. faecium P13, para la purificacion de las bacteriocinas de E.
faecium P21. El protocolo de purificacion de las bacteriocinas de las tres cepas se muestra en las
Tablas II1.7, I11.8 y II1.9, en las que se aprecia, entre otros resultados, el incremento de la actividad
antimicrobiana especifica y el porcentaje de recuperacion de la actividad antimicrobiana en cada
una de las etapas del proceso de purificacion.

La actividad antimicrobiana inicial de los sobrenadantes de E. faecium AA13 y E. faecium G16
fue similar (135.300 y 192.600 UB, respectivamente); en cambio, el sobrenadante de E. faecium
P21 mostr6 una actividad antimicrobiana inicial considerablemente superior (521.000 UB). La
recuperacion de la actividad antimicrobiana tras la precipitacion de los sobrenadantes con sulfato
amonico fue del 86, 55 y 44% para E. faecium AAI13, E. faecium G16 y E. faecium P21,
respectivamente. La cromatografia de filtracion en gel mostré un rendimiento variable seglin las
cepas, siendo Optimo para E. faecium P21 (72%). La cromatografia de intercambio catidonico resultd
el paso cromatografico mas ineficaz. Por otra parte, la recuperacion de la actividad antimicrobiana
tras la cromatografia de interaccion hidrofobica fue similar en las tres cepas, alcanzandose valores

del 3,8%, 5,9% y 5% para E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21, respectivamente.
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Las muestras eluidas de la columna de interaccion hidrofobica y aplicadas a la columna de fase
inversa PepRPC HRS5/5 integrada en el sistema de FPLC dieron lugar a diversas fracciones
cromatograficas con actividad antimicrobiana que se recromatografiaron en la misma columna,
obteniéndose los cromatogramas que se muestran en las Figs. 3.2, 3.3 y 3.4. Finalmente, se
obtuvieron dos fracciones en E. faecium AA13, que se denominaron A y B, con una actividad
antimicrobiana total de 14.016 y 1.185 UB, respectivamente; asimismo, en E. faecium G16 se
obtuvieron dos fracciones, denominadas C y D, cuya actividad antimicrobiana total fue de 10.300 y
56.700 UB, respectivamente; a partir de E. faecium P21 se obtuvieron tres fracciones, denominadas
E, F y G con una actividad antimicrobiana total de 6.534, 19.067 y 9.440 UB, respectivamente.

Las fracciones purificadas por cromatografia en fase inversa se sometieron a secuenciacion
aminoacidica mediante degradacion de Edman. Las secuencias aminoacidicas obtenidas se
muestran con los respectivos cromatogramas en las Figs. 3.2, 3.3 y 3.4. A partir de las fracciones A,
C y D se obtuvieron secuencias aminoacidicas de 20, 13 y 30 residuos, respectivamente; en la
region N-terminal de estos péptidos se identifico parte de la secuencia aminoacidica consenso de las
bacteriocinas de la clase Ila (Nieto-Lozano ef al., 1992; Aymerich et al., 1996; Ennahar ef al., 2000)
y en el extremo N-terminal de las fracciones A y D y de la fraccion C se identificaron las secuencias
de aminoacidos ATRS y TR, respectivamente, descritas Unicamente en la enterocina P. La
secuenciacion de la fraccion B mediante degradacion de Edman no fue posible debido a que su
extremo N-terminal estaba bloqueado. Por otra parte, a partir de las fracciones E y F se obtuvieron
secuencias de 31 y 20 aminodcidos, respectivamente, en las que, al igual que en las fracciones A, C
y D, se detectd la secuencia aminoacidica YGNGVY en la region N-terminal. Ademas, la fraccion
E presento la pareja de aminoacidos HG, y la fraccion F la secuencia SG, ambas localizadas en el
extremo N-terminal. La fraccion G proporciond una secuencia aminoacidica de 50 residuos con
escasas incertidumbres y carente de la secuencia aminoacidica YGNGVY.

Las secuencias aminoacidicas obtenidas de los péptidos A, C, D, E y F se compararon con las
de otras bacteriocinas de la clase Ila. Los péptidos A, C y D mostraron una elevada homologia con
la enterocina P (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998), y ligeramente inferior con la carnobacteriocina
BM1 (Quadri ef al., 1994) y la sakacina A (Holck et al., 1992); por otra parte, los péptidos E y F
mostraron la homologia mas significativa con la enterocina A (Aymerich et al., 1996; Casaus,
1998). El péptido G resultd practicamente idéntico a la enterocina B (Casaus et al., 1997; Casaus

1998) y tinicamente presentd una homologia significativa con la carnobacteriocina A/piscicolina 61
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Fig. 3.2. Purificacion de las bacteriocinas de E. faecium AA13 por cromatografia en fase inversa (FPLC) de

la fraccion procedente de la columna de interaccion hidrofébica (A); las fracciones con actividad

antimicrobiana se recromatografiaron bajo condiciones similares, obteniéndose los cromatogramas B y C.

La secuencia aminoacidica de la fraccion A se muestra bajo el cromatograma correspondiente (B). El codigo de

una letra de los aminoacidos se muestra en el Apéndice 2.
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Fig. 3.3. Purificacion de las bacteriocinas de E. faecium G16 por cromatografia en fase inversa (FPLC) de
la fraccién procedente de la columna de interaccion hidrofobica (A); las fracciones con actividad
antimicrobiana se recromatografiaron bajo condiciones similares, obteniéndose los cromatogramas B y C.
Las secuencias aminoacidicas de la fracciones C y D se muestran bajo los cromatogramas correspondientes (B y

C, respectivamente). El codigo de una letra de los aminoacidos se muestra en el Apéndice 2.
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Fig. 3.4. Purificacién de las bacteriocinas de E. faecium P21 por cromatografia en fase inversa (FPLC) de la
fraccion procedente de la columna de interaccién hidrofébica (A); las fracciones con actividad
antimicrobiana se recromatografiaron bajo condiciones similares, obteniéndose los cromatogramas B, C y
D. Las secuencias aminoacidicas de la fracciones E, F y G se muestran bajo los cromatogramas correspondientes

(B, Cy D, respectivamente). El cddigo de una letra de los aminoacidos se muestra en el Apéndice 2.
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(Worobo et al., 1994; Holck et al., 1994).

I11.3.7. AISLAMIENTO Y VISUALIZACION DEL DNA PLASMIDICO Y CROMOSOMICO DE E.
faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21

El DNA cromosomico y plasmidico de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se
aisl6 mediante una modificacion del método de lisis alcalina descrito por Anderson y McKay
(1983). Los resultados del analisis del DNA mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8% se
muestran en la Fig. 3.5. En lo que respecta al DNA plasmidico, E. faecium AA13 presentd un
plasmido de 6,9 kb y E. faecium P21 uno de 7,9 kb. Sin embargo, el método de aislamiento de DNA

empleado no permiti6 detectar la presencia de ningin plasmido en E. faecium G16.

II1.3.8. AMPLIFICACION MEDIANTE PCR DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA ENTEROCINA P
EN E. faecium AA13 Y E. faecium G16 Y DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LAS
ENTEROCINAS A Y B EN E. faecium P21. SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Dado que las secuencias aminoacidicas de las fracciones A, C y D presentaban una alta
homologia con la de la enterocina P de E. faecium P13 (seccién I11.3.6), se procedid a la deteccion
del gen estructural de dicha enterocina en E. faecium AA13 y E. faecium G16 mediante su
amplificacion por PCR utilizando los cebadores especificos LP6 y LP7 (Fig.3.6). En la Fig.3.7A se
muestran los productos de PCR obtenidos con la pareja de cebadores LP6 y LP7 a partir del DNA
total de E. faecium AA13 y E. faecium G16. E. faecium P13, productor de enterocina P, se utiliz6
como control positivo en la amplificacion del gen estructural de la enterocina P (entP). En las tres
cepas se obtuvo una banda del tamafio esperado (134-154 pb). Los productos de PCR de E. faecium
AA13y E. faecium G16 se purificaron y, posteriormente, se secuenciaron ambas hebras mediante el
método didesoxi empleando los cebadores LP6 y LP7. En ambos casos se obtuvo una secuencia de
132 pb idéntica a la del gen estructural de la enterocina P de E. faecium P13 (Cintas et al., 1997,
Casaus, 1998).

Con respecto a las fracciones obtenidas a partir de E. faecium P21, los péptidos E y F
presentaron una alta homologia con la enterocina A (Aymerich, 1996; Casaus, 1998), mientras que
la fraccion G resultd practicamente idéntica a la enterocina B (Casaus et al., 1997; Casaus, 1998)
(seccion II1.3.6). Asi pues, en E. faecium P21 se procedid a la amplificacion mediante PCR
especifico del gen estructural de la enterocina A (entA4) con los cebadores TH10 y LA1 y del gen

estructural de la enterocina B (entB) con los cebadores ENTB3 y ENTBS. Como se observa en la
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A
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kb kb
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Fig. 3.5. Electroforesis en geles de agarosa del DNA cromosomico y plasmidico de E. faecium
AA13 (A), E. faecium G16 (B) y E. faecium P21 (C). En las columnas 1 y 3 se muestran los

marcadores de tamafio molecular del DNA lineal (“1-kb DNA ladder”) y plasmidico, respectivamente.
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5 "ATGAGAAAAAAATTATTTAGTTTAGCTCCTATTGGAATATTTGGGTTA
M R K K L F s L A P I G I F G L
GTTGTGACAAATTTTGGTACAAAAGTTGATGCAGCTACGCGTTCATAT
v v T N F G T K V D A A T R S Y

GGTAATGGTGTTTATTGTAATAATAGTAAATGCTGGGTTAACTGGGGA
G N GV ¥ C NN S K C W V N W G

GAAGCTAAAGAGAATATTGCAGGAATCGTTATTAGTGGCTGGGCTTCT
E A K E NI A G I V I 8 G W A S

GGTTTGGCAGGTATGGGACATTAA 3~
G L A G M G H *

Fig. 3.6. Disefio de los cebadores LP6 y LP7 a partir de la secuencia nucleotidica del gen
estructural de la enterocina P (ent P). La secuencia nucleotidica de entP se obtuvo de los trabajos de
Cintas et al. (1997) y Casaus (1998). El punto de procesamiento de la preproenterocina P esta sefialado con
una flecha vertical. En rojo, se indica la secuencia del cebador LP6 y, en verde, la complementaria a la del
cebador LP7. El c6digo genético y las abreviaturas de los aminoacidos se muestran en el Apéndice 2.
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Fig.3.7B, tras la reaccion de amplificacion se obtuvo una banda del tamafio esperado (160-180 pb)
en E. faecium P21 y en E. faecium T136 (control positivo) a partir del DNA total de cada una de las
cepas con los cebadores TH10 y LAIL; por otra parte, la amplificacion a partir del DNA total de
ambas cepas con los cebadores ENTB3 y ENTBS proporciond también una banda del tamafo
esperado (ligeramente inferior a 147 pb) (Fig. 3.7B). Una vez purificados los productos de PCR
obtenidos con el DNA de E. faecium P21 y los cebadores descritos, se procedié a su secuenciacion
nucleotidica mediante el método didesoxi, empleando los mismos cebadores que los utilizados en la
reaccion de amplificacion.

El producto obtenido con los cebadores TH10 y LA1 proporciond una secuencia de 172 pb que
resultd idéntica a la de parte de entd de E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996) y E. faecium T136
(Casaus, 1998); asimismo, a partir del producto de PCR obtenido con los cebadores ENTB3 y
ENTBS, se obtuvo una secuencia de 126 pb que fue idéntica a la de parte de entB de E. faecium
T136 (Casaus et al., 1997; Casaus, 1998)
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622

N —
238
147

Fig. 3.7. Electroforesis en geles de agarosa de los fragmentos amplificados por PCR
correspondientes a: (A) entP en E. faecium AA13 (2), E. faecium G16 (3) y E. faecium P13 (4);
(B) entA en E. faecium P21 (2) y E. faecium T136 (3) y entB en E. faecium P21 (4) y E. faecium

T136 (5). En las columnas 1 se muestran los marcadores de tamafio molecular del DNA lineal (“pBR322
DNA-Mspl Digest”).
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I11.3.9. ANALISIS GENETICO PARCIAL DEL OPERON DE LA ENTEROCINA P DE E.
faecium AA13 Y E. faecium G16 Y DE LOS OPERONES DE LAS ENTEROCINAS AY B
DE E. faecium P21. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE GENES ESTRUCTURALES DE
BACTERIOCINAS DE LA FAMILIA DE LA PEDIOCINA DISTINTAS A LAS
ENTEROCINAS P Y A.

I11.3.9.1. Avance de la secuenciacion hacia el extremo 3'del DNA de E. faecium G16

La pareja de cebadores LP6 y SK2 se utilizo junto con el DNA de E. faecium AA13, digerido
con EcoRV o Rsal y ligado en el vector pBluescript II SK+, en la técnica de PCR hemiespecifico.
En ambos casos se obtuvieron multiples productos de PCR, cuyo tamano maximo fue de
aproximadamente 1.600 y 500 pb en las mezclas de ligacion de EcoRV y Rsal, respectivamente.
Mediante el empleo de la misma técnica y la misma pareja de cebadores, se obtuvieron productos
unicos, ligeramente mayores de 500 pb, a partir del DNA de E. faecium G16 digerido con Dral o
Rsal; sin embargo, a partir del digerido con EcoRV se obtuvo un producto mayoritario de
aproximadamente 1.600 pb.

Los productos de PCR unicos obtenidos con las mezclas de ligacion Dral y Rsal de E. faecium
G16 se purificaron y se secuenciaron con los cebadores LP5, LP6 y SK2. El ensamblaje de las
secuencias obtenidas con los distintos cebadores proporcion6 una secuencia final de 707 pb
contiguos (Fig. 3.8), de los que 205 no habian sido secuenciados con anterioridad. La comparacion
de esta secuencia con la del operdn de la enterocina P de E. faecium P13 (Casaus, 1998) mostro la
identidad en ambas cepas de 502 pb distribuidos entre una parte de entP (135 pb), el gen que
codifica para la proteina de inmunidad (entiP, 267 pb), la region adyacente a entiP (96 pb) y el
espacio intergénico entre entP 'y entiP (4 pb).

El andlisis del resto de la secuencia (205 pb), localizada detras de la region adyacente a entiP,
revel6 la existencia de un ORF, designado orf4, con la misma polaridad que entP y entiP. Dicho
orf4 esta precedido por dos secuencias hexaméricas separadas por 15 pb, correspondientes a las
regiones —35 (TTGTAA) y —10 (TTTTAA) del hipotético promotor de la transcripcion, y por la
region de union al ribosoma (region Shine-Dalgarno, S.D.) (AGAAAT) situada a una distancia de 4
pb por delante del codon de iniciacion de la traduccién (ATG). El péptido hipotéticamente
codificado por orf4 (designado ORF4) consta de 26 aminoécidos y no presenta ninguna homologia

significativa con las proteinas de las bases de datos consultadas.
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1 CTCAGTATTTGTCACACAAAAATTCGAAAAATATTCTATAGCTTTATAGAAGGGCCAACAACTTTTAAGG
71 TTTTGATCCTGTTTTAATTTCTCATTTCAGCGTTCTTTCAATAGTTCACTTAATTAAGTTCAGATAGATA
-10 S.D. -35

141 TAAAATTAGATCTCAATAGGGTATACTCCAGAAATGGAAGAATATGAAAATCAAGTAGCAAAATATTTGA
orfX \ E E Y E N Q V A K Y L

211 GAAAAGTAGGAAATTATGCGCGTTATTGTGTGACACACGATTTTCTAGGGAATGAATTAATTCCCCGAAG

R KV GGNYARY CVTHU DU FLGNTETLTIPRR
SRIi SRDi1l SRDd1
281 AATACAAATGAGATTAGTTTTAACAATGATTTTTTATTGCCATTATGCTTTCAAAACAACTGTTTATGAT
I Q M R LV L TMIFYCHYAFIKTTV YD
-35 SRId -10 S.D.
351 ATAATTATCAAATTTTTCTAAAAATCATTTATAATTATTTTAGAAAAAGGAGGTATTGATTTATGAGAAA
I 1 1 K F F * entP M R K

421 AAAATTATTTAGTTTAGCTCTTATTGGAATATTTGGGTTAGTTGTGACAAATTTTGGTACAAAAGTTGAT
K L FSLAL1 G111 F GLVV TNZFGTK VD

491 GCAGCTACGCGTTCATATGGTAATGGTGTTTATTGTAATAATAGTAAATGCTGGGTTAACTGGGGAGAAG
AAA T R S Y G NGV Y CNNSI KT CWV NWG E

S.D.
561 CTAAAGAGAATATTGCAGGAATCGTTATTAGTGGCTGGGCTTCTGGTTTGGCAGGTATGGGACATTAATA
AAK ENTAGI1 V1 SGWASGLAGMMGH =*

631 CTATGAAAAGTAATAAATCTTTCAACAAAGTTCTAGAATTAACTGAAACAGCATTAGCCACCCCAGAAAT

M K S NK S FNKV L ELTETALATPEI
entiP

701 TAAAAAAGATAAAAATCTATGTGAAATTTTAGAAAAAGTAAAAGCTAGTGCTGCTAAAGGTGAATTTTAT
K K DKNWLU CETI L EKV KASAAIKGTE F Y

771 TATGATTACAAGAAAGAATTTCAACCTGCAATTAGTGGATTCACTATTAGAAACGGCTTTTCCACACCGA
Yy by K K EFQPAI SGFTIRNGUEFSTP

841 AGGTTTTATTGGAGTTGCTTGCTGAAGTAAAAACTCCCAAAGCATGGTCGGGACTTTGAGTTATGATAAG
K v L L E L L A EV KTW®PIKAWSG L *
-35 -10 S.D.

911 TGCCATTCTATTTTTTGTAAGAGTATCTAATTGAGTTTTAAGGAACATATGGAATATAGAAATTAAAATG
orf4 M

981 TTACAATATATTTGGATAGTACAAATCAAAAGAGAGGTCGTTCGTCAAAAGAACGGCTTCTTTTTTATGG
L NY I W1V Q1l KREVVRQKNGFF F M

1051 AAAAATGAGCGAGTATAATCTTCGGATCTTGTATGATTAGCAAAAGTTACTGTTGAACAAAGTGTTCATA
E K *

1121 AAATCAGGCATTTCTGGACACTACATTTTTCTACCTTAAATTTGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAA

1191 TCCCCAGCCC 1200

Fig. 3.8. Secuencia nucleotidica del gen estructural de la enterocina P (entP), de su hipotético

gen de inmunidad (entiP) y de las regiones adyacentes. La secuencia de los 995 primeros nucleétidos se
obtuvo de Casaus (1998). En color rojo se muestra la nueva secuencia nucleotidica obtenida en E. faecium G16 y en
color verde, el hipotético péptido codificado por orf4. Las regiones —10 y —35 del promotor de la transcripcién y las
regiones Shine-Dalgarno (S.D.) aparecen subrayadas. Las secuencias repetidas directas (SRD) e inversas (SRI) derechas
(d) e izquierdas (i) aparecen en cursiva y subrayadas. Los codones de terminacion de la traduccién se indican con el
simbolo *. El punto de procesamiento de la bacteriocina esta sefialado con una flecha vertical. El cédigo genético y las
abreviaturas de los aminoacidos se muestran en el Apéndice 2.

109 Carmen Herranz Sorribes



III. Resultados

Otra estrategia seguida para el avance hacia el extremo 3 en el operdn de la enterocina P de E.
faecium G16 fue la realizacion de un PCR anidado. Para ello, se realizd una primera reaccion de
amplificacion con la mezcla de ligacion Dral y la pareja de cebadores externos LP6 y THS. El
producto obtenido de esta reaccidn sirvi6 como molde para una nueva amplificacion con la pareja
de cebadores internos LP5 y SK2, obteniéndose un producto de aproximadamente 500 pb que se
purificd y secuencid con los cebadores LP5 y SK2. La secuencia obtenida constd de 452 pb vy, si
bien no proporcion6 informacion adicional sobre el operdn de la enterocina P, permitié confirmar la

secuencia adyacente a entiP obtenida con el PCR hemiespecifico anterior.

I11.3.9.2. Avance de la secuenciacion hacia el extremo 5'del DNA de E. faecium G16

Para obtener informacion acerca de la secuencia nucleotidica localizada delante de entP en E.
faecium G16, se realizé un PCR hemiespecifico con la mezcla de ligacion Dral y los cebadores LP7
y SK2. El producto de PCR obtenido, con un tamafo ligeramente superior a 500 pb, se purifico y se
procedid a su secuenciacion. No obstante, no se pudo determinar su secuencia nucleotidica debido

al gran nimero de incertidumbres encontrado.

I11.3.9.3. Avance de la secuenciacion hacia el extremo 3'del DNA de E. faecium P21

Cuando se realiz6 un PCR hemiespecifico con los cebadores TH10 y SK2 a partir de los
fragmentos de restriccion obtenidos con el DNA de E. faecium P21 y los enzimas Dral, EcoRV o
Hincll y ligados en el vector pBluescript II SK+, se obtuvieron varios productos de distinto tamafo
molecular con las mezclas de ligacion Dral y Hincll; en cambio, la mezcla de ligacion EcoRV
proporcion6 un unico producto de PCR de tamafo superior a 500 pb, que se purifico y secuencio
con los cebadores TH10 y SK2. La secuencia obtenida a partir de este producto de PCR consté de
784 pb (Fig. 3.9), de las cuales 171 pb correspondieron a una parte de ent4, y 312 pb al gen de la
proteina de inmunidad de la enterocina A (entid), con 1 nucledtido de separacion en la region
intergénica (Aymerich et al., 1996). El andlisis del resto de la secuencia adyacente a enti4 de E.
faecium P21 (300 pb) permitio identificar las regiones —10 (TATAGT) y —-35 (TTGAAT) del
hipotético promotor de la transcripcion separadas por 19 pb, lo que se aproxima a la distancia
optima de 17+ 1 pb, y la region Shine-Dalgarno (S.D.) (GAGGGQG) localizada a una distancia de 5
pb del codon de iniciacion de la traduccion ATG. Asimismo, en la region del promotor, por delante

de la region —35, se identificaron las secuencias repetidas directas (SRD) izquierda
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1 ATGAAACATTTAAAAATTTTGTCTATTAAAGAGACACAACTTATCTATGGGGGTACCACT
M K HUL K 1T L S 1 KETOQULIT Y GG ?T T

entA

61 CATAGTGGAAAATATTATGGAAATGGAGTGTATTGCACTAAAAATAAATGTACGGTCGAT
H S G K Y Y GNGVY CT KNI K CT VD

121  TGGGCCAAGGCAACTACTTGTATTGCAGGAATGTCTATAGGTGGTTTTTTAGGTGGAGCA
w A KATTT CI1I A GMS I GG F L G G A

S.D.
181  ATTCCAGGGAAGTGCTAAAATGAAAAAAAATGCTAAGCAAATTGTTCATGAATTATATAA
Il P G K C * M K K NA K Q I V HE L Y N
entiA

241  TGATATATCTATAAGTAAAGATCCTAAATATTCTGATATTCTTGAGGTTTTACAAAAGGT
b1 S 1 S KDWPIKY SDI1 L EV L Q KV

301  ATATTTAAAATTAGAAAAACAAAAATATGAATTAGATCCCAGTCCTTTAATAAATAGATT
Y L K L E K Q K Y ELDWPSPL 1T NIRL

361  GGTGAATTATCTATATTTTACTGCTTATACTAATAAAATAAGATTCACTGAATATCAAGA
vV NY LY FTAYTNIKI RFTEY Q E

421  GGAATTAATAAGAAATTTGAGTGAAATTGGAAGAACTGCTGGAATAAATGGTTTATATCG
E LI R NLSEI1I GRTAGTINGTUL YR
SRDi SRDd

481  AGCAGATTATGGAGATAAATCTCAATTTTAATGATACTTATAATATTAAATATGTCTCAA
A DY GD K S Q F *
-35 -10
541  AATTTTTTGATTAGAAAAATAGGTATATTGAATCAATGACATAAAAGTATTTATAGTTTG
S.D.

601  TGAGGGGGAATCGTAATGGAAGAAAAAAATAGACTAAATGCTAAACAATGTTCAGATCAA
M E E K N R L N A K Q C S D Q

orf3
661 GAGCTTAAAAAAATTAAAGGAGGTGCTGGAACAAAACCTCAAGGAAAACCGGCATCAAAT
E L K K I K G G TA G T K P Q G K P A S N

721  TTAGTGGAATGTGTTTTTTCATTATTTAAAAAGTGTAACTAAAATTTTTTTTATGATGAC
L v ECVF SLFKKCN *

781  GGGATCGATAAGCTTGAATCGATCCTCACCC 811

Fig. 3.9. Secuencia nucleotidica del gen estructural de la enterocina A (entA), del gen de su

hipotética proteina de inmunidad (orf2 o entiA) y de la region adyacente a éste. La secuencia de
los 27 primeros nucleétidos se obtuvo de Aymerich et al. (1996). En color rojo se muestra la nueva secuencia
nucleotidica obtenida en E. faecium P21 y en color verde, el hipotético péptido codificado por orf3. El cédigo genético
y las abreviaturas de los aminoacidos se muestran en el Apéndice 2. Resto de simbolos como en la Fig.3.8.
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(TCTCAATTTT) y derecha (TCTCAAAATT) separadas por 25 pb. A una distancia de 104 pb por
detrés del codon de terminacion de la traduccion de la proteina de inmunidad se detecté un marco
de lectura abierto, orf3, que codifica una proteina de 48 aminoacidos (ORF3) con una secuencia
lider del tipo doble glicina de 23 aminoacidos en su extremo N-terminal. La comparacion de la
secuencia aminoacidica de ORF3 con las secuencias de otras proteinas de las bases de datos reveld
que se trataba del factor de induccion de la enterocina A (EntF), descrito en E. faecium CTC492
(Nilsen et al., 1998) y en E. faecium DPC1146 (O'Keeffe et al., 1999); EntF presentd una identidad
del 41% con el factor de induccion de la carnobacteriocina B2 de Cb. piscicola LV17b (Quadri et
al., 1997) y del 34% con el hipotético péptido inductor ORF4 de Lb. sakei Lb706 (Axelsson et al.,
1995; Diep et al., 1996).

I11.3.9.4. Avance de la secuenciacion hacia el extremo 3'del DNA de E. faecium P21

Con el objeto de determinar la secuencia localizada delante de entB, se empled la técnica de
PCR hemiespecifico con la pareja de cebadores ENTB5 y SK2 y los fragmentos resultantes de
digerir el DNA de E. faecium P21 con los enzimas Dral, EcoRV o Hincll y ligados en el vector
pBluescript SK II +. No obstante, no fue posible obtener ningtin producto de PCR.

I11.3.9.5. Estudio de la presencia de genes estructurales que codifiquen bacteriocinas del tipo

pediocina distintas de las enterocinas Py A

Durante la purificacién a homogeneidad de las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium
Gl16 y E. faecium P21 se obtuvieron, para cada una de las cepas, distintas fracciones
cromatograficas en funcién de su tiempo de retencidon en la columna de fase inversa. Con la
excepcion de la fraccion G, obtenida a partir de E. faecium P21, y de la fraccion B, cuyo extremo
N-terminal estaba bloqueado para la secuenciacion por el método de Edman, las fracciones
secuenciadas contenian la secuencia aminoacidica YGNGVY en su region N-terminal. Una vez
confirmada la presencia de entP en E. faecium AA13 y E. faecium G16 y de entA en E. faecium
P21, se procedi6 a la busqueda en estas cepas de genes que codificaran otras bacteriocinas distintas,
pero que, al igual que las enterocinas P y A, contuvieran la secuencia aminoacidica YGNGVY. Para
ello, se digiri6 el DNA total de cada una de las cepas con enzimas de restriccion, se ligaron los
fragmentos obtenidos en el vector pBluescript II SK +, y se realizaron diversas reacciones de

amplificacion mediante la técnica de PCR hemiespecifico, empleando el cebador CH1, cuyo diseio
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se esquematiza en la Fig.3.10, y el cebador SK2, que posee una secuencia complementaria a la del

fagémido.

Los productos de PCR obtenidos con los cebadores CH1 y SK2 y las mezclas de ligacion
EcoRV y Rsal en E. faecium AA13, y Dral, EcoRV y Rsal en E. faecium G16 fueron los siguientes:
1) Empleando el DNA de E. faecium AA13 se obtuvieron un producto de tamafio ligeramente

superior a 500 pb con la mezcla de ligacion EcoRV y dos productos, uno de tamafio ligeramente
superior y otro ligeramente inferior a 500 pb, con la mezcla de ligacion Rsal.

2) Empleando el DNA de E. faecium G16 se obtuvieron dos productos de cada una de las mezclas
de ligacion Dral, EcoRV y Rsal. Con Dral se obtuvo un producto de un tamafo superior a 500
pb y otro de, aproximadamente, 400 pb; con EcoRV se obtuvo un producto de alrededor de 1.600
pb y otro de tamafio ligeramente superior a 500 pb y coincidente con el menor de los obtenidos
en E. faecium AA13; finalmente, con Rsal se obtuvo un producto de un tamafio ligeramente
inferior a 500 pb, coincidente con el obtenido en E. faecium AA13, y otro de alrededor de 350
pb. Los productos de menor tamafio obtenidos con las mezclas de ligacion Dral y EcoRV se
extrajeron del gel, se purificaron y secuenciaron empleando los cebadores CH1 y SK2. Sin
embargo, no se pudo determinar la secuencia nucleotidica correspondiente a dichos productos.

Los productos de PCR obtenidos con las mezclas de ligaciéon EcoRV y Hincll de E. faecium
P21 y los cebadores CH1 y SK2 fueron los siguientes:

1) Un producto tnico a partir de la mezcla de ligacion EcoRV, de un tamaino superior a 500 pb.

2) Dos productos a partir de la mezcla de ligacion Hincll: uno mayoritario de alrededor de 500 pb

y otro de, aproximadamente, 350 pb.

El producto obtenido con EcoRV vy el producto mayoritario de Hincll (extraido a partir del gel)
se purificaron para determinar su secuencia nucleotidica. Aunque las concentraciones de los
productos tras su extraccion y purificacion fueron muy pequenas, €stos se secuenciaron con los

cebadores CH1 y SK2; sin embargo, no se pudo obtener su secuencia nucleotidica.
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Fraccion A (E. faecium AA13)

Fraccion C (E. faecium G16)

Fraccion D (E. faecium G16)

Fraccion E (E. faecium P21)

Fraccion F (E. faecium P21)

1 = 10
ATRSYGNGVY

1 5G 10
GTRXYXNGVY

1 5 10
ATRSYGNGVY

1 5 10
APHGXKYYGNDGVY

1 5 10
ENDSGKYYGNGVY

Fragmento seleccionado Y

RNAmM 57 UAU
@
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G
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@ F o
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GGI GTI TAY TG 3’

3'}

5!’

Fig. 3.10. Disefio del cebador degenerado CH1 a partir de la secuencia aminoacidica de las

fracciones A, C, D, E y F. En cada una de las fracciones se indican en color rojo los aminoacidos que forman

parte de la secuencia consenso de las bacteriocinas del tipo pediocina (clase Ila). Y representa a los desoxinucleétidos C

y T, e I a la base universal inosina. El codigo genético y las abreviaturas de los aminoacidos se muestran en el Apéndice

2.

Carmen Herranz Sorribes

114




1II. Discusion

I11.4. DISCUSION

I11.4.1. PRODUCCION DE ENTEROCINAS DE AMPLIO ESPECTRO POR CEPAS DE E. faecium
AISLADAS DE LOS ALIMENTOS

I11.4.1.1. Aislamiento e identificacion de E. faecium aislados de los alimentos y otras fuentes.

Potencial patogeno del género Enterococcus

Las cepas AA13, G16 y P21 se aislaron de chorizos caseros elaborados en Caceres, Segovia y
Leon, respectivamente, y se identificaron a nivel de género y especie (Casaus, 1998). La
identificacion preliminar de las cepas como Enterococcus faecium se realizd mediante diversas
pruebas bioquimicas y morfologicas empleadas habitualmente para las bacterias lacticas, asi como
mediante las pruebas clasicas propuestas por Schleifer y Kilpper-Bélz (1984) y por Devriese et al.
(1993) para el género Enterococcus. Devriese et al. (1995) proponen que los microorganismos
Gram-positivos, de morfologia cocoide, catalasa negativos, capaces de crecer en presencia de una
concentracion de NaCl del 6,5% (p/v) y en medios con azida de sodio al 0,04% (p/v) pueden
identificarse presuntivamente como miembros del género Enterococcus. Asimismo, las pruebas de
fermentacion de la ribosa y de Voges-Proskauer resultan utiles en la asignacion del género, pues la
practica totalidad de las especies de enterococos son positivas a ambas.

No obstante, debido a la heterogeneidad de las especies que componen el género Enterococcus
no se puede establecer un criterio fenotipico definido que permita su diferenciaciéon inequivoca
(Devriese et al., 1993). De hecho, se pueden aislar con relativa frecuencia cepas atipicas (Giraffa et
al., 1997). Actualmente existen diversos métodos moleculares que permiten clasificar
taxondmicamente una cepa, asi como establecer su posicion filogenética con respecto a otras
bacterias. A este respecto, el analisis del rRNA 16S resulta apropiado debido a que contiene en su
secuencia regiones tanto poco como muy conservadas (Axelsson, 1998). Otras aproximaciones son
la hibridacion con sondas dirigidas al rRNA 23S (Betzl et al., 1990), el analisis del polimorfismo de
los fragmentos de restriccion del DNA y del rRNA (Hall et al., 1992), el analisis del patron
electroforético de proteinas totales (Pot et al., 1994) y el anélisis de las secuencias intergénicas de
las regiones espaciadoras 16S-23S y 23S-5S del rRNA (Naimi et al., 1997, 1999). La comparacion
de los patrones electroforéticos de proteinas totales de las cepas AA13, G16 y P21 con los de cepas

de referencia de una base de datos de mas de 7.000 bacterias lacticas, permitio, de acuerdo con los
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resultados de Kersters y de Ley (1975) y Pot et al. (1993), su asignacidn taxativa a una especie. Las
cepas AA13 y G16 se clasificaron como E. faecium-atipico y la cepa P21 como E. faecium.

Entre las cepas comparadas, se encuentran E. faecium L50, E. faecium P13 y E. faecium T136,
productoras de las enterocinas L50, P y Q (Cintas et al., 1998b; Cintas et al., 2000b), de la
enterocina P (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998) y de las enterocinas A y B (Casaus et al., 1997,
Casaus, 1998), respectivamente. De acuerdo con la posicion filogenética de las cepas
bacteriocinogénicas de E. faecium comparadas, se pueden establecer dos grupos de similitud: (i) E.
faecium T136 y E. faecium P21, con una homologia del 93%; y (ii) E. faecium AA13, E. faecium
Gl6 y E. faecium P13, con una homologia del 89%. Los grupos (i) y (ii) presentan una homologia
entre si del 82%. Por otra parte, el grupo E. faecium T136/E. faecium P21 muestra una similitud del
87% con E. faecium L50, mientras que en el grupo E. faecium P13/E. faecium AA13/E. faecium
G16 dicha similitud disminuye al 82%.

El aislamiento de cepas de E. faecium de embutidos crudos curados, como el chorizo, el
salchichon y el salami, ha sido descrito por varios investigadores (Samelis et al., 1994; Cintas,
1995; Lyon et al., 1995; Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; Cintas et al., 1997; Casaus,
1998). E. faecium forma parte de la flora tipica de los productos cérnicos fermentados (Aymerich et
al., 1998), en los que también se encuentran bacterias lacticas de los géneros Lactobacillus
(Schillinger y Liicke, 1989; Rodriguez, 1991; Sobrino et al., 1991; Hugas et al., 1993; Vignolo et
al., 1993; Cintas, 1995; Casaus, 1998), Pediococcus (Moreira 1993; Cintas, 1995; Casaus, 1998), y
Lactococcus (Cintas, 1995; Rodriguez et al., 1995b; Casaus, 1998). Por otra parte, también se han
aislado microorganismos de la especie E. faecium de una gran variedad de sustratos, tales como
quesos (Farias et al., 1994; Giraffa et al., 1994; Olasupo et al., 1994; Vlaenmyck et al., 1994,
Ennahar et al., 1998), aceitunas (Floriano ef al., 1998; Franz et al., 1996), ensilados (Vlaenmyck et
al., 1994; Ohmomo et al., 2000), contenido ruminal de diversas especies de rumiantes (Laukova et
al., 1993; Laukova, 1996), heces de mamiferos (Arihara et al., 1993; Kato et al., 1993; Laukova y
Czikkova, 1998, Laukova et al., 1998) y de aves (Audisio et al., 1999) y aguas residuales (Laukova
y Juris, 1997). En suma, se considera que los enterococos forman parte de la flora habitual del tracto
intestinal de la especie humana y de algunos animales, y su capacidad para crecer en un amplio
rango de condiciones ambientales, como temperatura, pH o concentracion de sal, posibilita una
distribucion practicamente ubicua del género Enterococcus (Hardie y Whiley, 1997).

Actualmente, no existe un consenso acerca del potencial patégeno de los enterococos presentes
en los alimentos (Giraffa et al., 1997), aunque, hasta la fecha, no se ha demostrado que los

enterococos de origen alimentario estén involucrados en infecciones clinicas humanas. La
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participacion de algunas bacterias lacticas en infecciones clinicas humanas, especialmente de tipo
nosocomial, ha sido objeto de estudio por diversos investigadores (Aguirre y Collins, 1993; Adams
y Marteau, 1995). No obstante, existen multitud de alimentos que contienen enterococos de forma
natural o intencionada y que han sido consumidos historicamente de forma segura. De hecho, los
enterococos, particularmente E. faecium, se han utilizado como cultivos iniciadores del queso
Cheddar (Tamine, 1990) y Mozarella (Parente et al., 1989), como probioticos (Fuller, 1989;
Gilliland, 1990) y como ind6culos para ensilados (Jones et al, 1991). Aunque estos
microorganismos no gozan en la actualidad de la denominacion GRAS (del inglés Generally
Recognized As Safe o Reconocidos Generalmente como Seguros), no existen estudios sistematicos
sobre el potencial patégeno de los enterococos aislados de los alimentos (Giraffa et al., 1997). Si
bien uno de los principales riesgos asociados al género Enterococcus consiste en su gran capacidad
para intercambiar material genético extracromosOmico con genes que codifican resistencia a
antibiodticos, especialmente a vancomicina, (Clewell, 1990), no se han detectado enterococos con
resistencia multiple a antibioticos procedentes de alimentos (Aguirre y Collins, 1993). Giraffa et al.
(1997) consideran que los miembros del género Enterococcus poseen una aplicacion en la industria
lactea; no obstante, debido a que el potencial patégeno o la resistencia a antibidticos parecen ser
caracteristicas dependientes de la fuente de procedencia o incluso de la cepa, debe hacerse una
seleccion cuidadosa de los microorganismos del género Enterococcus que pretendan emplearse en
la industria alimentaria. A este respecto, resulta de especial utilidad comprobar la ausencia de
actividad hemolitica en las cepas de interés, pues se ha demostrado que dicha actividad estd

asociada frecuentemente con la virulencia de los enterococos (Moellering et al., 1992).

I11.4.1.2. Espectro de accion, inmunidad y actividad antimicrobiana cruzada de las

bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16y E. faecium P21

Las sustancias antimicrobianas presentes en los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium
Gl16 y E. faecium P21 mostraron un espectro de accion amplio, pues inhibieron a bacterias lacticas
y a otros microorganismos Gram-positivos patogenos o alterantes de los alimentos. (Tabla IIL.3,
seccion II1.3.1). Los sobrenadantes de E. faecium AA13 y E. faecium G16 resultaron menos
potentes que el sobrenadante de E. faecium P21 en la inhibicion de las bacterias lacticas utilizadas
como indicadores. El hecho de que estas cepas presenten escasa actividad inhibidora frente a
bacterias lacticas de utilidad tecnoldgica en la industria alimentaria (como, por ejemplo, Lb casei,

Lb. fermentum o Lb. plantarum) pero una actividad antimicrobiana potente frente a
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microorganismos alterantes y/o patdgenos, una caracteristica tipica de muchas bacteriocinas
producidas por Enterococcus spp. (Parente y Hill, 1992a; Giraffa, 1995; Callewaert et al., 2000), es
una propiedad interesante a la hora de proponer el empleo de dichas cepas, o de sus sustancias
antimicrobianas, como bioconservantes en la industria alimentaria.

El espectro de accion de las enterocinas caracterizadas hasta la fecha es variable; no obstante,
incluso aquellas con un espectro de accion reducido son activas frente a otros miembros del género
Enterococcus y Listeria (Tabla 11.4, seccion 11.2.3.). La produccion de sustancias con actividad
antimicrobiana frente a microorganismos susceptibles de colonizar los mismos nichos ecoldgicos
que los microorganismos productores permitiria a éstos competir de forma mas eficaz por los
sustratos en los que se encuentran (Axelsson, 1998). En este sentido, se ha observado que Listeria y
Enterococcus estan estrechamente relacionados desde el punto de vista filogenético y se aislan a
menudo de las mismas localizaciones ambientales (Stackebrandt y Teuber, 1988; McKay, 1990), lo
que podria explicar que la capacidad de inhibir al género Listeria sea una caracteristica comin entre
los miembros del género Enterococcus (Parente y Hill, 1992a,b; Giraffa, 1995). La transmision de
Ls. monocytogenes mediante los alimentos constituye una seria amenaza para la Salud Publica.
Datos epidemioldgicos recientes indican que Ls. monocytogenes es un patdogeno emergente causante
de toxiinfecciones clinicas (Janda y Abbott, 1999). En este contexto, el empleo de las bacteriocinas
de las bacterias lacticas, y particularmente el de las enterocinas, ha sido propuesto como un método
“natural” para controlar la presencia y el desarrollo de este patdogeno en los alimentos (Parente y
Hill, 1992b; Giraffa et al., 1994; Giraffa, 1995; Muriana, 1996; Laukova et al., 1999; Aymerich et
al., 2000b,c). La capacidad de inhibir a microorganismos del género Listeria no es exclusiva del
género Enterococcus; las bacteriocinas nisina (Nettles y Barefoot, 1993) y pediocina PA-1 (Pucci et
al., 1988), entre otras, poseen una potente actividad anti-Listeria; no obstante, dichas bacteriocinas
presentan el inconveniente de que su actividad antagonista se extiende también a bacterias
utilizadas en la industria lactea como cultivos iniciadores (Parente y Hill, 1992b). Ademas del
efecto inhibidor frente a bacterias Gram-positivas, existen enterocinas que, en combinacion con
otros agentes como el EDTA o el acido lactico, son activas frente a microorganismos Gram-
negativos (Audisio et al., 1999) o ejercen actividad antiviral (Wachsman et al., 2000).

Una de las caracteristicas de las bacterias lacticas bacteriocinogénicas es la inmunidad frente a
sus propias bacteriocinas (Jack et al., 1995; Ennahar et al., 2000). Esta observacion presenta una
gran utilidad préctica durante la caracterizacion bioquimica preliminar de las bacteriocinas, pues

permite hipotetizar que: (i) una cepa sensible a la bacteriocina de otra no produce dicha bacteriocina

Carmen Herranz Sorribes 118



1II. Discusion

y (i1) si dos cepas productoras no se inhiben entre si pueden producir la misma bacteriocina, o bien,
ser resistentes de forma natural a las bacteriocinas heterologas.

La similitud del espectro de actividad antimicrobiana de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
faecium P13, por un parte, y de E. faecium P21 y E. faecium T136, por otra, su inmunidad y los
resultados de su actividad antimicrobiana cruzada, permitieron hipotetizar que E. faecium AA13 y
E. faecium G16 producen la enterocina P (Cintas ef al., 1997; Casaus, 1998) y que E. faecium P21
produce las enterocinas A y B (Casaus ef al., 1997; Casaus, 1998). Esta observacion podria estar
relacionada con la alta correlacion filogenética observada al analizar los patrones electroforéticos de
proteinas totales de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P13 (89% de similitud), por una
parte, y de E. faecium P21 y E. faecium T136 (93% de similitud), por otra. No obstante, estos
resultados no permitian descartar totalmente que E. faecium AA13 y E. faecium G16 produjesen
una o mas bacteriocinas distintas de la enterocina P que no inhibieran a E. faecium P13, y que las
bacteriocinas de E. faecium P21 fueran diferentes de las enterocinas A y B y no inhibieran a F.

faecium T136.

IIL. 4.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA PARCIAL DE LAS BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR
E. faecium AA13, E. faecium G16 Y E. faecium P21

I11.4.2.1.Estabilidad fisico-quimica de las sustancias antimicrobianas exocelulares producidas

por E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
faecium P21 se elimind por completo tras su tratamiento con los enzimas proteoliticos tripsina,
papaina, pepsina y proteasa II, mientras que no resulté afectada por la actividad de la a-amilasa y la
lipasa 1. La susceptibilidad de las diversas enterocinas a la accion de los enzimas proteoliticos es
variable. Asi, por ejemplo, las enterocinas L50A y L50B de E. faecium L50 y la enterocina P de E.
faecium P13 se inactivan por tratamientos con tripsina, pepsina, papaina y las proteasas VI y XIV
(Cintas 1995; Casaus, 1998); sin embargo, las enterocinas JBL1061, JBL1083 y JBLI1531,
producidas por las cepas de E. faecium homodnimas (Arihara et al., 1993), y la enterocina A
producida por E. faecium CTC492 (Aymerich, 1996), resisten la accidon de la pepsina, mientras que
la enterocina 100 de E. faecium 100 no se inactiva en presencia de los enzimas papaina, pepsina,

pancreatina y tripsina (Kato et al., 1993).
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La anulacion de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21 por la accion de diversos enzimas proteoliticos y su resistencia al
tratamiento con enzimas glucoliticos y lipoliticos sugiere que dicha actividad se debe a la
produccion y secrecion al medio exocelular de una sustancia de naturaleza proteica que no requiere
para su actividad biologica componentes glucidicos ni lipidicos. La naturaleza proteica y la
inmunidad de las células productoras (seccion II1.4.3), son dos criterios propuestos para la
definicion del término “bacteriocina” (Montville y Kaiser, 1993), ya que todas las bacteriocinas
descritas se inactivan por la accion de, al menos, un enzima proteolitico (Piard y Desmazeaud,
1992). En este contexto, el hecho de que las cepas productoras fueran inmunes a sus propias
sustancias antimicrobianas (ver seccion anterior) y que el tratamiento de los sobrenadantes con
distintos enzimas proteoliticos anulara su actividad era indicativo de que la actividad antimicrobiana
de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se debia a la produccion y liberacion al
medio exocelular de bacteriocinas. La inactivacion de las bacteriocinas por enzimas proteoliticos es
un hecho a considerar en la aplicacion de las mismas como bioconservantes en la industria
alimentaria: por una parte, presenta la desventaja de que éstas pueden inactivarse en el alimento por
la accion de las proteasas presentes en el mismo (Nettles y Barefoot, 1993); por otra, la accion de
enzimas gastricos (pepsina) y pancredticos (tripsina, pancreatina) asegura su degradacion en el
tracto gastrointestinal, por lo que no afectarian a la ecologia microbiana de dicho nicho ecologico,
y, adicionalmente, se evitarian los peligros asociados a muchos antibioticos (Piard y Desmazeaud,
1992b).

Las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 son estables en un
amplio intervalo de pH (2-11). En general, las bacteriocinas de las bacterias lacticas son estables a
valores de pH 4cidos o neutros, en consonancia con los ambientes en los que estos microorganismos
se desarrollan (Piard y Desmazeaud, 1992b). Una excepcion a este comportamiento es la nisina,
cuya solubilidad disminuye drasticamente a valores de pH mayores de 2 (Hurst, 1981). La
estabilidad de las bacteriocinas producidas por E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21
en un intervalo amplio de pH representa una ventaja tecnoldgica, pues permitiria su aplicacion en
diversos productos alimenticios, independientemente de su pH. Asi, por ejemplo, se ha propuesto el
empleo de enterocinas para disminuir el desarrollo de Ls. monocytogenes en la corteza de los quesos
duros, productos en los que, durante el proceso de maduracion, se produce un incremento de pH que
compromete la actividad de la nisina (Giraffa et al., 1995).

Las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 son estables después

de diversos tratamientos térmicos a temperaturas elevadas, lo que sugiere que la actividad
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antimicrobiana estd mediada por una molécula proteica sencilla, probablemente carente de
estructura terciaria. Al igual que la estabilidad a diversos valores de pH, esta propiedad resulta
apropiada para el empleo de estas sustancias como bioconservantes en la industria alimentaria,
puesto que resistirian los tratamientos térmicos a los que se someten ciertos alimentos.

De acuerdo con la clasificacion de las bacteriocinas propuesta por Nes et al. (1996), las
bacteriocinas de E. faecium en estudio pertenecerian a la clase I 6 II, compuestas por péptidos de
pequefio tamafio molecular que, entre otras caracteristicas, presentan resistencia a los tratamientos

térmicos elevados.

111.4.2.2. Evaluacion de los medios de cultivo MRS, BHI y APT para la produccion/deteccion
de las sustancias antimicrobianas exocelulares de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.

faecium P21

Los medios de cultivo seleccionados para evaluar el crecimiento de E. faecium AA13, E.
faecium G16 y E. faecium P21 y la produccion de sus bacteriocinas fueron medios de composicion
compleja (MRS, APT y BHI). Dichos medios contienen concentraciones considerables de péptidos
de un tamafio molecular comprendido en el rango de las bacteriocinas de las clases I y II (3.000-
6.000 Da) que pueden interferir con el proceso de purificacion (Carolissen-Mackay et al., 1997). No
obstante, su empleo esta justificado porque el crecimiento de los microorganismos productores en
medios de composicion semidefinida conduce, en la mayoria de los casos, a la disminucion de la
produccion de la bacteriocina en comparacion con la obtenida en medios complejos (Yang y Ray,
1994; Dallas et al., 1996).

La produccion/deteccion de las bacteriocinas de las cepas E. faecium AA13, E. faecium G16 'y
E. faecium P21 cultivadas a 32°C durante 16 h fue méxima en el caldo MRS, y ligeramente menor
en el caldo APT. Ambos medios son muy ricos en nutrientes e incluyen en su composicion glucosa,
hidrolizados proteicos, extracto de levadura, diversas sales minerales que aportan cationes
divalentes, como el sulfato magnésico y el sulfato de manganeso, y agentes tensioactivos (Tween 80
en el MRS y monoleato de sorbitdn en el APT). En este contexto, Casaus (1998) observd que
cuando E. faecium P13, productor de la enterocina P, crecia en medio APT, se detectaba el 50% de
la actividad antimicrobiana obtenida en caldo MRS. Las causas de esta disminucion de la
produccion/deteccion de la actividad antimicrobiana podrian ser: (i) el pH inicial del medio (6,7 en
APT frente a 6,2 en MRS); (ii) el cloruro sédico presente en APT (ausente en MRS); y/o (iii) la

presencia de monooleato de sorbitdn como agente tensioactivo en lugar de Tween 80.
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La produccion y/o deteccion de las bacteriocinas cuando las tres cepas se cultivaron en caldo
BHI fue considerablemente menor que en los caldos MRS y APT, a pesar de que el crecimiento
microbiano no difiri6 significativamente en los tres caldos. El caldo BHI contiene una menor
concentracion de glucosa y una mayor concentracion de hidrolizados proteicos que los caldos MRS
y APT, y, ademas, carece de cationes divalentes y de agentes tensioactivos. Otra diferencia
importante con respecto a los otros dos caldos ensayados es el pH inicial del medio, siendo mas
elevado en el caldo BHI (7,4) que en los caldos MRS y APT. Todos estos factores podrian influir
negativamente en la produccion, secrecion y/o actividad de las bacteriocinas cuando las cepas
productoras crecen en el caldo BHI. Al igual que en este trabajo, diversos investigadores han
utilizado el MRS como medio de cultivo para el crecimiento de Enterococcus y la produccion de
enterocinas (Arihara et al., 1993; Vlaemynck et al., 1994; Cintas, 1995; Franz et al., 1996; Casaus,
1998) y de otras bacteriocinas de las bacterias lacticas (Muriana y Klaenhammer, 1987; Holck et
al.,1992; Sobrino et al., 1992; Tichaczek et al., 1992; Daba et al., 1993; Moreira, 1993; Cintas,
1995).

Una vez seleccionado el medio MRS, se determind la cinética de crecimiento y produccion de
bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 en dicho caldo. Los recuentos
maximos obtenidos en las tres cepas fueron del orden de 10° ufc/ml a las 12 h, tras lo que
disminuyeron y se estabilizaron en torno a 10° ufc/ml. El cese del crecimiento de los cultivos podria
deberse al agotamiento de ciertos “factores limitantes del crecimiento”, como azlcares, vitaminas u
otros compuestos nitrogenados (Piard y Desmazeaud, 1992b).

En lo que se refiere a la actividad antimicrobiana, los valores méximos se detectaron entre las
12 y las 18 h, lo que corresponde al final de la fase exponencial y al principio de la fase estacionaria
del crecimiento, respectivamente. En general, la sintesis de bacteriocinas tiene lugar al final de la
fase exponencial de crecimiento (Piard y Desmazeaud, 1992b), por lo que se consideran metabolitos
primarios o asociados al crecimiento. Diversos autores han sugerido que la produccion de
bacteriocinas esta estrechamente relacionada con la biomasa alcanzada por el cultivo (De Vuyst y
Vandamme, 1992; Yang y Ray, 1994; Krier et al., 1998); no obstante, la relacion existente entre la
cinética de crecimiento y la produccion de bacteriocinas no se conoce con exactitud, ya que se ha
observado que variaciones en las condiciones nutricionales y/o ambientales de cultivo de un
microorganismo que no afectan al crecimiento pueden afectar a su produccion de bacteriocinas
(Meortvedt-Abildgaard et al., 1995; Casaus, 1998). Por otra parte, la reduccion de la actividad
antimicrobiana observada una vez alcanzado el valor maximo, podria deberse a la degradacion de

las bacteriocinas por las proteasas liberadas al medio exocelular por el microorganismo productor,
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y/o a su adsorcion a las células productoras a medida que aumenta la biomasa del cultivo (seccion
IV.4.2.4).

El pH final alcanzado por los cultivos de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21
oscilo entre 4,0 y 4,3. Los miembros del género Enterococccus presentan un metabolismo
homofermentativo, con la produccion del isomero L (+) del &cido lactico como principal producto
de la fermentacion de los carbohidratos (Holt ef al., 1994; Hardie y Whiley, 1997). El 4cido lactico
es un metabolito tanto primario como secundario que desempefia un papel higiénico y tecnoldgico
en los alimentos fermentados y que ejerce una accidén antimicrobiana sinérgica con las bacteriocinas

(Vandenbergh, 1993; Giraffa et al., 1994; Audisio et al., 1999).

I11.4.2.3. Purificacion a homogeneidad de las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium

G16 y E. faecium P21. Determinacion de su secuencia aminoacidica

La purificaciéon a homogeneidad de las bacteriocinas es un requisito imprescindible para
asegurar su naturaleza proteica, asi como para determinar su secuencia aminoacidica y compararla
con la de bacteriocinas conocidas (Aymerich et al., 2000a; Cintas et al., 2000c). La purificacion de
las bacteriocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 se realizd6 empleando una
modificaciéon (Cintas et al., 1995; Cintas et al., 1998a) de la técnica propuesta por Nissen Meyer et
al. (1992a). Una gran variedad de bacteriocinas producidas por diversos géneros de bacterias
lacticas se ha purificado utilizando una metodologia que incorpora precipitaciéon con sulfato
amonico, cromatografias de intercambio catidonico y/o interaccion hidrofobica y, finalmente,
cromatografia en fase inversa (Cintas, 1995; Cintas et al., 1995,1998a; Carolissen-Mackay et al.,
1997, Casaus, 1998).

La precipitacion con sulfato amonico tiene como objetivo la concentracion de las proteinas del
sobrenadante de los cultivos productores. Otras estrategias son la precipitacion con acidos (Hastings
et al., 1991) o etanol (Venema et al., 1997) y la extraccion con solventes organicos (Piva y
Headon, 1994). Dado que durante la precipitacion, ademas de las bacteriocinas, coprecipitan un
gran nimero de proteinas “contaminantes”, en su mayoria procedente del medio de cultivo, éstas
deben eliminarse en etapas sucesivas del proceso de purificacion. La precipitacion de las proteinas
de los sobrenadantes de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 permitio obtener, tras
la centrifugacion, tres fracciones bien diferenciadas: un precipitado, una pelicula flotante y un
sobrenadante. La presencia de una pelicula flotante se ha observado durante la precipitacion de

otras bacteriocinas con sulfato amoénico (Muriana y Klaenhammer, 1991; van Laack et al., 1992;
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Larsen et al., 1993; Cintas et al., 1995; Dallas et al., 1996; Casaus, 1998) y, dado que puede llegar a
contener hasta un 97% de la actividad antimicrobiana (Muriana y Klaenhammer, 1991), es
necesario recogerla y mezclarla con el precipitado. La aparicion de esta pelicula superficial se ha
atribuido a la presencia del agente surfactante Tween 80 en el medio de cultivo (Carolissen-Mackay
et al., 1997). El Tween 80 puede intervenir no sélo en el proceso de purificacion, sino también,
aunque de forma variable, en la produccion y/o deteccion de la actividad antimicrobiana. Asi, por
ejemplo, la produccion de la bacteriocina carnosina LA44a fue menor cuando Lc. carnosum LA44a
se desarroll6 en medio MRS sin Tween 80 (van Laack et al., 1992), la suplementacion con un 0,1%
de Tween 80 produjo un incremento de 8 veces en la producciéon de mesentericina 5 por Lc.
mesenteroides ULS (Daba et al., 1993) y la produccion de las enterocinas A y B fue maxima en
medio MRS suplementado, entre otros componentes, con Tween 80 (1%, v/v) (Aymerich et al.,
2000b). El incremento de la actividad antimicrobiana podria ser debido a: (i) el efecto del
surfactante en la permeabilidad de la membrana celular, lo que aceleraria la difusion de la
bacteriocina al medio exocelular; (i) la disociacioén de los agregados (inactivos) de la bacteriocina;
y (iii) el obstaculo para la adsorcion de las bacteriocinas a las proteinas del medio de cultivo (Daba
et al., 1993). Por otra parte, la actividad antimicrobiana de la lactococcina G aument6 10 veces
cuando se afiadié Tween 80 en el ensayo de actividad antimicrobiana (Nissen-Meyer et al., 1992a),
mientras que una concentracion del 0,01% de Tween 80 redujo la actividad antimicrobiana de la
pediocina A (Piva 'y Headon, 1994).

La cromatografia de filtracion en gel es una técnica cromatografica introducida con éxito en el
proceso de purificacion de algunas bacteriocinas (Sudirman et al., 1994; Cintas, 1995; Martinez et
al., 1998; Casaus, 1998; Cintas et al., 1998a) con el objeto de eliminar las sales que interfieren
negativamente en la cromatografia de intercambio cationico. A pesar de ello, los rendimientos
obtenidos para E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 tras el intercambio catidnico
fueron bajos (1,6; 3,8 y 6%, respectivamente), lo que podria deberse a la débil naturaleza cationica
de las bacteriocinas o a su naturaleza hidrofobica, que causaria su retencion en las matrices
cromatograficas, originando pérdidas del 40-80% durante las cromatografias de intercambio i6nico
(Venema et al., 1997).

La recuperacion de la actividad antimicrobiana tras la cromatografia de interaccion hidrofobica
fue del 3.,8; 5,9 y 5% en E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21, respectivamente, lo
que represento en las dos primeras cepas una mayor recuperacion que durante la cromatografia de
intercambio catiénico. Este fendmeno también se ha observado en la purificacion de otras

bacteriocinas como, por ejemplo, la sakacina A (Holck et al., 1992), la bavaricina A (Larsen et al.,
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1993), la enterocina L50 (Cintas, 1995), la pediocina PA-1 (Cintas, 1995) y la enterocina P (Casaus,
1998).

Los rendimientos obtenidos durante la cromatografia en fase inversa oscilaron entre el 0,9%
(fraccion B) y el 25% (fraccion D), lo que se encuentra dentro del rango de rendimientos citados en
la bibliografia (Carolissen-Mackay et al., 1997). De manera similar a lo observado tras la
interaccion hidrofobica, la actividad de las fracciones A y D fue mayor que la obtenida en el paso
cromatografico anterior, un fendémeno que se ha descrito también durante la purificacion de la
enterocina A (Aymerich, 1996), la nisina A (Cintas et al., 1998a) y la enterocina I (enterocina L50)
(Floriano et al., 1998). Dado que los incrementos de actividad antimicrobiana se han observado tras
las cromatografias de interaccion hidrofébica, es posible que los medios apolares favorezcan la
actividad biologica de la molécula. Otra posibilidad seria que durante el proceso de purificacion se
eliminaran moléculas que influyan negativamente en la actividad de la bacteriocina (Casaus, 1998;
Cintas ef al., 1998a).

La obtencion de varias fracciones cromatograficas en las tres cepas analizadas (fracciones A y
B en E. faecium AA13, fracciones C y D en E. faecium G16 y fracciones E, F y G en E. faecium
P21) sugiere que cada cepa produce mas de una bacteriocina, hecho que se ha descrito en muchas
bacterias lacticas bacteriocinogénicas (Quadri et al., 1994; Casaus et al., 1997; Papathanosopoulos
et al., 1997; Anderssen et al., 1998; Cintas et al., 1998b; Cintas et al., 2000b); no obstante, también
existe la posibilidad de que las diferentes fracciones correspondan a una misma bacteriocina que
haya sufrido diversas modificaciones bioquimicas, lo que explicaria las diferencias observadas en
los perfiles de elucion. En este contexto, Worobo et al. (1994) obtuvieron tres fracciones
cromatograficas durante la purificacion de la sustancia antimicrobiana producida por Cb. piscicola
LV17A que resultaron corresponder a una unica bacteriocina, denominada carnobacteriocina A,
siendo una de las fracciones una forma oxidada de la bacteriocina y la otra una mezcla de las formas
oxidada y no oxidada degradadas en su extremo C-terminal. Asimismo, Casaus (1998) obtuvo tres
fracciones cromatograficas (Al, A2 y A3) durante la purificacion de las sustancias antimicrobianas
de E. faecium T136. La secuenciacion aminoacidica de las fracciones mediante degradacion de
Edman mostré que la fraccion Al correspondia a la enterocina A, previamente descrita por
Aymerich et al. (1996), que la fraccion A3 contenia una nueva bacteriocina, denominada enterocina
B y que la fraccion A2 estaba formada por una mezcla de ambas bacteriocinas. Este parece ser el
caso de las fracciones purificadas de E. faecium P21, ya que la secuencia aminoacidica de la

fraccion F sugiere que se trata de una mezcla de las fracciones E y G (Fig. 3.4, seccion 111.3.6).
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La secuenciacion aminoacidica mediante degradaciéon de Edman de las fracciones procedentes
de E. faecium AA13, permitid obtener una secuencia de 20 aminoécidos en la fraccion A, mientras
que no fue posible secuenciar la fraccion B debido a que su extremo N-terminal estaba bloqueado
para la degradacion de Edman. Este bloqueo podria deberse a la existencia de residuos modificados
como en el caso de los lantibioticos (Sahl y Bierbaum, 1998), a la modificacion del aminoacido del
extremo N-terminal, o a que el péptido retiene la metionina N-terminal en forma de formilmetionina
(en el caso de que se trate de bacteriocinas que se sintetizan sin extension N-terminal) (Cintas ef al.,
1998b). La secuenciacion de las fracciones C y D, procedentes de E. faecium G16, permitioé obtener
secuencias de 13 y 30 aminoacidos, respectivamente. A partir de las fracciones E y F, obtenidas de
E. faecium P21, se obtuvieron secuencias de 30 y 20 aminodcidos, respectivamente. Todas estas
fracciones tienen en comun la presencia en su regiéon N-terminal de la secuencia aminoacidica
YGNGVY que forma parte de la secuencia consenso de las bacteriocinas de la clase Ila
YGNGVXC (Nieto Lozano et al., 1992; Aymerich et al., 1996; Ennahar et al., 2000).
Adicionalmente, las fracciones A y D poseian en su extremo N-terminal la secuencia aminoacidica
ATRS, y la fraccion C presento la secuencia TR. El analisis de las secuencias aminoacidicas de las
bacteriocinas de la clase Ila reveld que la enterocina P es la tinica bacteriocina de esta clase que
posee la secuencia ATRS precediendo a la secuencia YGNGVY en el extremo N-terminal (Cintas et
al., 1997; Casaus, 1998), lo que permitié sugerir la produccion de dicha enterocina por E. faecium
AA13 y E. faecium G16. Por otra parte, la fraccion E presentd en su extremo N-terminal,
precediendo a la secuencia consenso, la secuencia aminoacidica HG. Dicha secuencia, junto con el
desplazamiento de la secuencia consenso desde la posicion 5 a la 8 del péptido, son caracteristicas
exclusivas de la enterocina A (Aymerich et al., 1996). En cuanto a la fraccion G, su secuencia
result6 practicamente idéntica a la de la enterocina B (Casaus ef al., 1997).

No obstante, la obtencion de distintas fracciones cromatograficas puras con actividad
antimicrobiana de cada una de las cepas evaluadas, junto con la imposibilidad de obtener una
secuencia aminoacidica completa de las mismas, no permitid descartar que las cepas objeto de

estudio produjeran otras bacteriocinas de la familia de la pediocina diferentes de las enterocinas P y

A.
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111.4.3. CARACTERIZACION GENETICA PARCIAL DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium
AA13Y E. faecium G16 Y DE LAS ENTEROCINAS A'Y B DE E. faecium P21

Una vez purificadas a homogeneidad las enterocinas de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E.
faecium P21 y determinada su secuencia aminoacidica parcial se procedidé a su caracterizacion
genética para confirmar la presencia del gen estructural de la enterocina P en E. faecium AA13y E.
faecium G16 y de los genes de las enterocinas A y B en E. faecium P21, asi como para determinar la
posible presencia de genes estructurales de otras bacteriocinas de la clase Ila. Para ello, se aislé y
visualizo el material genético de estas cepas y se determind y analiz6 la secuencia nucleotidica de
los determinantes genéticos que codifican la produccion y/o inmunidad de dichas enterocinas.

El aislamiento del DNA total de E. faecium AA13, E. faecium G16 y E. faecium P21 mediante
el método de lisis alcalina de Anderson y McKay (1983) permitio identificar la presencia de
plasmidos de 6,9y 7,9 kb en E. faecium AA13 y E. faecium P21, respectivamente; en cambio, en E.
faecium G16 no se detectaron pldsmidos. Dicho método de aislamiento de DNA permitio la
visualizacion de plasmidos de 23 y 4 kb en E. faecium RZS C13 y E. faecium RZS Cb5,
respectivamente (Vlaemynck et al., 1994), de 50 y 7,2 kb en E. faecium L50 (Cintas et al., 1998b) y
de 23 kb en E. faecium 6Tl1a (Floriano et al., 1998). Asimismo, Casaus (1998) emple6 el método
de lisis alcalina para el aislamiento del material genético de E. faecium P13 y E. faecium T136 y
obtuvo un rendimiento de plasmidos de elevado tamafio molecular (> 60 kb) superior al conseguido
con los métodos de Birnboim y Doly (1979) y Sambrook et al. (1989).

Casaus (1998) obtuvo mutantes de E. faecium P13 mediante el tratamiento de los cultivos con
novobiocina. Los mutantes fueron deficientes en la produccion de enterocina P y en la inmunidad a
la misma, lo que sugirié que ambos fenotipos se hallaban ligados genéticamente. Dado que la cepa
original y los mutantes presentaron un perfil plasmidico idéntico, que incluia un Unico plasmido
mayor de 60 kb, no se pudo elucidar si los determinantes genéticos asociados a la produccion e
inmunidad de la enterocina P estaban localizados en el cromosoma o en este plasmido. Puesto que
E. faecium AA13 y E. faecium G16 carecen del plasmido de 60 kb observado en E. faecium P13y
que las tres cepas son productoras de enterocina P, es posible que los determinantes genéticos que
codifican la produccién y la inmunidad de esta bacteriocina se encuentren localizados en el
cromosoma de las cepas productoras. Esta hipotesis esta favorecida por la observacion de que la
produccion de enterocina P y la inmunidad a la misma son dos fenotipos muy estables en E. faecium
P13 (Casaus, 1998).
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Por otra parte, el perfil plasmidico de E. faecium P21, que produce las enterocinas A y B,
difiri6 del de E. faecium T136, productor de las mismas enterocinas, que posee un pldsmido de
tamafio superior a 60 kb (Casaus, 1998); en cambio, E. faecium CTC492, cepa productora de la
enterocina A (Aymerich, 1996) y la enterocina B (Casaus, 1998), present6 un perfil plasmidico
idéntico al de E. faecium T136. Los determinantes genéticos para la produccion de enterocina A se
han localizado en el cromosoma de E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 1996) y E. faecium
DPC1146 (O'Keeffe et al., 1999); asimismo, los determinantes genéticos para la produccion de
enterocina B se han localizado en el cromosoma de E. faecium BFE900 (Franz et al., 1999). No
obstante, se desconoce la posicion relativa de los determinantes genéticos de ambas bacteriocinas,
asi como si su localizacion es la misma en todas las cepas productoras de las enterocinas A y B.

El andlisis genético de cepas de E. faecium productoras de bacteriocinas ha permitido
establecer la localizacion de los determinantes genéticos para la produccion de ciertas enterocinas.
Ast, por ejemplo, la enterocina 01 esta codificada en un plasmido de E. faecium NAO1 de 21,5 kb y
su hipotética proteina de inmunidad en uno de 23 kb o en el cromosoma (Olasupo et al., 1994); las
enterocinas L50 estan codificadas en un plasmido de mas de 50 kb (pCIZ1) (Cintas et al., 1998b), la
enterocina I (enterocina L50A) y su proteina de inmunidad en un plasmido de E. faecium 6TI1 de
23 kb (Floriano et al., 1998), y la enterocina Q en un plasmido de E. faecium L50 de 7,2 kb (pCIZ2)
(Cintas et al., 2000b).

I11.4.3.1. Analisis del operon de la enterocina P de E. faecium AA13 y E. faecium G16

Con el objetivo de confirmar la presencia del gen estructural de la enterocina P (entP) en E.
faecium AA13 y E. faecium G16, se secuenci6é un amplicon de 132 pb obtenido a partir del DNA
total de dichas cepas empleando cebadores especificos de entP. La secuencia aminoacidica
deducida de dicha secuencia nucleotidica fue idéntica a la de la enterocina P de E. faecium P13
(Casaus, 1998) y, por tanto, demostro la presencia en E. faecium AA13 y E. faecium G16 de la
region de entP que codifica el péptido maduro.

Posteriormente, el solapamiento de las secuencias de varios productos de PCR hemiespecifico
obtenidos con las mezclas de ligacion de E. faecium G16 permitio obtener una secuencia de 707 pb
contiguos (Fig. 3.8, seccion I11.3.10.1), de los que 205 no habian sido secuenciados con
anterioridad. El analisis de esta nueva secuencia reveld la existencia de un posible ORF (orf4), con
la misma polaridad que entiP, que codifica un péptido de 26 aminoacidos (ORF4) sin homologia

significativa con otras proteinas de las bases de datos consultadas. Este hecho, junto al pequefio
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tamafio y la ausencia de sefales transcripcionales definidas, sugieren que se trata de un ORF no
funcional.

La sintesis y secrecion de bacteriocinas de la clase II requiere el producto de una serie de genes
organizados en 1-3 operones, que pueden transcribirse en sentidos divergentes y que estan
involucrados en la expresion, inmunidad, translocacion y regulaciéon de la produccion de la
bacteriocina (Ennahar et al., 2000). Dado que la enterocina P posee un péptido seial en su region
N-terminal que le hace ser un candidato para el procesamiento y secrecion por el sistema sec o ruta
general de secrecion (véase seccion VI.4.1), resulta poco probable que detrds de entiP se localicen
los genes de transporte presentes en los operones de las bacteriocinas de la clase II que se secretan
mediante transportadores del tipo ABC; asimismo, tampoco se detectaron los genes involucrados en
la regulacion de la produccion de la bacteriocina y, de hecho, la existencia en esta cepa de dichos

mecanismos no se ha establecido por el momento.

I11.4.3.2. Analisis de los operones de las enterocinas A y B de E. faecium P21

La visualizacion de los genes estructurales de las enterocinas A y B de E. faecium P21 se
realiz6 secuenciando amplicones de 172 y 123 pb, respectivamente, obtenidos con cebadores
especificos de los genes estructurales de dichas enterocinas. Las secuencias aminoacidicas
deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas confirmaron que: (i) E. faecium P21 contiene el
fragmento del gen estructural de la enterocina A (ent4) que codifica la secuencia lider de 18
aminoacidos y los aminoacidos 1 a 39 del propéptido y (ii) E. faecium P21 contiene una parte del
gen estructural de la enterocina B (entB), concretamente el fragmento que codifica los aminoacidos
12 a 53 del péptido maduro.

Asimismo, se obtuvo informacion adicional del operdn de la enterocina A en E. faecium P21
mediante la secuenciacion de un producto de PCR hemiespecifico con los cebadores TH10 y SK2.
Dicho amplicon proporcioné una secuencia de 784 pb (Fig.3.9, seccion 111.3.10.3), de las que 484
correspondieron a entd, entiA y la region intergénica entre ambos de E. faecium CTC492
(Aymerich et al., 1996). Las secuencias fueron idénticas, con la unica excepcion de que la
asparagina en posicion numero 79 de la proteina de inmunidad de E. faecium CTC492 esta
codificada por el triplete AAC (Aymerich et al., 1996), mientras que en E. faecium P21 dicho
aminodcido se encuentra codificado por el triplete AAT. Esta diferencia en la secuencia
nucleotidica que, no obstante, no altera la secuencia aminoacidica de la proteina de inmunidad, se

detectdé asimismo en E. faecium DPC1146 (O'Keefe et al., 1999). El analisis del resto de la
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secuencia adyacente a entid de E. faecium P21 (300 pb) permitio identificar a una distancia de 104
pb del final de la proteina de inmunidad un marco de lectura abierto, orf3, que codifica una proteina
de 48 aminoacidos (ORF3) idéntica al factor de induccion EntF de E. faecium CTC492 (Nilsen et
al., 1998) y E. faecium DPC1146 (O'Keeffe et al., 1999). EntF present6 una identidad del 41% con
el inductor de la carnobacteriocina B2 (CbnS) (Quadri et al., 1994; Quadri et al., 1997) y del 34%
con el hipotético factor de induccion de la sakacina A (ORF4) (Axelsson y Holck, 1995). En la Fig.
3.11 se muestra el alineamiento de los factores de induccion EntF, CbnS y ORF4, y la hipotética
secuencia consenso de los tres péptidos. Como puede observarse, la region C-terminal de los

péptidos aparece particularmente conservada y muestra la secuencia consenso CVFS-FKKC.

EntF 1 AGEKP;—'“
CbnS i = OnN(
ORF4 1 —-EYRNY[e:

Consenso —=tn-g-GKp~s-i—--Cvfs-FkkC-

Fig. 3.11. Comparacion de la secuencia aminoacidica de los factores de induccion de la
enterocina A (EntF), carnobacteriocina B2 (CbnS) y sakacina A (ORF4). El alineamiento de los

factores de induccion se realizd con los programas ClustalW version 1.8, Dialign2 y MultAlin version 5.4.1 del
servidor ExXPASy WWW del Swiss Institute of Bioinformatics (seccion I11.2.11). Los residuos presentes en los
tres péptidos aparecen en cajas de color negro y los presentes en dos de los péptidos en cajas de color gris oscuro.
Las sustituciones aminoacidicas de tipo conservativo se indican con cajas de color gris claro. En la parte inferior
del alineamiento se muestra la secuencia aminoacidica consenso, en la que se indican con letras mayusculas los
residuos conservados en los tres péptidos, con letras minusculas los conservados en dos de los péptidos y con un

guion los residuos variables. Las abreviaturas de los aminoacidos aparecen en el Apéndice 2.
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La existencia de mecanismos de regulacion de la produccion de bacteriocinas se ha descrito en
muchas bacterias lacticas bacteriocinogénicas (Schnell ef al., 1992; Klein et al., 1993; van der Meer
et al., 1993; Kuipers et al., 1995; Saucier et al., 1995; Diep et al., 1996; Eijsink et al., 1996;
Brurberg et al., 1997; Quadri et al., 1997; Saucier et al., 1997; Nilsen et al., 1998; Stephens et al.,
1998; O’Keeffe et al., 1999). La regulacion se lleva a cabo mediante un sistema de tres
componentes en el que intervienen, ademas del factor de induccion (IF), proteinas sensoras del tipo
histidin-kinasa (HK) y proteinas reguladoras de respuesta (RR) (Nes ef al., 1996; Kleerebezem et
al., 1997; Nes y Eijsink 1999). Dicho sistema presenta homologia con los mecanismos que
controlan el desarrollo de la competencia genética en B. subtilis (Magnuson et al., 1994) y S.
pneumoniae (Hévarstein et al., 1995b) y la expresion de los factores de virulencia de St. aureus
(Morfeldt et al., 1996).

En la Tabla III.10 se muestran los principales parametros fisico-quimicos de EntF, CbnS y
ORF4, y en la Fig.3.12, el perfil de hidrofobicidad de estos péptidos. Los IFs de las bacteriocinas de
la clase II presentan una serie de caracteristicas similares a éstas, como son su naturaleza cationica y
ligeramente anfifilica (con un aumento de la hidrofobicidad hacia el extremo N-terminal), su
elevado punto isoeléctrico y su capacidad para adoptar una estructura helicoidal en presencia de
solventes organicos y liposomas (Eijsink ef al., 1996; Nes y Eijsink, 1999). Estas marcadas
semejanzas sugieren que ambos péptidos tienen un ancestro comun, constituido por una
bacteriocina o un péptido regulador (Eijsink et al., 1996).

En cuanto a las diferencias entre los IFs y las bacteriocinas, destaca, en primer lugar, la
longitud de los péptidos: mientras que las bacteriocinas mas pequefias constan de aproximadamente
30 aminodcidos, el IF de mayor tamafio molecular descrito hasta la fecha, el IP-C11 de Lb.
plantarum C11 (Diep et al., 1995), consta de 26 aminoacidos (Nes y Eijsink, 1999). Otra diferencia
entre ambos tipos de péptidos consiste en la ausencia de actividad antimicrobiana de los factores de
induccién. No obstante, se ha descrito que el IP-C11 posee cierta actividad antimicrobiana, aunque
posiblemente de una relevancia biologica limitada (Anderssen et al., 1998) y que la produccion de
carnobacteriocinas BM1 y B2 por Cb. piscicola LV17 podria estar inducida tanto por el factor de
induccion CbnS como por la propia carnobacteriocina B2 (Quadri ef al., 1997). En este contexto,
los lantibidticos nisina y subtilina poseen, ademas de actividad antimicrobiana, actividad inductora

de la transcripcion de sus respectivos operones (Kuipers et al., 1995; Siezen et al., 1996).
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Tabla 111.10. Parametros fisico-quimicos de los factores de induccion de la enterocina A
(EntF), carnobacteriocina B2 (CbnS) y sakacina A (ORF4)

Pm No Carga pl indice

(Da) aa neta’ tedrico GRAVY
EntF 2.667 25 3 9,31 -0,228
ChnS 2.642 24 5 9,90 -0,275
ORFH 2.668 23 3 9,38 -1,061

Las caracteristicas fisico-quimicas de los péptidos se determinaron con el programa ProtParam
Tool del servidor EXPASy WWW del Swiss Institute of Bioinformatics (seccion 111.2.11). “Carga
neta a pH 7,0. Simbolos y abreviaturas: N° aa, nimero de aminoacidos; pl, punto isoeléctrico;
indice GRA VY, valor promedio de hidrofobicidad.
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Fig. 3.12. Perfil de hidrofobicidad de los factores de induccién EntF (A), CbnS (B) y ORF4
(C). El perfil de hidrofobicidad se determind con el programa GREASE (Kyte y Doolittle, 1982) del
servidor Biology Workbench version 3.2 (seccion 111.2.11) para una ventana de 7 aminoacidos. El eje de
abscisas representa el nimero de residuo aminoacidico de los péptidos. La linea horizontal de ordenada 0 es
la linea divisoria de las regiones hidrofoba (superior) e hidréfila (inferior).
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Los IFs actiian a concentraciones nanomolares, a excepcion de EntF, activo a concentraciones
femtomolares. Esta mayor actividad especifica de EntF podria ser reflejo de la menor produccion
del factor de induccion de E. faecium CTC492 (Nilsen et al., 1998) en comparacion con otros
operones regulados, en los que la produccion del IF y de la bacteriocina es comparable.

Los genes que forman parte de los sistemas de regulacion de las bacteriocinas de la clase II
estan organizados en un operdén compuesto por los genes del IF y de las proteinas HPK y RR
(seccion 11.2.4.4). Dado que los IF se producen como prepropéptidos con una secuencia lider del
tipo doble glicina en su extension N-terminal, no es extrafio que en algunos casos se haya observado
que los genes de IF, HPK y RR se cotranscriben con los de las proteinas transportadoras del tipo
ABC vy accesorias encargadas del procesamiento y transporte de las bacteriocinas al medio
exocelular (Axelsson y Holck, 1995; Franke, 1998; Hiihne et al., 1996; Brurberg et al., 1997;
Quadri et al., 1997). Estas proteinas serian, por tanto, esenciales para la activaciéon y la
externalizacion del IF (Nes y Eijsink, 1999). El efecto del IF consiste en la induccion de la
expresion de todos los genes necesarios para la biosintesis de las bacteriocinas, incluyendo el propio
IF (autoinduccion) (Nes y Eijsink, 1999).

En la Fig. 3.13 se muestra la secuencia nucleotidica del operén de la enterocina A de E.
faecium P21 y E. faecium CTC492, y en la Fig.3.14, la organizaciéon genética de dicho operdn en E.
faecium P21, E. faecium DPC1146 y E. faecium CTC492. La localizacion de los genes que
codifican el factor de induccion (entF) es similar en E. faecium P21 y E. faecium DPC1146, ya que
¢éstos se encuentran a una distancia de 104 y 93 pb, respectivamente, por detrds de entid; sin
embargo, Nilsen et al. (1998) determinaron que, en E. faecium CTCA492, entA y entF estan
separados aproximadamente por 1,6 kb, lo que implica la existencia de una amplia region
intergénica entre el final de enti4 y el comienzo de entF en dicha cepa. El andlisis comparativo de
la secuencia de dicha region intergénica en E. faecium P21 y E. faecium CTC492 reveld que tan
solo las primeras 41 pb de E. faecium P21 eran idénticas a las de la secuencia de 94 pb adyacente a
entid de E. faecium CTC492 (Aymerich et al., 1996), observandose en ambas cepas la presencia de
secuencias repetidas directas (SRD) de 10 pb, denominadas SRDi (secuencia repetida directa
izquierda) y SRDd (secuencia repetida directa derecha). La SRDi y SRDd, situadas al final de enti4
y en la regién intergénica, respectivamente, se encuentran separadas por 25 pb y poseen las
secuencias TCTCAATTTT y TCTCAAAATT, respectivamente (Figs. 3.13 y 3.14). La presencia de
SRD de alrededor de 10 pb con una separacion aproximada de 2 vueltas de hélice del DNA (“cajas
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(A)

(B)

(©)

1
61

SRDd
TGATACTTATAATATTAAATATGTCTCAAAATTTTTTGATTAGAAAAATAGGTATATTGA
ATCAATGACATAAAAGTATTTATAGTTTGTGAGGGGGAATCGTAATGGAA 110 -35

~10 Srpa1 S-D-

SRIi

1 TGATACTTATAATATTAAATATGTCTCAAAATTTTTTGATTTATTATTTGTCAAATTAAG
61 CGAGACAAAACTTTCATTTACGTAACTCAAAAAA 94

1 ATAACCATTTGGTTTTTCGTTTTCCCTGCTCGGTAAATGTAAAACATGAATTCTCCCGTC

61

121

181

241

301

361

421

481

541

I VM QNZKTI KGARYTILYTFMFETGT
TTAAACCGGCGATAGAGGTAACTTACTGAACAAGAGAAGGTTCGTTCTGCACGGCCAATA
K FRRYLYSVSCSFTR REA ARG G.I
ATGACGTCTGGGGTCCAACCTTCAGTTGATCTTTTTTCAAGTATTCTTTTTTCCTCAGCA
Il VDPTWGETSRIKETLTIRTEKETEA
GGAAAAATGATTTCGGTTCTCCCACAACGTCGCTTATTTTCTTTGTATTGTTCAAAGTAT
PF 1 1 ETRGT CRRIKNETKYOQEFY
TCAAGTGCTGTTCCACCACATTTGAGAAAGTTATAGACATTGTAAATTGTTTGGCGTCCA
ELATGGT CKTLTFNYVNYTITQRSG
CGTTTAAGCTGCTTCGCAACGATAGCAACCGGAGATCTTCTTGATGAAAATATGCTTCTA
R KLQKAVIAVPSRRSSTFTI SR
TCATTACAAGGTCGTTTGGTGTAAGATGGGATATAAGTCATTTATGTTCACTCTCCTTGT
D NCPRIKTYSPI1YTMoOrf3 SRId
ATGCTTTAGCGGAGTATATACAATTTGAGTGTAACATAAATGGCTTTTTTATTTGTCTCG
SRDA2 SRDi2

CTTAATTATACAAACGGCGATTAGAAAAATAGGTATATTGAATCAGTGACATAAAAGTAT
-35

TTATAGTTTGTAGGGGGAATCGTAATGGAAGAAAAAAATAGACTAAATGCTAAACAATGT
-10 S.D.

600

Fig. 3.13. Andlisis de la secuencia nucleotidica de las regiones intergenicas entiA-entF de

E. faecium P21 (A) y E. faecium CTC492 (B y C). La secuencia de 110 pb de E. faecium P21 (A) comienza
en el nuclettido situado a continuacion del codon de terminacion de la traduccion (TAA) de entiA. La secuencia de 94
pb (B) se obtuvo de Aymerich et al. (1996) y comienza en el mismo punto que la anterior. La secuencia de 600 pb (C)
se obtuvo de Nilsen et al. (1998) y comienza en un punto no determinado de la regién intergénica entiA-entF de E.
faecium CTC492. En color azul, se muestra la secuencia tetramérica GATT que flanquea la IS de E. faecium CTC492.
En color rojo y subrayadas se encuentran las secuencias repetidas inversas (SRIi y SRId) de la IS de E. faecium
CTC492. La secuencia aminoacidica codificada por orf3 se muestra bajo la correspondiente secuencia nucleotidica. El
codon de iniciacion de la traduccion (ATG) del factor de induccién EntF aparece en color verde, y las regiones =35y —
10 de su hipotético promotor y la region Shine-Dalgarno (S.D.) aparecen subrayadas. El codigo genético y las
abreviaturas de los aminoacidos se muestran en el Apéndice 2.
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reguladoras™) es una caracteristica de los promotores regulados (Diep et al., 1996; Eijsink et al., 1996;
Nes et al., 1996) y, recientemente, se ha demostrado que representan los sitios de union de los dimeros
de las proteinas reguladoras de respuesta activadas (Riseen et al., 1998). Nilsen et al. (1998) indicaron
que las diferencias existentes entre los promotores de entd y entF podrian permitir la expresion
diferencial de dichos genes cuando ambos son inducidos por el mismo IF.

La secuencia tetramérica GATT situada entre los nucle6tidos 38 y 41 por detras de entid sefiala el
punto a partir del cual las secuencias de E. faecium P21 y E. faecium CTC492 divergen. De manera
analoga, O'Keeffe et al. (1999) obtuvieron una secuencia de 10.879 pb a partir del cromosoma de E.
faecium DPC1146 que divergia de la de E. faecium CTC492 en un punto situado 41 pb por detras del
codon de terminacion de la traduccion de entid. Cuando estos autores analizaron el punto de insercion
del transposén Tn9/6 en mutantes de E. faecium DPC1146 deficientes en la produccion de enterocina
A, observaron que coincidia con el punto en el que la secuencia de E. faecium CTC492 divergia de la
de E. faecium DPC1146, concretamente, detras de los nucledtidos GATT.

Dado que en E. faecium CTC492 existe una copia de GATT a la altura del nucleétido 499 de la
secuencia publicada por Nilsen ef al. (1998), la amplia region intergénica entid-entF de esta cepa esté
flanqueada por el tetraimero GATT. El anélisis de la secuencia de 498 pb situados por delante de la
segunda secuencia tetramérica GATT en E. faecium CTC 492 mostré la existencia de un ORF
incompleto (provisionalmente designado orf3) de polaridad opuesta a entF’ que codifica una proteina
de 134 aminoéacidos (Fig.3.13). La comparacion de esta secuencia con la de otras proteinas de las bases
de datos mostr6é una identidad del 56% con la transposasa de la secuencia de inserciéon IS7/252 del
plasmido pHKK701 de E. faecalis R7 (Heaton et al.,1996), del 50% con la transposasa de la IS
enterococal IS6770 (Thorisdottir ef al., 1994), y del 44% con la transposasa de la IS/062 del plasmido
pPD1 de E. faecalis (Hirt et al., 1996) y con una transposasa de Lb. fermentum localizada en un
plasmido que le confiere resistencia a eritromicina (Fons et al., 1997).

Estos resultados sugieren que en el operén de la enterocina A de E. faecium CTC492 se ha
introducido una secuencia de insercion (IS, del inglés Insertion Sequence) entre entiA y entF. Dicha IS
contiene el gen que codifica la transposasa (orf3) flanqueado por dos secuencias repetidas inversas
(SRI) de 23 pb, denominadas SRIi (izquierda) (TTTGTCAAATTAAGCGAGACAAA) y SRId
(derecha) (AAACATATTAATTCGCTCTGTTT). La SRId aparece parcialmente solapada con la
SRDd2 que forma parte del segundo juego de SRD detectadas en E. faecium CTC492. (Figs. 3.13,
3.14). De manera analoga, se observo la existencia de una IS entre el gen que codifica la proteina de
inmunidad de la sakacina A y su hipotético factor de inducciéon (ORF4) en Lb. sakei Lb706 (Axelsson
y Holck, 1995).
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La integracion de la IS en el cromosoma de E. faecium CTC492 origind la duplicacion de la
secuencia tetramérica GATT que aparece en sus extremos. La generacion de repeticiones directas
cortas (2-13 pb) es una caracteristica de las IS y se debe presumiblemente al corte “escalonado” del
DNA diana durante la insercion. Dado que no se dispone de la secuencia nucleotidica completa de
la IS de E. faecium CTC492, tan solo fue posible determinar la secuencia aminoacidica parcial de la
transposasa. A pesar de ello, de acuerdo con la organizacion general observada en las ISs o
transposones simples, es posible hipotetizar que delante de orf3, y con la misma polaridad que éste,
se encuentre el gen que codifica la integrasa de la IS.

La IS6770, que presenta una homologia del 50% con la de E. faecium CTC492, esta
ampliamente distribuida dentro del género Enterococcus (Thorisdottir et al., 1994). Dicha IS se
inserta preferentemente en el cromosoma y parece no necesitar para ello secuencias especificas (hot
spots). No obstante, la especificidad de insercion puede resultar no sélo del reconocimiento de
secuencias especificas, sino también de rasgos estructurales o funcionales del DNA o de una
combinacion de estos factores (Galas y Chandler, 1989). De hecho, IS/, una secuencia de insercion
de E. coli, que constituye la IS de menor tamafio conocido (784 bp), presenta cierta preferencia por
regiones ricas en A+T (Galas y Chandler, 1989), lo que también se ha observado en IS/5/5 de
Streptococcus pneumoniae (Munoz et al., 1998). En este contexto, la IS de E. faecium CTC492 se
encuentra flanqueada en su extremo izquierdo por la secuencia AAAATTTTTTGATT, y en su
extremo derecho por GATTAGAAAAATA, es decir, por secuencias ricas en A+T.

Entre los efectos atribuibles a las ISs, en algunos casos se ha descrito una activacion de la
transcripcion de los genes contiguos a ésta, bien porque la propia IS contenga regiones promotoras
de la transcripcion, o bien, porque se forme un promotor hibrido como consecuencia de la insercion
(Galas y Chandler, 1989; Skaugen y Nes, 1994). Aunque éste no parece ser el caso de entF, cuyas
regiones —35 y —10 del hipotético promotor son externas a la IS, es interesante destacar que las
secuencias repetidas directas de 9 nucledtidos, SRDi2 (ATAAATGGC) y SRDd2 (ACAAACGCC),
se encuentran en el interior de dicha secuencia. A este respecto, la presencia de la transposasa
podria explicar las diferencias observadas en la produccion de bacteriocinas en ambas cepas.

Los elementos transponibles o transposones fueron descritos por primera vez por Barbara
McClintock en el genoma del maiz en los afios cincuenta. Atn en la actualidad no se conoce con
precision la funcidon que desempefian y permanece sin resolver la cuestion de si, desde el punto de
vista de la seleccion, tienen un papel neutro o negativo ([...] Aunque los transposones pueden influir
en la evolucion, su papel principal es copiarse a si mismos, frecuentemente a expensas de los genes

que inactivan. Son, por tanto, genuinamente egoistas”, Cookson, 1996) o bien, si confieren alguna
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ventaja selectiva o adaptativa al hospedador. A este respecto, aunque los genes que proporcionan
resistencia a antibioticos, frecuentemente encontrados en los transposones compuestos, confieren
una ventaja selectiva considerable a las cepas que los poseen en presencia del antibiotico, es dificil
establecer si dichas condiciones selectivas ocurren en poblaciones naturales (Galas y Chandler,
1989).

La secuencia localizada detrads de GATT es idéntica en E. faecium P21 y E. faecium CTC492 y
contiene el gen que codifica EntF. A pesar de que no se dispone de la secuencia nucleotidica situada
detrés de dicho gen en E. faecium P21 ni en E. faecium CTC492, es posible especular, de acuerdo
con la organizacion genética general de los operones de las bacteriocinas cuya produccion esta
regulada, que detras de entF se encuentran los genes de las proteinas HPK y RR, como se ha
demostrado recientemente en E. faecium DPC1146 (O"Keefee et al., 1999). A pesar de que no se
han realizado experimentos concluyentes en este sentido, los resultados de este trabajo sugieren
que, a diferencia de lo que sucede en E. faecium CTC492 y E. faecium DPC1146, la produccion de
enterocina A en E. faecium P21 no se encuentra bajo el efecto de mecanismos reguladores. No
obstante, no es posible descartar que en dicha cepa la produccion esté bajo el control de
mecanismos de autoinduccion totalmente funcionales y, por tanto, no detectables bajo las
condiciones de laboratorio (Eijsink ef al., 1996). Callewaert et al. (1999) sefialaron la posibilidad de
que el factor de inducciéon sea capaz de adherirse fuertemente a las células, lo que produciria un
estado de produccion continuamente activado y explicaria la produccion aparentemente constitutiva
en cepas en las que se han detectado sistemas reguladores de tres componentes (Axelsson y Holck,
1995).

Como se sefialo en la introduccion (seccion 11.2.4.4.1.), se han propuesto dos mecanismos de
actuacion para los sistemas de regulacion de tres componentes basados en: (i) la monitorizacion de
la densidad celular mediante el IF producido de forma constitutiva y (ii) la accion de determinados
factores ambientales no identificados que actuarian activando la transcripcion del IF (Nes y Eijsink,
1999). Nilsen et al. (1998) proponen un mecanismo mixto, por el que la accién de determinados
factores ambientales, como el pH, la concentracion de NaCl o etanol, podria disminuir la eficacia de
la interaccion entre el IF y los componentes encargados de la monitorizacion de la densidad celular
(proteinas HK y RR). Otros investigadores han observado la estimulacion de la produccion por
factores externos tales como mitomicina C (Rammelsberg et al., 1990; Frémaux et al., 1993) o por
proteinas heter6logas (Barefoot et al., 1994). El significado de la existencia de mecanismos de
regulacion en la produccion de algunas bacteriocinas no es evidente, pero podria interpretarse que la

capacidad de expresar dicho fenotipo en funcion del estado de ciertos factores del medio y de una

Carmen Herranz Sorribes 138



1II. Discusion

manera sincronizada en todos los individuos de una poblacion podria estar favorecida por la
seleccion natural (Nes y Eijsink, 1999; Skaugen et al., 2000).

En lo que se refiere al analisis del operdn de la enterocina B en E. faecium P21, los esfuerzos
de secuenciacion se concentraron en la region localizada delante del gen estructural de la enterocina
B (entB), ya que Casaus (1998) observo la presencia de un terminador simple (r#o-independiente)
de la transcripcion situado 4 pb por detras del codon de terminacion de la preenterocina B de E.
faecium T136. Dicha region nucleotidica esta constituida por dos secuencias repetidas inversas ricas
en A+T (GAAGAGAAAAAACTC y GAGTTTTTTCTCTTC) separadas por 5 pb y seguidas de
una cola de timinas (TTTTTT). El mRNA transcrito a partir de esta secuencia adoptaria una
estructura secundaria en forma de horquilla que podria actuar como un terminador simple o rho-
independiente de la transcripcion (Leon y Garcia, 1992). No obstante, desafortunadamente no se
obtuvieron productos de PCR que proporcionaran informaciéon acerca de la secuencia localizada
delante de entB en E. faecium P21.

Recientemente, Franz et al. (1999) han determinado la organizacion de los determinantes
genéticos para la produccion de la enterocina B en E. faecium BFE 900. Los autores secuenciaron
un fragmento de DNA cromosémico de aproximadamente 2,2 kb que contenia ocho ORFs, dos de
ellos orientados en la direccion 5'a 3'(orfl y entB) y seis en la direccion opuesta (orf2 a orf6, y
eniB). El ORF eniB, localizado en posicion adyacente a entB, aunque en orientacién opuesta,
constituye el gen que codifica la proteina de inmunidad de la enterocina B. Por otra parte, el
producto de orf6, localizado detrds de eniB y en la misma orientacion que éste, es un péptido
pequeio (21 aminoacidos) y con un lider del tipo glicina, que podria actuar como IF. No obstante, a
pesar de la presencia del hipotético gen del IF y de secuencias conservadas similares a las cajas
reguladoras descritas por Diep et al., (1996) localizadas delante del mismo, la produccioén de
enterocina B en E. faecium BFE 900 es constitutiva (Franz et al., 1999), lo que difiere de la
produccion regulada descrita en E. faecium CTC492 (Nilsen et al., 1998). Una posible explicacion a
esta observacion es que la produccion de enterocina B en E. faecium BFE 900 estuviera regulada
anteriormente y que, durante el curso de la evolucion, la produccion se haya transformado en
constitutiva (Franz et al., 1999).

En definitiva, la organizacion genética de los operones para la produccion de enterocina B es
atipica, puesto que, en la mayoria de las bacteriocinas de la clase II, el gen de la inmunidad se
localiza inmediatamente detras del gen estructural y en el mismo operon que éste (Aymerich et al.,

1996; Nes et al., 1996; Ennahar et al., 2000; Skaugen et al., 2000). Esta organizacion estd muy
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conservada en las bacteriocinas de la clase II, siendo las unicas excepciones conocidas la divercina

V41 (Metivier et al., 1998) y la carnobacteriocina A (Worobo ef al., 1994).

111.4.3.3. Bisqueda de genes que codifiquen bacteriocinas del tipo pediocina distintas de las

enterocinas Py A

Las experiencias bioquimicas y genéticas realizadas en este trabajo demuestran
inequivocamente que E. faecium AA13 y E. faecium G16 producen la enterocina P, y que E.
faecium P21 produce las enterocinas A y B, y, ademas, confirman la gran utilidad de las pruebas de
actividad antimicrobiana cruzada e inmunidad y de la técnica de PCR en la determinacién de la
presencia de bacteriocinas previamente descritas en las cepas en estudio.

No obstante, como se discutié en la seccion I11.4.4, existia la posibilidad de que estas cepas
produjeran bacteriocinas adicionales a las descritas. Con el objetivo de detectar las hipotéticas
bacteriocinas de la clase Ila diferentes de la enterocina P en E. faecium AA13 y E. faecium G16,y
de la enterocina A en E. faecium P21 se empleo la técnica de PCR hemiespecifico con el cebador
degenerado CHI1, que contiene la secuencia nucleotidica que codifica la secuencia aminoacidica
YGNGVY. No obstante, no fue posible obtener una secuencia nucleotidica a partir de estos
productos. La explicacion de este hecho podria ser que la concentracion de DNA en el producto de
PCR purificado fue muy baja, posiblemente como consecuencia de que el cebador degenerado
hibridara con multiples zonas del DNA y originara varios productos en lugar de proporcionar uno
mayoritario. Asimismo, es posible que se tratase de falsos positivos no reconocidos por el cebador
durante la reaccion de secuenciacion.

A pesar de que las bacteriocinas identificadas en este trabajo resultaron idénticas a otras
previamente descritas, este hallazgo no carece de interés cientifico. En este sentido, la presencia de
genes estructurales idénticos en cepas de diversa procedencia podria indicar un origen filogenético
comun de éstas, que habrian conservado los genes para la produccion de bacteriocinas a lo largo de
su diferenciacion. El hecho de que estos genes estén muy conservados sugiere que podrian conferir
una ventaja evolutiva a las cepas productoras (Aymerich et al., 2000a). En este contexto, la
produccion de bacteriocinas idénticas por cepas distintas es un hecho frecuente. Asi por ejemplo, la
produccion de lactocina S se ha descrito en Lb. sakei 148 (Sobrino et al., 1992; Rodriguez et al.,
1995a; Cintas et al., 1998a), Lb. sakei L45 (Mortvedt ef al., 1991) y Lb. sakei V18 (Cintas, 1995); la
nisina A se ha detectado en diversas cepas de L. lactis obtenidas de productos lacteos (Hurst et al.,

1981), carnicos (Cintas, 1995; Cintas et al., 1995; Rodriguez et al., 1995b) y vegetales (Harris et
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al., 1992); la enterocina I, producida por E. faecium 6T1a (Floriano et al., 1998) es idéntica a la
enterocina L50A producida por E. faecium L50 (Cintas et al., 1998b); la sakacina K producida por
Lb. sakei CTC494 (Aymerich et al., 2000a) es idéntica a la sakacina A de Lb. sakei Lb706 (Holck et
al., 1992); la plantaricina D de Lb plantarum CTC305 (Aymerich et al., 2000a) es idéntica a la
plantaricina A producida por Lb. plantarum C11 (Nissen-Meyer et al., 1992b). En cuanto a las
enterocinas identificadas en este trabajo, la enterocina A se detectd originalmente en E. faecium
CTC492 (Aymerich, 1996) y, posteriormente, en E. faecium T136 (Casaus et al., 1997; Casaus,
1998) y E. faecium DPC1146 (O'Keeffe et al., 1999), donde fue descrita inicialmente como
enterocina 1146 (Parente y Hill, 1992a). Casaus (1998) describié una bacteriocina diferente de la
enterocina A en E. faecium T136, a la que denomin6 enterocina B, cuya presencia se detecto
posteriormente en E. faecium CTCA492; asimismo, Franz et al. (1999) identificaron el gen
estructural de la enterocina B en E. faecium BFE900.

También se ha descrito la produccion de bacteriocinas idénticas por microorganismos de
especies distintas, como la sakacina A (Axelsson et al., 1993) y la curvacina A (Tichaczek et al.,
1993), producidas por Lb sakei y Lb. curvatus, respectivamente, y la sakacina P (Tichaczek et al.,
1992) y la bavaricina A (Larsen et al., 1993) producidas por Lb. sakei y Lb. bavaricus,
respectivamente. Finalmente, la produccion de pediocina PA-1 se ha detectado en diversas cepas de
P. acidilactici de origen carnico (Moreira, 1993; Cintas, 1995; Rodriguez et al., 1997; Cintas et al.,
1998a), en P. parvulus aislado de productos vegetales (Bennik et al., 1997a) y en Lb. plantarum
WHED9?2 aislado de queso (Ennahar et al., 1996).
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1V. Introduccion

IV.1. INTRODUCCION

El empleo de las bacteriocinas de las

bacterias  lacticas como  bioconservantes
alimentarios representa una alternativa atractiva
al uso de los conservantes tradicionales. Sin
embargo, la aplicacién comercial efectiva de las
bacteriocinas en la industria alimentaria requiere
el desarrollo de un proceso de produccion a gran

escala que proporcione rendimientos

econdmicamente rentables y, eventualmente, un

suministro regular para el mercado (Barcena et

al., 1998). Ademas, la optimizacion del proceso

productivo de estos péptidos facilitaria la realizacion de estudios fisico-quimicos, tales como la
determinacion de su mecanismo de accion molecular (Mortvedt-Abildgaard ef al., 1995; Barcena et
al., 1998).

La optimizacion de la produccion de las bacteriocinas se basa en la modificacion de las
condiciones ambientales de crecimiento del microorganismo productor. La eleccion del medio de
cultivo, de la temperatura y tiempo de incubacion, y, particularmente, del pH, influyen
considerablemente en la produccion de las bacteriocinas de las bacterias lacticas (Yang y Ray,
1994; Mertvedt-Abildgaard et al., 1995). En este sentido, se ha observado que la produccion de
bacteriocinas aumenta cuando las fermentaciones se realizan en un fermentador bajo condiciones de
pH controlado, lo que, debido al cardcter de metabolito primario que tienen la mayoria de las
bacteriocinas de las bacterias lacticas, se ha correlacionado con la mayor densidad celular obtenida
en dichas condiciones (Yang y Ray, 1994). No obstante, a pesar de que las condiciones
medioambientales tienen una gran influencia en el crecimiento del microorganismo productor y en
la produccidén de bacteriocinas, la relacion existente entre ambos pardmetros no se conoce con
precision (Parente ef al., 1994; De Vuyst et al., 1996; Krier et al., 1998) y las condiciones Optimas
de produccion varian en funcion de la bacteriocina producida, e incluso, de la cepa productora.

El trabajo experimental descrito en el presente capitulo tuvo como objetivos la identificacion
del pH optimo para el crecimiento de E. faecium P13 y su produccion de enterocina P, la
determinacion de la cinética de produccion e inactivacion de la bacteriocina y la evaluacion de

hipotesis que podrian explicar las diferencias observadas en dichos pardmetros en funcion de las
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condiciones ambientales de crecimiento del microorganismo productor. Asimismo, se determino el

efecto del NaCl, del etanol y del medio BHI en el crecimiento de E. faecium P13 y en la produccion

de enterocina P.
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IV.2. MATERIAL Y METODOS

IV.2.1. INFLUENCIA DEL pH INICIAL DEL CALDO MRS EN EL. CRECIMIENTO DE E. faecium
P13 Y EN LA PRODUCCION/DETECCION DE ENTEROCINA P

Para determinar la influencia del pH inicial del caldo MRS (Oxoid) en el crecimiento y la
produccion/deteccion de la enterocina P de E. faecium P13 se prepararon tubos de 10 ml de dicho
caldo y se ajusto su pH a 4,0; 4,3; 4,7; 5,3; 5,7; 6,0; 6,5; 7,0 y 8,0 con HCI 0 NaOH concentrados.

El inéculo del microorganismo productor se prepard cultivando un volumen correspondiente a
un asa de siembra de E. faecium P13 en 10 ml de caldo MRS a 32°C durante 16 h. El indéculo
procedia de un lote de cultivos en caldo MRS con 15% de glicerol conservados a —20°C;
posteriormente, E. faecium P13 se subcultivo (0,1%, v/v) en el mismo medio y bajo idénticas
condiciones de incubacién. A continuacion, se inocularon (5 x 10’ ufc/ml) por duplicado los tubos
de caldo MRS con el pH inicial ajustado a los distintos valores, asi como dos tubos de MRS cuyo
pH no se habia ajustado (denominados “tubos control”, pH inicial ~6,2) y se incubaron a 32°C.

A intervalos variables, se tomaron muestras de 300 ul de cada uno de los cultivos y se
determind su densidad optica a 620 nm (DOgy0) en un espectrofotdmetro; asimismo, se obtuvieron
los correspondientes sobrenadantes (seccion II1.2.2.1) para determinar su actividad antimicrobiana
mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion 111.2.4.4) empleando como microorganismo
indicador E. faecium T136. En todos los ensayos de actividad antimicrobiana se emple6 como

control interno un sobrenadante de E. faecium P13 con una actividad conocida (450 UB/ml)

IV.2.2. INFLUENCIA DEL NaCl Y DEL ETANOL EN EL. CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y EN
LA PRODUCCION/DETECCION DE ENTEROCINA P

Para determinar la influencia del NaCl y del etanol en el crecimiento de E. faecium P13 y en la
produccion/deteccion de enterocina P se prepararon tubos de 10 ml de caldo MRS con NaCl al 0,5;
0,75; 1; 3; 5; 8 y 10% (p/v) o con etanol al 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 6 y 7% (v/v). Para cada concentracion
de NaCl y etanol se sembraron dos tubos con un in6culo del 0,5%, preparado como se ha descrito
en la seccion anterior, y se incubaron a 32°C. Asimismo, se inocularon dos tubos de MRS sin NaCl
ni etanol (“tubos control”). A intervalos variables, se tomaron muestras de 300 pl y se procedio a

determinar por duplicado su DOgyo en un espectrofotometro y la actividad antimicrobiana de sus
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sobrenadantes mediante un ensayo en placas microtituladoras. Finalmente, se calcul6 la velocidad
especifica de crecimiento maxima (Umsx) de los cultivos. La p se define como el aumento de la
concentracion celular (x) por unidad de tiempo (¢) y por cé€lula, lo que, matematicamente, se expresa

mediante la siguiente ecuacion diferencial:

dx(?)
dt
x (2)

()= (1)

Mediante un calculo simple, la ecuacion (1) se transforma en:

d(l
e (Cllltx(t)) @)

La ecuacion (2) permite calcular p como la pendiente de una curva de crecimiento en la que se
representa el In x(¢#) en funcion del tiempo. Durante la fase exponencial de crecimiento, p es

maxima y constante y se denomina pymsx.
1V.2.3. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium P13

La optimizacién de la produccion de la enterocina P de E. faecium P13 se realizé en un tanque
reactor de 3 1 de capacidad integrado en un fermentador de mesa modelo Biostat B (B. Braun
Biotech International GmbH, Melsungen, Alemania). El tanque reactor con 2 1 de caldo MRS con el
pH ajustado a 4,7; 5,0; 5,3; 5,7; 6,0; 6,2; 7,0 y 8,5 con HCl o NaOH concentrados, y sus accesorios
(sonda de temperatura, sonda de pH, sonda de O, y botellas de adiciéon de H;PO4, NaOH y glucosa)
se esterilizaron en un autoclave a 121°C durante 40 min. Una vez atemperado el sistema, el tanque
reactor se inoculd con aproximadamente 5 x 10° ufc/ml de un cultivo de E. faecium P13 preparado
segun lo descrito en la seccion IV.2.1. El pH inicial del medio de cultivo se mantuvo constante (+
0,05) durante el proceso de fermentacion mediante la adicion automatica de NaOH 12N con una
bomba peristaltica.

Dado que E. faecium P13 posee un metabolismo homofermentativo, su consumo de glucosa se
puede calcular a partir del consumo de NaOH considerando que la fermentacion de 1 mol de

glucosa (180 g) produce 2 moles de 4cido lactico (90 g/mol), para cuya neutralizacién son

Carmen Herranz Sorribes 148



1V. Material y Métodos

necesarios 2 moles de NaOH (40 g/mol), lo que representa un consumo de 36,5 ml de NaOH 12N.
Para impedir que la falta de glucosa pudiera ser el factor limitante en el crecimiento y/o en la
produccion de enterocina P por E. faecium P13, se afiadieron al cultivo 60 g adicionales de este
monosacarido (150 ml de una solucidon de glucosa al 40% esterilizada con filtros de 0,22 pum de
diametro de poro) antes de que se produjera el consumo total de la glucosa presente inicialmente en
el medio (40 g).

Todas las fermentaciones se realizaron a una temperatura de 32 = 0,1°C y con agitacion
moderada (50 rpm) para asegurar la homogeneidad del caldo de cultivo. El cultivo se mantuvo en
condiciones de anaerobiosis mediante la adicion automatizada intermitente de gas N, esterilizado
por filtros de aire de 0,22 um de diametro de poro (Whatman, Arbor Technologies, Inc., Ann Arbor,
EE.UU.). A intervalos variables, se registr6 el consumo de NaOH de los cultivos para calcular su
consumo de glucosa y se tomaron muestras para determinar por duplicado su DOgyy en un
espectrofotometro, asi como la actividad antimicrobiana de sus sobrenadantes mediante un ensayo
en placas microtituladoras (seccion II1.2.2.1). Finalmente, se representaron la DOgy, la actividad

antimicrobiana y el consumo de glucosa de los cultivos en funcion del tiempo.

1V.2.3.1. Modelado del crecimiento de E. faecium P13

La pmsx de los cultivos se obtuvo ajustando los datos experimentales de crecimiento al modelo
de Baranyi y Roberts (1994), que expresa el crecimiento celular de un cultivo en el tiempo con la
siguiente ecuacion diferencial:

e OUt) L i U(X) (0 <t <0; 0<x) (3)

x dt max b
donde x (2) representa la concentracion celular de una poblacidn bacteriana en el tiempo ¢, fimsx €s la
tasa especifica de crecimiento maxima, o () es una funciéon de “ajuste” que afecta al curso del
crecimiento antes de la fase exponencial y describe la adaptacion del cultivo al nuevo ambiente, y

u(x) es una funcion de “inhibicidon” que proporciona la transicion de la curva de crecimiento hacia la

fase estacionaria.
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1V.2.3.2. Modelado de la produccion e inactivacion de la enterocina P

Con el objeto de comparar y modelar los resultados de actividad antimicrobiana obtenidos a
diferentes valores de pH, se puede emplear una regresion lineal en la que la produccion e
inactivacion de la bacteriocina se expresan mediante las siguientes ecuaciones diferenciales

(Lejeune et al., 1998):

dB dx . ,
= , siX<X 4
d—B =k’'B 1X>X"’ 5
P , S1X> (%)

donde B es la produccién de bacteriocina (UB/ml), &, es la tasa especifica de produccion de
bacteriocina (UB/ml-g), k'es la tasa especifica de degradacion de la bacteriocina, X es la
concentracion celular (g/l) y X* es la concentracién celular a la que cesa la produccion de
bacteriocina. Dado que en el presente trabajo la DOgyg se utilizé6 como una medida indirecta de la
concentracion celular, se calcularon unos coeficientes k, y k'modificados para comparar la

produccion e inactivacion de la bacteriocina a los diferentes valores de pH ensayados.

IV.2.4. ADSORCION DE LA ENTEROCINA P A LAS CELULAS DE E. faecium P13 Y
EXTRACCION DE LA ENTEROCINA P ADSORBIDA

IV.2.4.1. Adsorcion de la enterocina P a las células productoras a distintos valores de pH

La determinacion de la influencia del pH en la adsorcion de la enterocina P a las células del
microorganismo productor se realiz6 empleando una modificacion del método descrito por Yang et
al. (1992). Las células de un cultivo de E. faecium P13 obtenido en las condiciones descritas en la
seccion IV.2.1. se lavaron dos veces con tampoén fosfato sodico (NaP) SmM (pH 6,2) y se
resuspendieron en 200 pl del mismo tampdn NaP con el pH ajustado a 2,0; 4,0; 4,7; 5,0; 5,3; 5,7;
6,0; 6,2; 6,5; 7,0 u 8,5. Paralelamente, se liofilizaron 60 ml de un sobrenadante de E. faecium P13y,
posteriormente, se resuspendieron sus extractos en 3 ml de tampon NaP (pH 6,2), obteniéndose un
sobrenadante concentrado 20 veces. A continuacion, se afiadieron 75 pl del sobrenadante
concentrado a una suspension de 75 ul de células en 1.350 pl de tampon NaP al mismo pH que las

células. Asimismo, se prepararon controles de dos tipos. El control I consistié en las células

Carmen Herranz Sorribes 150



1V. Material y Métodos

resuspendidas en 75 pl de MRS en lugar de sobrenadante y el control II se preparé con 75 ul de
sobrenadante y 1.425 pl de tampon.

Las suspensiones de células y enterocina P en el tampdn NaP con el pH ajustado a los distintos
valores, asi como los controles I y II, se incubaron a 4°C durante 1 hora. Finalizada la incubacion,
las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm y 4°C durante 5 min y se obtuvieron los sobrenadantes
de las distintas suspensiones celulares y de los controles, cuya actividad antimicrobiana se

determind mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion 111.2.4.4).

1V.2.4.2. Extraccion de la enterocina P de las células productoras

La extraccion de la bacteriocina adsorbida a las células del microorganismo productor se
realiz6 mediante una modificacion del método de Yang et al. (1992). Las células de 2 ml de un
cultivo de E. faecium P13 en un fermentador a pH constante 8,5 se obtuvieron por centrifugacion y
se trataron a 100°C durante 5 min. A continuacidn, éstas se lavaron con tampon NaP (pH 6,5) v,
seguidamente, se resuspendieron en una solucion de NaCl 100mM (pH 2,0). Finalmente, las
suspensiones se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C durante 30 min y se recogié el sobrenadante de
las células para determinar su actividad antimicrobiana mediante un ensayo en placas

microtituladoras.

IV.2.5. INFLUENCIA DEL pH EN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA ENTEROCINA P

Para determinar la influencia del pH en la actividad antimicrobiana de la enterocina P, se
resuspendieron alicuotas liofilizadas de sobrenadantes de E. faecium P13, obtenidos en las
condiciones descritas en la seccion IV.2.1, en caldo MRS con el pH ajustado a 4,7; 5,0; 5,3; 5,7;
6,0; 6,2; 7,0 y 8,5. Los sobrenadantes se incubaron a 4°C durante 24 h y, a continuacion, se
determin6 su actividad antimicrobiana mediante un ensayo en placas microtituladoras (seccion
[11.2.2.1) empleando como controles negativos de actividad alicuotas de caldo MRS con el pH

ajustado a los mismos valores que los sobrenadantes.
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IV.2.6. EFECTO COMBINADO DEL pH Y DE LOS COMPUESTOS ORIGINADOS DURANTE EL
CRECIMIENTO DE E. faecium P13 EN MRS EN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
ENTEROCINA P

El efecto combinado del pH y de los metabolitos producidos durante el crecimiento de F.
faecium P13 en MRS en la inactivaciéon de la actividad antimicrobiana de la enterocina P se
determind empleando sobrenadantes de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a
32°C durante 16 h (seccion II1.2.2.1). Estos sobrenadantes se concentraron 20 veces mediante
liofilizacién y se diluyeron en el sobrenadante de un cultivo de E. faecium P13 en fase estacionaria
avanzada (24 h), ajustindose su pH final a 4,7; 5,3; 6,0; 7,0 y 8,5. Asimismo, se prepararon
controles de dos tipos. El control tipo I se prepar6 diluyendo el sobrenadante de E. faecium P13 (16
h) en un sobrenadante de E. faecium P13 (24 h) sometido a un tratamiento térmico de 100°C durante
30 min. El objetivo del tratamiento térmico fue la inactivacién de compuestos termolébiles, como,
por ejemplo, proteasas secretadas durante el crecimiento del microorganismo productor . El control
tipo II se preparo resuspendiendo el sobrenadante de E. faecium P13 (16 h) en caldo MRS estéril. A
continuacion, el pH de las tres muestras se ajustd paulatinamente a 4,7; 5,3; 6,0; 7,0 y 8,5 con HCl y
NaOH concentrados. Una vez alcanzados cada uno de los valores de pH deseados, se tomaron
alicuotas de las muestras, que se esterilizaron por filtracién y se dividieron en 2 fracciones que se
incubaron a —20 y 32°C durante 16 h. Finalizada la incubacidn, se determind la actividad

antimicrobiana de las muestras mediante un ensayo en placas microtituladoras.

IV.2.7. CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y PRODUCCION/DETECCION DE ENTEROCINA P
EN CALDO BHI SUPLEMENTADO CON SOBRENADANTES ACTIVOS DE E. faecium P13

A partir de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en las condiciones descritas en la seccion
IV.2.1, se inocularon cinco botellas que contenian 50 ml de caldo BHI (pH 7,2) con
aproximadamente 2,5 x 10° ufc/ml. Por otra parte, se obtuvo el sobrenadante de un cultivo de E.
faecium P13 desarrollado en las condiciones citadas y se ajusté su pH a 7,2. A continuacion, a tres
de las botellas se les adicionaron alicuotas de dicho sobrenadante a las concentraciones finales del
0,1; 1 y 5% (v/v). Como controles, se emplearon un cultivo al que se adiciond caldo MRS al 5% en
lugar de sobrenadante y otro al que no se le adiciond sobrenadante ni caldo MRS. A intervalos de 2

h se tomaron muestras de cada uno de los cultivos para determinar su DOgyo en un
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espectrofotometro, su pH y la actividad antimicrobiana de sus sobrenadantes mediante un ensayo en

placas microtituladoras.
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IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. INFLUENCIA DEL pH INICIAL DEL CALDO MRS EN EL CRECIMIENTO DE E. faecium
P13 Y EN LA PRODUCCION/DETECCION DE ENTEROCINA P

La influencia del pH inicial del caldo MRS en el crecimiento de E. faecium P13 y en la
produccidn/deteccién de la enterocina P se determind en un intervalo de pH comprendido entre 4 y
8. A valores de pH inferiores a 4,7 no se detect6 crecimiento de E. faecium P13 durante el curso del
experimento (88 h). A valores de pH de 4,7 y superiores, E. faecium P13 crecié y produjo
enterocina P en cantidades variables en funcién del pH inicial del medio de cultivo. En las Figs. 4.1
y 4.2 se representan la DOgy de los cultivos y la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes en
funcién del tiempo, y en la Fig. 4.3 se comparan las cinéticas de crecimiento de E. faecium P13 y de
produccion de enterocina P a los diferentes valores de pH inicial. EI crecimiento fue mas rapido a
valores de pH cercanos a la neutralidad que a valores de pH &cidos; asi, mientras que a las 14 h no
se detect6 crecimiento en los caldos con pH 4,0 a 5,3, el microorganismo habia comenzado a crecer
en el resto de los valores de pH, detectandose la DOgy mas alta en el caldo de pH 8,0. La DOgy
final del cultivo de pH 4,7 representd aproximadamente el 50% de la DOgyp maxima
(correspondiente a los cultivos de pH inicial 8,0).

En lo que se refiere a la produccidn de enterocina P, la actividad antimicrobiana maxima se
detectd en los sobrenadantes de los cultivos con pH inicial 6,0; 6,5y 7,0 (520, 546, y 540 UB/ml,
respectivamente) a las 20,5; 20 y 14 h, respectivamente. La actividad antimicrobiana méxima
coincidio en todos los casos con el final de la fase exponencial y el principio de la fase estacionaria
de crecimiento de los cultivos. La menor produccion de actividad antimicrobiana se observo en los
sobrenadantes del cultivo de pH inicial 4,7. En cuanto a la actividad antimicrobiana especifica
méaxima (actividad antimicrobiana en UB/ml dividida por la DOgy), ésta correspondi6 a los cultivos
de pH inicial 5,7 y 6,0 (363 y 368 UB/ml, respectivamente), seguida por los cultivos de pH inicial
6,2y 7,0 (339 UB/ml). A pesar de que los sobrenadantes del cultivo de pH inicial 4,7 presentaron la
actividad antimicrobiana absoluta mas baja, su actividad antimicrobiana especifica fue ligeramente
superior a la del cultivo de pH inicial 8,0. En cuanto a la estabilidad de la actividad antimicrobiana,
puede observarse que ésta disminuye a medida que aumenta el pH, siendo minima a pH 8,0. Asi,
por ejemplo, la actividad antimicrobiana se redujo un 5% en el cultivo de pH 6,0 a las 3 h de
alcanzarse el maximo, mientras que en los cultivos de pH 7,0 y 8,0, la reduccion de la actividad
antimicrobiana a las 5 h de alcanzarse el valor maximo fue del 40 y del 60%, respectivamente.
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Fig. 4.1. Cinéticas de crecimiento (—®) y produccion de enterocina P (——) de E. faecium P13

desarrollado a 32°C en caldo MRS a un pH inicial de 4,7 (A), 5,3 (B), 5,7 (C) y 6,0 (D).
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Fig. 4.2. Cinéticas de crecimiento (—®—) y produccion de enterocina P (—— ) de E. faecium P13

desarrollado a 32°C en caldo MRS a un pH inicial de 6,2 (A), 6,5 (B), 7,0 (C) y 8,0 (D).

Carmen Herranz Sorribes 156



IV. Resultados

A)
S
8“’ 1
0 T T
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)
(B) 600

Actividad antimicrobiana (UB/ml)

0 20 40 60 80 100

(C) Tiempo (h)

400

300

200

Actividad antimicrobiana
especifica (UB/mIUA)

100

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Fig. 4.3. Comparacion de las cinéticas de crecimiento (A), producciéon de actividad antimicrobiana (B) y
actividad antimicrobiana especifica (C) de E. faecium P13 desarrollado a 32°C en caldo MRS a pH inicial 4,7
(simbolos de color negro); 5,3 (simbolos de color rojo); 5,7 (simbolos de color verde); 6,0 (simbolos de color
amarillo); 6,5 (simbolos de color azul); 7,0 (simbolos de color rosa) y 8,5 (simbolos de color celeste), y del cultivo
control (simbolos de color gris).
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1VV.3.2. INFLUENCIA DEL NaCl Y DEL ETANOL EN EL CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y EN
LA PRODUCCION DE ENTEROCINA P

Para determinar la influencia del NaCl y del etanol en el crecimiento de E. faecium P13 y en la
produccion de enterocina P se inoculd el microorganismo productor en caldo MRS con NaCl a una
concentracion final entre 0,5 y 10% (p/v), o con etanol a una concentracion final entre 0,5y 7%
(V/v).

E. faecium P13 crecié lentamente en presencia de un 8% de NaCl y no mostro crecimiento
cuantificable cuando la concentracion de sal se incrementd a un 10%. En la Fig. 4.4 se observa que
una concentracion de sal mayor del 1% afecta negativamente a la pumax de E. faecium P13. Asi, la
umax de los cultivos incubados en presencia de un 3 y un 5% de NaCl represento, respectivamente,
el 64 y el 27% de la obtenida para el cultivo control. En cambio, las concentraciones de sal iguales
o inferiores al 1% no afectaron negativamente al crecimiento e incluso produjeron un ligero
aumento de la pmax con respecto a la del cultivo control. La actividad antimicrobiana méxima se
obtuvo en los cultivos en ausencia de NaCl, observandose una tendencia decreciente a medida que
aumentd la concentracion de sal. La actividad antimicrobiana especifica maxima fue mayor en el
cultivo control, detectandose asimismo una tendencia decreciente de ésta a medida que se
incremento la concentracion de NaCl.

En lo que se refiere al etanol, el crecimiento de E. faecium P13 en el medio con un 7% de este
sustrato fue considerablemente inferior al detectado empleando concentraciones menores (por
ejemplo, represento el 50% del obtenido tras 24 h de incubacién en caldo con un 6% de etanol). El
crecimiento no mostro diferencias significativas para concentraciones de etanol comprendidas entre
el 0,5y el 4% (Fig. 4.5), e incluso se observé un ligero incremento de la pmax de estos cultivos con
respecto a la del cultivo control. La actividad antimicrobiana maxima y la actividad antimicrobiana
especifica maxima se detectaron, como en el caso anterior, en el cultivo control y éstas mostraron
una tendencia descendente a medida que aumento la concentracion de etanol.

La pumsx de los cultivos, asi como la actividad antimicrobiana maxima y la actividad
antimicrobiana especifica maxima obtenidas bajo las diferentes condiciones de crecimiento se

muestran en la Tabla IV.1.
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Fig. 4.4. Cinética de crecimiento (A), actividad antimicrobiana (B) y actividad antimicrobiana especifica (C) de
E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C en ausencia de NaCl (simbolos de color negro) o en presencia
de un 0,5% (simbolos de color rojo), 0,75% (simbolos de color verde), 1% (simbolos de color amarillo), 3%
(simbolos de color azul) y 5% (simbolos de color rosa).

159 Carmen Herranz Sorribes



IV. Resultados

A)

DOg20

Tiempo (h)

(B) 500

400 H

300 -

200 -

Actividad antimicrobiana (UB/ml)

100 4

0 T T
0 5 10 15 20 25 30 35

(C) Tiempo (h)

500

400 -

300 -

200 -

Actividad antimicrobiana
especifica (UB/mIUA)

100 4

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Fig. 4.5. Cinética de crecimiento (A), actividad antimicrobiana (B) y actividad antimicrobiana especifica (C) de
E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C en ausencia de etanol (simbolos de color negro) o en presencia
de un 0,5% (simbolos de color rojo), 0,75% (simbolos de color verde), 1% (simbolos de color amarillo), 2%

(simbolos de color azul), 4% (simbolos de color rosa) y 6% (simbolos de color celeste).
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Tabla IV.1. Influencia del NaCl y del etanol en el crecimiento de E. faecium P13y en la
produccion de enterocina P.

méx AAMAaX? AAEmMax®

Control 0,578 399 361
NaCl (p/v)

0,5% 0,620 345 313
0,75% 0,626 326 299
1% 0,618 290 273
3% 0,371 267 206
5% 0,158 140 99
Control 0,578 420 399
Etanol (v/v)

0,5% 0,625 380 344
0,75% 0,611 356 357
1% 0,624 312 288
2% 0,538 195 123
4% 0,569 106 64
6% 0,389 35 21

" Velocidad especifica de crecimiento méxima. *Actividad antimicrobiana maxima (UB/ml). *Actividad

antimicrobiana especifica maxima (actividad antimicrobiana en UB/ml dividida por la DOgy) (UB/mI UA).
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IV.3.3. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium P13

Con el objeto de establecer las condiciones optimas para la produccion de la enterocina P de E.
faecium P13 en el caldo MRS, este microorganismo se desarrollé en el citado medio a 32°C en
anaerobiosis y con agitacion moderada (50 rpm) en un fermentador, manteniendo el pH constante a
4,7, 5,0; 5,3; 5,7; 6,0; 6,2; 7,0 y 8,5, asi como sin controlarlo externamente (pH inicial 6,2). A
intervalos variables, se tomaron muestras del tanque reactor por duplicado bajo condiciones de

esterilidad y se determin6 su DOgyo Y su actividad antimicrobiana.

IV.3.3.1. Crecimiento, produccién de enterocina P y consumo de glucosa de E. faecium P13

desarrollado en un fermentador a pH constante

En las Figs. 4.6 , 4.7 y 4.8 se muestran las cinéticas de crecimiento y produccion de enterocina
Py el consumo de glucosa de E. faecium P13 desarrollado en el fermentador a diferentes valores de
pH. La pmax, 1a DOg maxima de los cultivos, la actividad antimicrobiana méxima y la actividad
antimicrobiana especifica maxima de los sobrenadantes y el consumo total de glucosa durante el
crecimiento de los cultivos se muestran en la Tabla 1V.2.

En la Fig. 4.9 se comparan las cinéticas de crecimiento, produccion de enterocina P y consumo
de glucosa de los cultivos de E. faecium P13 manteniendo el pH constante. La cinética de
crecimiento de E. faecium P13 mostré diferencias considerables a los diversos valores de pH (Fig.
4.9A). El crecimiento maximo (DOgz~ 14) tuvo lugar a pH 7,0, mientras que el minimo (DOg=
0,66) se obtuvo en un cultivo con el pH ajustado a 4,7 durante 5 dias, lo que representd el 700 y
33%, respectivamente, con respecto al crecimiento del cultivo control de pH inicial 6,2 y sin control
durante el crecimiento (DOsz ~ 2). En cuanto a la pms, el maximo (1,48) y el minimo (0,12) se
obtuvieron también a pH 7,0 y 4,7, respectivamente. Las pmax de los cultivos de pH constante 6,0 y

6,2 y del control fueron muy similares entre si (~ 0,9) y ligeramente superiores a las de los cultivos

de pH 5,7y 8,5 (= 0,7). Los valores minimos de pmax correspondieron a los cultivos de pH 4,7; 5,0
y 5,3.
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Fig. 4.6. Cinéticas de crecimiento (—®—), produccion de enterocina P (—A—) y consumo de
glucosa (—2-) de E. faecium P13 desarrollado a 32°C en un fermentador manteniendo el pH

constante a 4,7 (A); 5,0 (B) y 5,3 (O).
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Fig. 4.7. Cinéticas de crecimiento (—@—), produccion de enterocina P (—A—) y consumo de
glucosa (—3-) de E. faecium P13 desarrollado a 32°C en un fermentador manteniendo el pH
constante a 5,7 (A), 6,0 (B) y 6,2 (C)
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Fig. 4.8. Cinéticas de crecimiento (—®—), produccion de enterocina P (—A—) y consumo de
glucosa (3-) o pH () de E. faecium P13 desarrollado a 32°C en un fermentador

manteniendo el pH constante a 7,0 (A) y 8,5 (B) y sin controlarlo (pH inicial 6,2) (C).
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Fig. 4.9. Comparacion de las cinéticas de crecimiento (A), produccion de actividad antimicrobiana (B),
actividad antimicrobiana especifica (C) y consumo de glucosa (D) de E. faecium P13 desarrollado en
un fermentador a 32°C y pH constante 4,7 (simbolos de color negro); 5,0 (simbolos de color rojo); 5,3
(simbolos de color verde); 5,7 (simbolos de color amarillo); 6,0 (simbolos de color azul); 6,2 (simbolos
de color rosa), 7,0 (simbolos de color celeste), y 8,5 (simbolos de color gris). Las cinéticas del cultivo

control se representan con simbolos de color marroén.
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Tabla IV.2. Cinética del crecimiento, produccion de enterocina P y consumo de glucosa de E.
faecium P13 desarrollado a 32°C en un fermentador a diferentes valores de pH.

pH umax  DOsomax  AAmMAx  AAEmax Glucosa®
4,7 0,12 0,66 104 234 24

5,0 0,22 1,98 372 254 34

53 0,41 3,53 754 434 55

5,7 0,72 4,67 1.069 293 56

6,0 0,95 8,59 1.949 431 67

6,2 0,90 12,80 850 254 74

7,0 1,48 14,15 525 98 100

8,5 0,78 7,32 265 59 80

6,2° 0,97 2,04 520 332 —
“Consumo de glucosa acumulado (g). "Fermentacion a pH inicial 6,2 y sin
regulacion durante el crecimiento. Resto de simbolos como en la Tabla 1V.1.

Con respecto a la cinética de produccién de la enterocina P, la actividad antimicrobiana
comenzo a detectarse al inicio de la fase exponencial de crecimiento en todos los casos (Fig. 4.9B);
no obstante, la produccién maxima y la estabilidad de la enterocina P mostraron diferencias
significativas en funcién del pH de los cultivos. La actividad antimicrobiana méxima se detectd en
el cultivo de pH 6,0, seguido de los cultivos de pH 5,7; 6,2; 5,3y 7,0. En los cultivos de pH 4,7; 5,0
y 8,5 se obtuvo una produccion de enterocina P menor que en el control. EI maximo de actividad
antimicrobiana se alcanzé al final de la fase exponencial del crecimiento a valores de pH de 6,0 e
inferiores, asi como en el cultivo control, mientras que a pH 6,2 o superior el maximo se obtuvo
hacia la mitad de dicha fase. La mayor actividad antimicrobiana especifica correspondié a los
cultivos de pH 5,3y 6,0 y, a pesar de que la menor actividad antimicrobiana se obtuvo en el cultivo
de pH 4,7, las actividades especificas minimas correspondieron a los cultivos de pH 7,0 y 8,5 (Fig.
4.9C). En lo que se refiere a la estabilidad de la actividad antimicrobiana, se observo una tendencia
a su disminucion a pH 5,7 o superior. Asi, a pH 7,0 y 8,5 la actividad antimicrobiana desaparecio

por completo a las 23,5y 22 h, respectivamente, de haberse detectado el valor maximo.

167 Carmen Herranz Sorribes



IV. Resultados

El consumo de glucosa presentd una dinamica paralela a la cinética de crecimiento, por lo que
el valor maximo (aproximadamente 100 g) tuvo lugar a pH 7,0 y el minimo (28 g) a pH 4,7 (Fig.
4.9D). La glucosa se consumié fundamentalmente durante la fase estacionaria del crecimiento en
los cultivos de pH entre 4,7 y 5,7; asimismo, en dicha fase se produjo un descenso dréstico del pH
en el cultivo de pH no controlado; en cambio, en los cultivos de pH 6,0 y superior, el consumo de
glucosa comenzé durante la fase exponencial del crecimiento y continué durante la fase

estacionaria.

1VV.3.3.2. Modelado del crecimiento de E. faecium P13 en un fermentador con regulacién del
pH

El crecimiento de E. faecium P13 en un fermentador bajo condiciones de pH controladas se
expreso con el modelo de Baranyi y Roberts (1994) (ecuacién (3), seccién 1V.2.3.1) y se muestra en
la Fig. 4.10.

La dependencia de pmax en funcion del pH se describio empleando un polinomio de segundo
grado, obteniéndose la expresion:

IN Wns= -20,163 + 5,872 pH + 0,409 pH? (Fig. 4.11)  (6)
con un R? de 0,987 y un error estandar de 0,112.

Como se muestra en la Fig. 4.11, el modelo predice una tendencia creciente de In pumax @ medida
que aumenta el pH, con un maximo a pH 7,17. Este valor es muy proximo al obtenido
experimentalmente (pH 7,0). A partir de este maximo, la pumsx disminuye, alcanzando a pH 8,5 un

valor muy similar al obtenido en los cultivos de pH 6,0 y 6,2.
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Fig. 4.10. Expresion del crecimiento de E. faecium P13 desarrollado a 32°C en un fermentador
manteniendo el pH constante a 4,7 (A); 5,0 (B); 5,3 (C); 5,7 (D); 6,0 (E); 6,2 (F); 7,0 (G); 8,5
(H) y sin regulacion del pH (1) mediante el modelo de Baranyi y Roberts (1994).
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Fig. 4.11. Dependencia del In umsx con respecto al pH. En color rojo se muestran los valores de pmax
obtenidos experimentalmente; la linea de color azul representa los valores estimados por el modelo para el
intervalo de pH comprendido entre 4,7 y 8,5.
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1VV.3.3.3. Modelado de la produccién de enterocina P y de su inactivacion

La produccion e inactivacion de enterocina P se modelaron empleando las ecuaciones
diferenciales (4) y (5) propuestas por Lejeune et al. (1998) (seccién 1V.2.3.2).

Los valores de k, y k'de los cultivos desarrollados con el pH constante en el intervalo
comprendido entre 4,7 y 8,5 junto con los del cultivo control se muestran en la Tabla IV.3.

Tabla 1V.3. Pardmetros ky y k' de los cultivos de E. faecium P13 desarrollados en un

fermentador con regulacion del pH

pH Ko k
4,7 0,195 NR?
50 0,172 NR
5,3 0,255 NR
5,7 0,259 0,103
6,0 0,386 0,051
6,2 0,454 0,132
7,0 0,172 0,288
8,5 0,089 0,172
Control® 0,292 0,055
ky, y k™ se calcularon mediante regresion lineal con
las ecuaciones (4) y (5). ®No relevante. "Crecimiento
a pH inicial 6,2 y sin regulacién del pH

El coeficiente k, aumentd con el pH hasta alcanzar su valor maximo a pH 6,2, valor a partir del
cual comenzo a descender. En cuanto a k”, su valor aumentd con el pH de manera similar y alcanzé
el maximo a pH 7,0. A pesar de que k, es ligeramente mayor a pH 6,2 que a pH 6,0, k'es
aproximadamente el doble al primer pH, lo que explicaria que la actividad antimicrobiana maxima

se obtenga a pH 6,0.
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La dependencia de k, en funcién del pH se describié mediante una regresion lineal en dos fases:
Ink, = 0,6042 pH - 4,6226, sipH< 6,2 (Fig.4.12A) (7)
Ink, =-0,6739 pH + 3,2182, sipH> 6,2 (Fig.4.12B) (g)
con un R% de 0,87 y 0,92 y un error estandar de 0,149 y 0,325 para (7) y (8), respectivamente.
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Fig. 4.12. Dependencia del In ky con respecto al pH. En color rojo se muestran los valores de k;
obtenidos experimentalmente; la linea de color azul representa los valores estimados por el modelo.

La dependencia de k™ en funcion del pH para valores comprendidos entre 6,2 y 8,5 se describid
mediante el polinomio de segundo grado:
k'= 0,1254 pH?* + 1,8645 pH — 6,615 (Fig. 4.13) (9)

0,4 -

0,3 A

W 0.2 -

0,1 4

5 6 7 8 9
pH

Fig. 4.13. Dependencia de k™ con respecto al pH. En color rojo se muestran los valores de k™ obtenidos

experimentalmente; la linea de color azul representa los valores estimados por el modelo.
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Como conclusiones mas interesantes de las cinéticas expuestas puede decirse: (i) que la
inactivacion de la bacteriocina, estimada por el coeficiente k, sigue la misma tendencia que la
DOs20msx (Tabla 1V.2) y la umax (Fig. 4.10); y (ii) que la tendencia de produccion de bacteriocina,
estimada a partir de ky (Figs. 4.12A y B), es maxima a un pH ligeramente inferior al 6ptimo para el

crecimiento.

IV.3.4. ADSORCION DE LA ENTEROCINA P A LAS CELULAS DE E. faecium P13 Y
EXTRACCION DE LA ENTEROCINA P ADSORBIDA

El efecto del pH en la adsorcion de la enterocina P a las células de E. faecium P13 se determind
empleando una modificacion del método descrito por Yang et al. (1992). La actividad
antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E. faecium P13, incubados a 4°C durante 1 hora en
presencia de células en un intervalo de pH comprendido entre 2,0 y 8,5, asi como la de los controles

tipo Il (que contenian tampon en lugar de células) se muestra en la Tabla 1V .4.

Tabla 1V.4. Influencia del pH en la adsorcion de la enterocina P a las células de
E. faecium P13.

pH Actividad antimicrobiana®
Ensayo® Control 11°

2,0 295 319
4,7 264 208
50 263 243
53 282 252
5,7 273 251
6,0 289 244
6,2 273 250
7,0 307 273
8,5 319 284

#Actividad antimicrobiana (UB/ml).°Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes incubados en presencia de
células (ensayo). “Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes incubados en ausencia de células (controles
tipo 11).

173 Carmen Herranz Sorribes




IV. Resultados

Los controles tipo I (con MRS en lugar de sobrenadante) no mostraron actividad
antimicrobiana en ningun caso. Los controles tipo Il (sin células) mostraron una actividad
antimicrobiana ligeramente superior a la de los sobrenadantes en presencia de células en todos los
casos, excepto a pH 2,0. Asi, los resultados obtenidos indican que, bajo las condiciones ensayadas,
no se detecta la adsorcion de la enterocina P a las células de E. faecium P13.

En cuanto a los experimentos de extraccion de enterocina P de células de E. faecium P13
desarrolladas en un fermentador a pH constante 8,5, no fue posible obtener actividad antimicrobiana

de dichas células tras el proceso de deadsorcion en presencia de NaCl 100 mM (pH 2).

IV.3.5. INFLUENCIA DEL pH EN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA ENTEROCINA P

La influencia del pH en la actividad antimicrobiana de la enterocina P se determind empleando
sobrenadantes de E. faecium P13 liofilizados y resuspendidos en tampdn NaP 5mM (pH, 4,7; 5,0;
5,3;5,7;6,0; 6,2; 7,0 y 8,5) e incubados a 4°C durante 24 h.

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes ajustados a los distintos valores de pH
aparece en la Tabla IV.5. Como puede observarse, la actividad antimicrobiana no mostré
diferencias significativas para los valores de pH comprendidos entre 4,7 y 6,2 y fue ligeramente

inferior en los sobrenadantes resuspendidos en los tampones de pH 7,0 y 8,5.

Tabla IV.5. Influencia del pH en Ila actividad

antimicrobiana de la enterocina P

pH Actividad antimicrobiana®
4.7 453
5,0 439
53 422
5,7 424
6,0 455
6,2 405
7,0 376
8,5 394

Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes (UB/ml). Los valores
representan la media de dos experimentos independientes
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1V.3.6. EFECTO COMBINADO DEL pH Y DE LOS COMPUESTOS ORIGINADOS DURANTE EL
CRECIMIENTO DE E. faecium P13 EN CALDO MRS EN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE LA ENTEROCINA P

En la Tabla 1V.6 se muestra la actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E.
faecium P13 incubados a 32°C durante 16 h en presencia del sobrenadante tratado térmicamente y
sin tratar de un cultivo de 24 h de E. faecium P13, asi como en caldo MRS estéril, a diversos valores
de pH. La actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes incubados en presencia de los
sobrenadantes tratado y sin tratar no difirio significativamente de la de los sobrenadantes incubados
en caldo MRS. La mayor disminucidon de actividad antimicrobiana (menor retencion de la actividad
antimicrobiana inicial) se observo a pH 8,5; dado que la tasa de degradacion fue mayor en presencia
de caldo MRS que en el sobrenadante sin tratar y tratado térmicamente, no es posible atribuir la
disminucion de la actividad antimicrobiana al efecto de compuestos producidos durante el
crecimiento de E. faecium P13. Ademas, puesto que la disminucién de actividad antimicrobiana fue
superior en presencia del sobrenadante tratado termicamente, las sustancias termolabiles del medio
de cultivo como, por ejemplo, las proteasas, tampoco afectarian considerablemente a la disminucion

de la actividad antimicrobiana.

Tabla I1V.6. Actividad antimicrobiana residual de los sobrenadantes de E. faecium P13 a
diversos valores de pH.

pH Actividad antimicrobiana (%0)*

SBT? SB2° MRS®
4.7 98 95 96
5,3 99 100 100
6,0 97 93 96
7,0 99 100 95
8,5 92 89 85

®Actividad antimicrobiana residual determinada mediante un ensayo en placas microtituladoras y expresada como
el porcentaje de actividad antimicrobiana retenida tras la incubacién con respecto a la original. bSobrenadantes
diluidos en un sobrenadante no tratado térmicamente. Sobrenadantes diluidos en un sobrenadante tratado
térmicamente; “Sobrenadantes diluidos en caldo MRS estéril.
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IV.3.7. CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y PRODUCCION DE ENTEROCINA P EN CALDO
BHI SUPLEMENTADO CON SOBRENADANTES ACTIVOS DE E. faecium P13

Con el objetivo de determinar el efecto de sobrenadantes con actividad antimicrobiana de E.
faecium P13 en el crecimiento de dicha cepa y en la produccion de enterocina P en caldo BHI,
dicho medio se suplement6 con sobrenadantes de E. faecium P13 (con una actividad antimicrobiana
aproximada de 450 UB/ml) con el pH ajustado a 7,2 a una concentracion final del 0,1; 1y 5% (v/v).

La DOgyo, la actividad antimicrobiana y la evolucion del pH de los diferentes cultivos se
muestra en la Fig.4.14. Como puede observarse, el crecimiento méximo se alcanzé a las 10 h
(excepto en el cultivo con sobrenadante al 0,1%, donde se alcanz6 a las 12 h) y fue ligeramente
superior en los cultivos que contenian un 5% de sobrenadante y un 5% de MRS. La actividad
antimicrobiana maxima fue muy similar en todos los cultivos; no obstante, la estabilidad de dicha
actividad difirié significativamente: asi, a las 2 h de alcanzarse el valor méaximo, la actividad
antimicrobiana se redujo al 38, 42 y 51% del méaximo obtenido en el cultivo control y en aquellos a
los que se adicion6 un 0,1 y un 1% de sobrenadante, respectivamente, mientras que los cultivos con
un 5% de sobrenadante y un 5% de MRS conservaron el 77 y el 62% de la actividad antimicrobiana
méaxima, respectivamente. Transcurridas 4 h desde que se obtuvo la méxima actividad
antimicrobiana, los cultivos con un 5% de sobrenadante y un 5% de MRS conservaron el 56% de
dicha actividad, mientras que en el resto de los cultivos este porcentaje representd Unicamente el
30%. En lo que respecta a la actividad antimicrobiana especifica, ésta fue maxima en los cultivos
control y en el suplementado con el 5% de sobrenadante; la actividad antimicrobiana mostré una
mayor estabilidad en los cultivos con el 5% de sobrenadante y el 5% de MRS.

En cuanto a la evolucion del pH en los diferentes cultivos, éste descendié desde un valor
inicial de 7,1 a 5,08 y 5,16 en los cultivos con un 5% de sobrenadante y un 5% de MRS,
respectivamente; en cambio, el descenso fue menos pronunciado en el resto de los cultivos,
alcanzandose valores de pH final de 5,60; 5,55 y 5,49 en los cultivos control y en los que se
adicion6 un 0,1 y un 1% de sobrenadante, respectivamente.
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Fig. 4.14. Cinética de crecimiento (A), actividad antimicrobiana (B), actividad
antimicrobiana especifica (C) y pH (D) de E. faecium P13 desarrollado en caldo BHI a 32°C
en ausencia de sobrenadantes activos de E. faecium P13 (simbolos de color negro) o en
presencia de un 0,1% (simbolos de color rojo), 1% (simbolos de color verde) y 5% (simbolos

de color amarillo), y en caldo BHI suplementado con MRS al 5% (simbolos de color azul)
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IV.4. DISCUSION

IV.4.1. INFLUENCIA DEL pH INICIAL DEL CALDO MRS Y DE LA CONCENTRACION DE
NaCl Y ETANOL EN EL CRECIMIENTO DE E. faecium P13 Y EN LA PRODUCCION DE
ENTEROCINAP

En todos los ensayos de actividad antimicrobiana realizados en este trabajo se empleé como
control interno una muestra con una actividad antimicrobiana conocida (seccion 1V.1.1). La
aplicacion de un factor de correccion a los resultados obtenidos en distintas fermentaciones o
empleando distintas placas microtituladoras permitié determinar las diferencias de actividad
antimicrobiana debidas a la influencia de las condiciones medioambientales ensayadas. En este
contexto, diversos investigadores han sefialado la dificultad existente para comparar los resultados
de actividad antimicrobiana con los de otros grupos, debido tanto a los diferentes métodos
empleados en la determinacion de dicha actividad como a la escasa reproducibilidad de las medidas
obtenidas en experimentos realizados en dias distintos (Parente y Hill, 1992c; Parente et al., 1994;
Blom et al., 1997). Otros autores opinan que la realizacion de todos los ensayos de actividad
antimicrobiana por la misma persona podria proporcionar una mejor reproducibilidad de los titulos
de actividad antimicrobiana (Leroy y De Vuyst, 1999a).

E. faecium P13 se desarrollé y produjo enterocina P en caldo MRS con un pH inicial
comprendido entre 4,7 y 8,0 (Figs. 4.1y 4.2, seccién 1V.3.1). El crecimiento maximo se obtuvo en
el caldo MRS con un pH inicial de 8,0, mientras que la actividad antimicrobiana méxima
correspondié a los cultivos de pH inicial 6,0-7,0. Sin embargo, la actividad antimicrobiana
especifica fue méxima en los cultivos de pH 5,7 y 6,0. Las diferencias observadas en la produccion
y estabilidad de la enterocina P en funcion del pH ensayado proporcionaron la base para el
planteamiento de la optimizacion de la produccién de dicha bacteriocina mediante el desarrollo de
E. faecium P13 en un fermentador controlando el pH de los cultivos. El efecto del pH sobre el
crecimiento, la produccion de enterocina P y su estabilidad se discuten detalladamente en la seccion
siguiente.

La influencia del NaCl en el crecimiento de E. faecium P13 y en la produccion de enterocina P
se determin6d empleando concentraciones de sal de entre el 0,5 y el 10% (p/v) (Fig. 4.4, seccién
IV.3.2). E. faecium P13 resultd bastante tolerante a la sal, ya que creci6 y produjo enterocina P
incluso a una concentracion de NaCl del 5%. En general, las bacterias lacticas homofermentativas

son mas resistentes al NaCl que las heterofermentativas (Leroy y De Vuyst, 1999b). Ademas una de
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las caracteristicas tipicas del género Enterococcus es su capacidad para crecer en presencia de una
alta concentracion de sal (6,5% NaCl, p/v) (Schleifer y Kilpper-Bélz, 1984; Devriese et al., 1993;
Hardie y Whiley, 1997).

Cuando E. faecium P13 se cultivo en presencia de concentraciones de NaCl iguales o inferiores
al 1%, la velocidad especifica de crecimiento maxima (umsx) fue ligeramente superior a la del
cultivo control (ausencia de NaCl); no obstante, la actividad antimicrobiana maxima y la actividad
antimicrobiana especifica maxima correspondieron al cultivo control, presentando éstas una
reduccion del 60% en los cultivos con un 5% de NaCl. El efecto de la sal en el crecimiento de las
bacterias lacticas y en la produccion de bacteriocinas es variable, aunque, en general, su crecimiento
resulta inhibido por concentraciones de NaCl superiores al 3% (Leroy y De Vuyst, 1999b). Asi, por
ejemplo, la producciéon de enterocina A por E. faecium CTC492 disminuyd en presencia de
concentraciones de sal superiores al 3% (Nilsen et al., 1998) y la produccién de las enterocinas A 'y
B por la misma cepa resulté fuertemente inhibida por la adicién de una mezcla de sal (2,5% p/p) y
pimienta negra (0,3%, p/p) (Aymerich et al., 2000b). Por otra parte, el crecimiento de Lb.
amylovorus DCE471, Lb. sakei CTC494 y Lb. sakei CCUG 42687 y su produccion de amilovorina
L471, sakacina K y sakacina P, respectivamente, decrecieron en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl (De Vuyst et al., 1996; Leroy y De Vuyst, 1999b; Mgaretrg et al., 2000). El
efecto negativo de la sal en la produccion de bacteriocinas podria deberse a su influencia negativa
en la union del factor de induccion a su receptor (Nilsen et al., 1998), o bien, a la disminucion de la
actividad de agua (a) del medio, ya que otras sustancias osmoticas, como la sacarosa, el KCI o el
glicerol también ocasionan una inhibicion del crecimiento y/o la produccion de bacteriocinas (Leroy
y De Vuyst, 1999b; Uguen et al., 1999). A pesar de que la sal puede reducir la produccion de
bacteriocinas por bacterias lacticas empleadas como cultivos iniciadores, se trata de un ingrediente
imprescindible en los procesos de curado. En cualquier caso, la actividad antimicrobiana producida
podria ser suficiente para ejercer un efecto inhibidor del crecimiento de microorganismos patdégenos
y/o alterantes de los alimentos (Hugas et al., 1995; Leroy y De Vuyst, 1999b; Aymerich et al.,
2000b), e incluso podria existir un efecto antagonista sinérgico entre la sal y la bacteriocina .

Por otra parte, el NaCl ejerce un efecto estimulante en la produccién de sakacina P por Lb.
sakei LTH673 (Génzle et al., 1996), plantaricina S por Lb. plantarum LPCO10 (Jiménez-Diaz et
al., 1993) y lacticina 481 por L. lactis subsp. lactis ADRIA 85L030 (Uguen et al., 1999). En el
ultimo caso, concentraciones de sal de 0,2 y 0,4 M incrementaron la produccion de bacteriocina 4 y

2,5 veces, respectivamente, a pesar de que la tasa de crecimiento y el rendimiento celular
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disminuyeron un 70% en presencia de 0,4 M de NaCl, y de que un 0,5 M de NaCl inhibid
completamente el crecimiento del microorganismo productor. En L. lactis subsp. lactis ADRIA
85L.0, el principal soluto citoplasmético acumulado en presencia de sal es el &cido lactico, que no
es capaz de contrarrestar la presién osmotica creada por la sal. Cuando este microorganismo crecio
en presencia de NaCl 0,4 M junto con el agente osmoprotector glicina-betaina no se observé un
efecto estimulante de la produccién de lacticina 481. Dado que, a diferencia del acido lactico, el
agente osmoprotector es capaz de restablecer una turgencia adecuada en las células, es posible que
las condiciones no favorables para el crecimiento, como la alteracion de la turgencia celular,
estimulen la produccion de la bacteriocina. En este sentido, De Vuyst et al. (1996) sefialaron que la
produccion de bacteriocinas esta estimulada en algunos casos por factores estresantes (por ejemplo,
temperaturas bajas, tasas especificas de crecimiento bajas y compuestos potencialmente inhibidores
como el NaCl, el etanol y el oxigeno), lo que puede deberse a que, bajo condiciones de crecimiento
desfavorables, la produccion de acido lactico puede ser insuficiente para competir eficazmente
frente a otros microorganismos.

Con respecto a la accion del etanol (Fig. 4.5, seccion 1V.3.2), se observé un ligero incremento
de la pumax de los cultivos desarrollados en presencia del 0,5 al 4% (v/v) de dicho sustrato en
comparacion con la del cultivo control. La actividad antimicrobiana maxima total y la especifica se
detectaron en el cultivo control, representando la actividad antimicrobiana especifica del cultivo con
el 6% de etanol Unicamente el 6% de la del control. Al igual que en el caso de la sal, el efecto del
etanol en el crecimiento y la produccion de bacteriocinas por las bacterias lacticas puede tener una
repercusion positiva o negativa. Nilsen et al. (1998) encontraron que la produccion de enterocina A
por E. faecium CTC492 disminuia en presencia de concentraciones de etanol superiores al 5% (v/v),
probablemente como consecuencia del mismo mecanismo propuesto para explicar el efecto
negativo de la sal; asimismo, el crecimiento de Lb. sakei CCUG 42687 y su produccion de sakacina
P disminuyeron en presencia de etanol (Mgaretrg et al., 2000). En cambio, la produccion de
lactocina S por Lb. sakei L45 y de amilovorina L471 por Lb. amylovorus DCE471 se vio estimulada
por una concentracion de etanol del 1% (v/v) (Mgartvedt-Abildgaard et al., 1995; De Vuyst et al.,
1996). Existen diversas hipotesis que tratan de explicar la accion del etanol sobre la
produccion/deteccion de las bacteriocinas, entre las que se encuentran: (i) la prevencién de la
agregacion de las moléculas; (ii) la estabilizacion de la bacteriocina o de las proteinas que
participan en su produccion y/o (iii) la estimulacion de la expresion de los genes del operon de la

bacteriocina. En este contexto, se ha observado que para ejercer su accién en la produccion de la
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actividad antimicrobiana, el etanol debe estar presente durante el crecimiento del microorganismo
productor, a pesar de no ser metabolizado. Asimismo, se ha comprobado que la adicién de etanol a
una solucién de bacteriocina no incrementa su actividad (Martvedt-Abildgaard et al., 1995). Ambos
hechos indican que la agregacion, en caso de producirse, ocurriria de manera progresiva e
irreversible. Por otra parte, la posibilidad de que, como resultado de las condiciones ambientales, se
altere la expresion génica de ciertas bacteriocinas es logica desde el punto de vista ecologico. En
este sentido, la produccion de bacteriocinas puede considerarse como un proceso que,
aparentemente, tiene como Unica funcién la inhibicién del desarrollo de la microflora que compite
por los sustratos limitantes, especialmente en condiciones ambientales estresantes (Nes y Eijsink,
1999).

IV. 42. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ENTEROCINA P MEDIANTE EL
CRECIMIENTO DE E. faecium P13 BAJO CONDICIONES CONTROLADAS DE pH EN UN
FERMENTADOR.

IV.4.2.1. Crecimiento de E. faecium P13 y produccion de enterocina P en un fermentador sin

regulacion del pH

La produccion de enterocina P por E. faecium P13 en caldo MRS en un fermentador sin
regulacién del pH fue de aproximadamente 500 UB/ml (Fig. 4.8C, seccion 1V.3.3). Esta produccion
se aproxima a la de las carnobacteriocinas BM1 y B2 (400 UB/ml) y a la de la lactocina S (200-400
UB/ml) en cultivos de Cb. piscicola LV17B y Lb. sakei L45, respectivamente, en los que no se
habia controlado el pH (Quadri et al., 1994; Meartvedt-Abildgaard et al., 1995) y esta de acuerdo
con la observacion de que la produccion de bacteriocinas se sitUa frecuentemente por debajo de
1.000 UB/ml cuando no se controla el pH (Kaiser y Montville, 1993).

Las diferencias de crecimiento de E. faecium P13 y produccién de enterocina P observadas a
los distintos valores de pH inicial ensayados (seccion anterior), junto con el hecho de que la
produccion de numerosas bacteriocinas se incrementa controlando el pH de los cultivos (Barefoot y
Klaenhammer, 1984; Joerger y Klaenhammer, 1986; Muriana y Klaenhammer, 1987; Biswas et al.,
1991; De Vuyst y Vandamme, 1992; Daba et al., 1993; Kaiser y Montville, 1993; Barefoot et al.,
1994; Parente y Ricciardi, 1994; Parente et al., 1994; ten Brink et al., 1994; Yang y Ray, 1994;
Mgrtvedt-Abildgaard et al., 1995; Barcena et al., 1998; Casaus, 1998; Krier et al., 1998)
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permitieron hipotetizar que seria posible optimizar la produccion de enterocina P mediante el

crecimiento de E. faecium P13 en un fermentador con regulacion del pH.

IV.4.2.2. Condiciones de los cultivos de E. faecium P13 en un fermentador con regulacion del
pH

1V.4.2.2.1 Temperatura

Casaus (1998) determind las cinéticas de crecimiento y produccion de enterocina P en cultivos
de E. faecium P13 con el pH no controlado y observé que, aunque el crecimiento maximo tenia
lugar a 37°C, la produccién méaxima de actividad antimicrobiana se obtenia a 32°C. Por lo tanto, en
todas las fermentaciones de E. faecium P13 realizadas en este trabajo se seleccion6 32°C como
temperatura de incubacion. La temperatura Optima para el crecimiento y la produccion de
bacteriocinas por diversas cepas de bacterias lacticas bacteriocinogénicas es muy variable,
oscilando desde los 25°C para el crecimiento de Lb. sakei CTC494 y la produccion de sakacina K
(Leroy y De Vuyst, 1999a) hasta los 37°C para el crecimiento de Lb. amylovorus DCE 471 (De
Vuyst et al., 1996) y los 37-40°C para la produccion de mesentericina 5 por Lc. mesenteroides
subsp. mesenteroides UL5 (Daba et al., 1993).

En varias ocasiones se ha observado que la maxima actividad antimicrobiana especifica se
obtiene a temperaturas suboptimas de crecimiento (Paynter et al., 1997; Krier et al., 1998; Lejeune
et al., 1998) y que ciertas condiciones estresantes, como las causadas por un cambio de temperatura,
pueden estimular la produccion de bacteriocinas (De Vuyst et al., 1996; Lejeune et al., 1998). En
general, a mayor temperatura, mayor es la velocidad especifica de crecimiento, lo que representa un
mayor consumo de energia de mantenimiento, esto es, energia empleada en procesos de renovacion
de macromoléculas —como el RNAm- y en el mantenimiento del gradiente de protones a ambos
lados de la membrana plasmatica (Leroy y De Vuyst, 1999a).

Por otra parte, la temperatura puede ejercer en algunas ocasiones un efecto sobre la estabilidad
de la actividad antimicrobiana; asi, por ejemplo, la estabilidad de la enterocina P y de la sakacina K
disminuye a medida que aumenta la temperatura de incubacién (Casaus, 1998; Leroy y De Vuyst,
1999a). Sin embargo, la tasa de inactivacion de la amilovorina L471 es independiente de la
temperatura en el intervalo de 30 a 45°C, lo que sugiere que se trata de un proceso dependiente de la

propia molécula y no de las células productoras (Lejeune et al., 1998).
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1V.4.2.2.2. Tension de oxigeno

Diversos investigadores han observado un efecto negativo del oxigeno en la produccion y/o
estabilidad de las bacteriocinas (Martvedt-Abildgaard et al., 1995; Chinachoti et al., 1997).
Teniendo en cuenta estos resultados, y el hecho de que E. faecium P13 es un microorganismo

microaerofilico, las fermentaciones se realizaron en condiciones de anaerobiosis.

1VV.4.2.2.3. Medio de cultivo

Casaus (1998) determiné el efecto de 11 medios de cultivo, entre los que se encontraban
medios de composicion compleja [APT, BHI, MRS y TSB (caldo triptona soja)], medios
semidefinidos y agua de peptona, en el crecimiento de E. faecium P13 y en la produccién de
enterocina P y demostré que, entre éstos, el MRS era el medio de cultivo 6ptimo. Varios autores
han sefialado la necesidad de utilizar medios de composicion compleja, capaces de soportar una tasa
de crecimiento razonablemente alta y permitir el crecimiento exponencial durante un amplio rango
de concentraciones celulares, para obtener un rendimiento éptimo con respecto al crecimiento de las
bacterias lacticas y a la produccion de bacteriocinas (Geis et al., 1983; Parente y Hill, 1992c; Jensen
y Hammer 1993; Parente y Ricciardi, 1994; Lejeune et al., 1998). Por lo tanto, los cultivos de E.
faecium P13 se realizaron en caldo MRS, un medio rico en nutrientes que contiene glucosa como

fuente de carbohidratos.

IV.4.2.2.4. pH

El pH del medio de cultivo influye en la produccion de bacteriocinas, por lo que ésta puede
optimizarse mediante el control externo de este parametro. La eleccion de las condiciones de
incubacion adecuadas, especialmente en lo que se refiere al pH, es un factor crucial para la
produccion de bacteriocinas activas, puesto que pequefios cambios en las condiciones ambientales,
que aparentemente no afectan al crecimiento de la bacteria, pueden tener efectos considerables en la
produccion de estos péptidos (Martvedt-Abildgaard et al., 1995).

El crecimiento de bacterias lacticas bacteriocinogénicas en un fermentador bajo condiciones de
pH controlado ha permitido la optimizacion de la produccién de un numero considerable de
bacteriocinas, aunque el pH Optimo para su produccion difiere con las cepas productoras y la

bacteriocina producida (Tabla 11.6, seccion 11.3). A pesar de estas diferencias, se han observado dos
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caracteristicas comunes a todas ellas: (i) el pH 6ptimo para la produccion de bacteriocinas es
inferior al éptimo para el crecimiento (Parente y Ricciardi, 1994; Parente et al., 1994; Casaus, 1998;
Krier et al., 1998; Nilsen et al., 1998; Uguen et al., 1998; Leroy y De Vuyst, 1999a; Parente y
Ricciardi, 1999) y (ii) la produccién éptima tiene lugar en un intervalo de pH &cido comprendido
entre 4,7y 6,2 (Parente y Ricciardi, 1999).

Puesto que existe un efecto marcado del pH en el crecimiento de las bacterias lacticas, la
produccion de bacteriocinas, en la mayoria de los casos metabolitos primarios o asociados al
crecimiento, también estaria influida por este pardmetro. No obstante, también debe considerarse el
efecto directo del pH en la regulacion de la biosintesis a nivel génico (Olson, 1993). En este
contexto, en funcion del microorganismo y de sus condiciones de crecimiento, modificaciones en el
pH exocelular pueden originar cambios en su pH intracelular, en la concentracion de los iones K y
Na® y en uno o ambos componentes de la fuerza protén motriz (Fig.2.8, seccion 11.5). La alteracion
de estos parametros puede influir a su vez sobre una gran variedad de procesos celulares, tales como
la sintesis de ATP, el transporte de solutos, el fendmeno de competencia genética, etc., lo que,
finalmente, puede desencadenar numerosas sefiales secundarias (Olson, 1993).

Los mecanismos implicados en la deteccion de cambios en el pH exocelular podrian basarse en:
(i) la existencia de componentes celulares que actien como sensores directos del pH; (ii) la
selectividad de la celula para responder Gnicamente a un cierto estado de ionizacion de algunas
moléculas, y (iii) la capacidad de ciertos componentes celulares para alterar sus propiedades en
respuesta a cambios en los componentes de la fuerza protén motriz. La deteccion de proteinas con
segmentos transmembrana implicadas en la regulacion de la expresion génica mediante el pH
sugiere que éstas podrian actuar como “sensores” de las modificaciones del pH y transmitir las
sefiales adecuadas a las proteinas que desencadenan la respuesta a nivel de la transcripcion y
traduccién del ADN (Olson, 1993).

1V.4.2.3. Crecimiento de E. faecium P13 en un fermentador con regulacion del pH

El crecimiento de E. faecium P13 en un fermentador bajo condiciones de pH controladas puede
expresarse con el modelo de Baranyi y Roberts (1994) (ecuacion (3), seccion 1V.2.3), que contiene
una funcion de ajuste del crecimiento, a(t), y una funcion de inhibicion del mismo, u(x). La funcion
o(t) describe la fase de latencia, que podria explicarse por la necesidad de alcanzar una

concentracion determinada de alguna sustancia critica (por ejemplo, RNA) para inducir el
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crecimiento celular. Por otra parte, la funcién u(x) considera el crecimiento como un proceso
autolimitante en la fase estacionaria debido a las altas concentraciones celulares alcanzadas en dicha
fase (Baranyi y Roberts, 1995).

Dado que p(x) disminuye a medida que x se aproxima a Xmax, la solucién de la ecuacion (3) es
una funcion sigmoidal (ver Fig. 4.10) que se aproxima asintoticamente a xmax @ medida que aumenta
t (Baranyi y Roberts, 1994). La interpretacion bioldgica de dicha funcidn hace referencia a la accion
inhibidora de algun metabolito, como el &cido lactico u otros productos del metabolismo no
determinados. Alternativamente, ciertos componentes del medio de cultivo (principalmente,
compuestos de C y N) que permiten un crecimiento rapido podrian metabolizarse de forma
preferencial, lo que resultaria en la deceleracion de pa medida que el microorganismo cambia desde

condiciones favorables a menos favorables.

IV.4.2.4. Produccion e inactivaciéon de la enterocina P producida por E. faecium P13 en un
fermentador con regulacion del pH

La produccién de enterocina P comenzd a detectarse al principio de la fase logaritmica de
crecimiento (DOg20= 0,2) en todas las fermentaciones de E. faecium P13, aunque su aparicion fue
algo mas tardia en los cultivos de pH 6,0 o superior (DOg2= 0,4); la bacteriocina se produjo de
manera continua durante la fase logaritmica de crecimiento y alcanz6 el méximo a la mitad (pH 6,2
o superior) o al final (pH 6,0 o inferior y pH no controlado) de dicha fase (Fig. 4.9B seccion
IV.3.3). Esta cinética, tipica de un metabolito primario o asociado al crecimiento, se ha observado
en la produccién de una serie de bacteriocinas de las bacterias lacticas (De Vuyst y Vandamme,
1992; Kaiser y Montville, 1993; Parente et al., 1994; Parente y Ricciardi, 1994; De Vuyst et al.,
1996; Leroy y De Vuyst, 1999a). No obstante, también existen casos en los que la méaxima
actividad antimicrobiana se alcanza durante la fase estacionaria del crecimiento (Biswas et al.,
1991; Daba et al., 1993; Jiménez-Diaz et al., 1993; Paynter et al., 1997; Barcena et al., 1998),
momento en el que los nutrientes comienzan a escasear y la produccion de metabolitos con
actividad antimicrobiana puede conferir una ventaja en la competicion por los sustratos limitantes.

La actividad antimicrobiana méxima (aproximadamente 2 x 10® UB/ml) correspondié a los
cultivos con el pH controlado a 6,0, lo que significd un incremento de 4 veces con respecto a la

actividad antimicrobiana maxima obtenida cuando E. faecium P13 crecié bajo condiciones de pH no

controlado (=~ 500 UB/ml). La actividad antimicrobiana especifica maxima se obtuvo en los cultivos
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de pH 6,0 y 5,3 (0,43 x 10° UB/mI), seguidos del cultivo control (3,32 x10% UB/ml) y del cultivo de
pH 5,7 (2,93 x10° UB/mI) (Fig. 4.9C). Dado que para obtener altos rendimientos de bacteriocina se
necesita no solo una alta produccion especifica, sino también una concentracion critica de biomasa
(De Vuyst y Vandamme, 1992), se puede concluir que en las condiciones evaluadas el pH para la
Optimo para la produccion de enterocina P es 6,0.

En los cultivos con el pH ajustado a 4,7; 5,0; 6,2; 7,0 y 8,5, la actividad antimicrobiana
especifica maxima fue menor que en el cultivo control. Probablemente, la causa que origind esta
menor actividad antimicrobiana fue diferente en funcion del pH del cultivo. Asi, en los cultivos de
pH 4,7 y 5,0 pudo deberse al crecimiento limitado de E. faecium P13, mientras que en los cultivos
de pH 6,2; 7,0 y 8,5, que presentaron un crecimiento adecuado y una umsx elevada, pudo deberse a
que bajo condiciones de crecimiento muy favorables prevalece el crecimiento de las células sobre la
produccion de metabolitos (De Vuyst y Vandamme, 1993).

Una vez alcanzado su valor maximo, la actividad antimicrobiana de los cultivos de E. faecium
P13 disminuy6 de forma mas o menos rapida en funcion del pH. Los cultivos de pH 4,7 y 5,0, junto
con el cultivo control, presentaron la mayor estabilidad, mientras que los cultivos de pH superior a
5,3 mostraron un descenso muy rapido de la actividad antimicrobiana, con una estabilidad minima a
pH 8,5 (Fig. 4.9C, seccion 1V.3.3). El descenso mas o menos drastico de la actividad antimicrobiana
es un fendbmeno que se ha observado en la mayoria de las bacteriocinas. No obstante, existen
excepciones, ya que en algunas fermentaciones la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas se
mantiene relativamente estable durante un tiempo considerable, como es el caso de la lacticina 481
(Piard et al., 1990), acidocina J1132 (Tahara et al., 1996b), acidocina B (ten Brink et al., 1994) y
mesentericinas 52A y 52B (Krier et al., 1998), si bien en los dos ultimos casos las fermentaciones
se llevaron a cabo sin regulacion del pH. En este sentido, De Vuyst et al. (1996) sefialaron que, en
general, la tasa de inactivacion de las bacteriocinas es mayor en los cultivos con el pH controlado.

La disminucién de la actividad antimicrobiana puede deberse a la inestabilidad de la
bacteriocina a un pH determinado, a su degradacion proteolitica, a su agregacion y/o a su adsorcion
a las células productoras. En cuanto a la primera hipotesis, es decir, la inestabilidad o la menor
actividad antimicrobiana de la bacteriocina a determinados valores de pH, puede ser descartada en
el caso de la enterocina P, ya que las ligeras diferencias observadas en ambos parametros (secciones
IV.3.5 y IV.3.6) no pueden ser responsables de las diferencias de actividad antimicrobiana

obtenidas en los cultivos de E. faecium P13 a los diferentes valores de pH.
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La inactivacion de las bacteriocinas por enzimas proteoliticos, liberados principalmente durante
la fase estacionaria de los procesos fermentativos, seria otra causa que explicaria la disminucion de
la actividad antimicrobiana, ya que la produccién y/o la actividad de estos enzimas podrian ser
procesos dependientes del pH, con un éptimo a pH alcalino. No obstante, esta hipétesis no pudo
demostrarse en los sobrenadantes con actividad antimicrobiana de E. faecium P13 (seccién 1V.3.6),
ni se ha demostrado nunca para otras bacteriocinas (Parente y Ricciardi, 1999), a pesar de haber
sido evaluada por diversos investigadores (Parente y Ricciardi, 1994; De Vuyst et al., 1996; Krier et
al., 1998; Leroy y De Vuyst, 1999a; Uguen et al., 1999; Maretrg et al., 2000).

La adsorcién de las bacteriocinas a las células productoras es un proceso inespecifico,
dependiente del pH y que, probablemente, implica la interaccion con los &cidos lipoteicoicos de la
pared celular (Bhunia et al., 1991; Leroy y De Vuyst, 1999a). Yang et al. (1992) determinaron que
a un pH préximo a 6,0 se producia adsorcion de la nisina, pediocina PA-1, leuconocina Lcml y
sakacina A a las respectivas células productoras, mientras que a pH acido (3 o inferior) no se
observaba dicho fendmeno. En el intervalo de pH alcalino, la adsorcién variaba desde el 0% a pH
8,0 para la leuconocina Lcm1 hasta el 100% a pH 10 para la sakacina A.

En este trabajo, los procesos de adsorcion y desadsorcién se realizaron empleando células
intactas de E. faecium P13 y sobrenadantes con enterocina P, de acuerdo con las técnicas propuestas
por Yang et al. (1992). No obstante, no se observo adsorcion de la enterocina P a las células
productoras en el intervalo de pH 4,7 a 8,5, ni tampoco se produjo la desadsorcion de la
bacteriocina de células obtenidas a partir de un cultivo de pH 8,5 (seccion 1V.3.4.). A este Gltimo
valor de pH hubiera sido posible que un gran nimero de moléculas de enterocina P se hubiesen
adsorbido a las células productoras ya que se observé un crecimiento de E. faecium P13 cercano al
optimo. Diversos investigadores han demostrado la adsorcion de bacteriocinas a las células
productoras (Parente y Ricciardi, 1994; De Vuyst et al., 1996; Uguen et al., 1999), mientras que en
otros casos ha sido imposible demostrarla (Mgrtvedt-Abildgaard et al., 1995; Krier et al., 1998;
Magretrg et al., 2000). Asimismo, se ha observado la adsorcion irreversible de las bacteriocinas a las
células productoras, como sucede con la enterocina 1146 (Parente y Ricciardi, 1994).
Recientemente, Aymerich et al. (2000b) han demostrado que el porcentaje de adsorcién de las
enterocinas A y B a las células del microorganismo productor E. faecium CTC492 permanece
constante a pH 3 6 10; sin embargo, la adicion de Tween 80 (1%, v/v) a un cultivo overnight de E.
faecium CTC492 en caldo MRS disminuye considerablemente la adsorcion de ambas enterocinas a

las células productoras.
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Dado que la adsorcién es minima a valores de pH acidos, resulta sorprendente que en ocasiones
este fendmeno se observe en cultivos de bacterias lacticas con el pH no controlado, en los que el pH
final es de aproximadamente 4 (De Vuyst et al., 1996). Del mismo modo, resulta paradédjico que la
actividad antimicrobiana méxima de la enterocina P y de otras bacteriocinas (lactacina B, bavaricina
MN, carnobacteriocinas BM2 y B1l) se obtenga a pH 6,0, que, como se ha mencionado
anteriormente, es el pH oOptimo para la adsorcion de ciertas bacteriocinas. EI fendmeno de
adsorcion, ademéas de ser uno de los posibles responsables de la disminucién de la actividad
antimicrobiana, podria causar una disminucién de la producciéon de bacteriocina debido a un
mecanismo de inhibicidn ejercido por el producto final (De Vuyst et al., 1996) o la muerte de las
células productoras como consecuencia de una inmunidad limitada a su propia bacteriocina
(Callewaert et al., 1999).

Finalmente, la hipdtesis de agregacion de mondmeros activos para producir polimeros con
menor actividad antimicrobiana podria explicar la disminucion de la actividad antimicrobiana
observada en la mayoria de las bacteriocinas durante la fase estacionaria del crecimiento. En este
sentido, el empleo de SDS al 0,5% (p/v) incremento la actividad antimicrobiana de la mesentericina
5 (Daba et al., 1993) y el Triton X-100 (0,002%, v/v) la de la lactacina F (Muriana y Klaenhammer,
1991), probablemente como consecuencia de la accion disgregante del detergente y la liberacion de
mondmeros mas activos.

El hecho de que la actividad antimicrobiana disminuya una vez alcanzado un valor maximo,
que depende de la cepa productora y de las condiciones de cultivo, implica que existe un momento
en el que la produccién cesa y comienza un proceso de degradacion o inactivacion (De Vuyst y
Vandamme, 1992; De Vuyst et al., 1996). Desde un punto de vista ecoldgico, la disminucién de la
produccion y/o inactivacion de las bacteriocinas durante la fase estacionaria estaria compensada por
la produccion continua de &cido lactico durante esta fase (De Vuyst et al., 1996).

La inestabilidad de la actividad antimicrobiana implica que para lograr un rendimiento éptimo
de produccién de bacteriocinas es imprescindible obtenerlas inmediatamente después de detectar el
méaximo de actividad, utilizar condiciones que minimicen la agregacion o la adsorcién, o bien,
retirarlas de manera continua del caldo de fermentacién, empleando, por ejemplo, adsorbentes
(Parente y Ricciardi, 1994; De Vuyst et al., 1996).
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1V.4.2.5. Metabolismo de la glucosa en E. faecium P13 desarrollado en un fermentador con
regulacion del pH

En todas las fermentaciones de E. faecium P13 realizadas en este trabajo se ha empleado la
glucosa como fuente de carbohidratos. La produccién de bacteriocinas se ha detectado en medios
con diversas fuentes de carbohidratos. Asi, por ejemplo, L. lactis 10-1 produce nisina Z en medios
con glucosa, sacarosa y xilosa, obteniéndose una produccién 6ptima con glucosa (Matsusaki et al.,
1996). La glucosa también fue la fuente de carbono méas adecuada para la produccién de pediocina
PA-1 (Biswas et al., 1991). En cambio, la produccion de plantaricina C por Lb. plantarum LL441y
de enterocina 1146 por E. faecium DPC1146 fue mayor en presencia de sacarosa que de glucosa
(Barcena et al., 1998; Parente y Ricciardi, 1999) y la de las enterocinas A y B se incremento
considerablemente en presencia de una combinacion de glucosa y sacarosa (Aymerich et al.,
2000b).

Dado que E. faecium P13 es una bacteria homofermentativa, el consumo de glucosa durante el
proceso fermentativo se calculo directamente a partir del consumo de base (NaOH 12N) necesaria
para neutralizar el acido lactico producido como consecuencia del metabolismo de la glucosa. En
general, el &cido lactico representa méas del 90% de los productos del metabolismo de la glucosa en
las bacterias lacticas homofermentativas (ten Brink y Konings, 1982; Barcena et al., 1998; Lejeune
et al., 1998; Leroy y De Vuyst, 1999a), es decir, la glucosa se convierte cuantitativamente en acido
lactico y no se utiliza para la construccién de material celular, sino para generar y mantener un flujo
de energia bioquimica.

El isdbmero L del &cido lactico es un metabolito de gran relevancia biolégica. Por una parte,
como se ha sefialado anteriormente, ejerce un efecto antimicrobiano especialmente importante
durante la fase estacionaria del crecimiento, en la que los niveles de bacteriocina han empezado a
disminuir. Por otra parte, su excrecion al medio exocelular en simporte con iones H" contribuye
significativamente a la generacién de energia, especialmente en las bacterias estrictamente
fermentativas que poseen Unicamente el complejo ATPasa para extruir protones (ten Brink y
Konings, 1982). En estas bacterias, la translocacion de iones H* acoplada al &cido lactico puede
representar una produccion adicional de energia de hasta el 50%, lo que se traduce en un aumento
del rendimiento celular. Mientras que la tasa de produccion de lactato de L. cremoris no depende
del pH externo, la estequiometria del transporte lactato-H* depende de la concentracion de lactacto
y del pH del medio exocelular, de manera que, a pH inferior a 6,0 no se produce energia

suplementaria por la translocacion de H* acoplada al lactato (ten Brink y Konings, 1982; ten Brink
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et al., 1985). Este hecho podria contribuir al mayor rendimiento celular obtenido cuando E. faecium
P13 crecio a valores de pH 6,0 y superiores.

El acido lactico puede, ademas, inhibir a sus propias células productoras. Asi por ejemplo,
cuando L. cremoris crecio sin regulacion de pH, el cese del crecimiento ocurrié concomitantemente
a la acidificacion del medio desde pH 6,3 a 4,5, a pesar de que no se habia consumido toda la
lactosa disponible. Sin embargo, cuando los cultivos se desarrollaron a pH constante 6,3, la biomasa
final se triplicd. No obstante, cuando se evalud la inhibicion del crecimiento de L. cremoris se
observo que el &cido lactico, y, mas concretamente, su forma disociada, no era su principal causa
(Bibal et al., 1988). De manera similar, De Vuyst y Vandamme (1992) sefialaron que la
acumulacién de acido lactico en cultivos de L. lactis sin regulaciéon del pH impedia alcanzar una
biomasa y una produccién de nisina elevadas cuando se habia consumido aproximadamente el 60%
de la glucosa del medio. Al igual que en el caso anterior, la produccion de biomasa y bacteriocina
aumentaron cuando se neutralizé el &cido lactico producido durante la fermentacion.

La inhibicion ejercida por el &cido lactico y otros productos finales del metabolismo de L. lactis
fue evaluada por Loubiere et al. (1997). La adicion de lactato sodico al medio de cultivo antes de su
inoculacion provocd la disminucion de su tasa de crecimiento. Dado que la adicion de NaCl en
lugar de lactato sodico tuvo el mismo efecto en el crecimiento, el efecto toxico de ambas sales
podria estar mediado simplemente por el establecimiento de una presion osmatica. Tras examinar el
efecto de otros productos del metabolismo producidos en menor cantidad, tales como el formato,
acetato y etanol, los autores concluyeron que el acido lactico es el producto menos inhibidor del
crecimiento de L. lactis, siendo responsable Gnicamente de un 5% de la inhibicién; por lo tanto, el
efecto antagonista del crecimiento podria deberse a otros metabolitos no identificados, al peréxido
de hidrégeno o incluso a las bacteriocinas (Loubiere et al., 1997).

Las limitaciones nutricionales también juegan un papel crucial en la inhibicion del crecimiento
y la produccion de bacteriocinas. A este respecto, el consumo de glucosa una vez que ha cesado el
crecimiento indica que otros nutrientes pueden ser los responsables del fendmeno de inhibicion.
Dado que en las bacterias lacticas la sintesis de material celular tiene lugar integramente a partir del
carbono de los aminoacidos presentes en el medio de cultivo, el rapido consumo de estos principios
inmediatos puede justificar, al menos parcialmente, la inhibicion del crecimiento (Loubiere et al.,
1997). Asi, por ejemplo, la suplementacion del medio MRS con glucosa (fuente de energia),
aminoacidos (bloques estructurales) y vitaminas (factores imprescindibles para el crecimiento)
permitié incrementar la biomasa de Lb. amylovorus DCE471 y la produccion de amilovorina L471
(De Vuyst et al., 1996; Lejeune et al., 1998).
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En todas las fermentaciones de E. faecium P13 realizadas en este trabajo se empled una
concentracion inicial de glucosa de 20 g/l. Con el objeto de impedir que este carbohidrato pudiera
ser el factor limitante para el crecimiento y/o la produccion de enterocina P se afiadié glucosa a los
cultivos antes de que la presente inicialmente en el medio se hubiera consumido totalmente. La
influencia de la concentracion inicial de carbohidratos se ha evaluado en la produccion de nisina por
L. lactis NIZO 22186 (De Vuyst y Vandamme, 1992) y de amilovorina L471 por Lb. amylovorus
DCE 471(De Vuyst et al., 1996; Lejeune et al., 1998). En el caso de la nisina, la actividad
antimicrobiana especifica fue maxima con 10 g/l de sacarosa, pero la biomasa y la produccion neta
de bacteriocina aumentaron con una concentracion inicial de 20 g/l de sacarosa. ElI empleo de
concentraciones comprendidas entre 20-40 g/l de sacarosa produjo un incremento de la biomasa no
acompariado de un incremento en la produccion de la bacteriocina y concentraciones superiores a
40 g/l redujeron ambos parametros. En lo que respecta a la amilovorina L471, se comprobd que su
produccion final era similar para concentraciones de glucosa de 20, 30, 40 y 60 g/l. Aunque la
produccion especifica aumentdé con la concentracion de glucosa y fue maxima a 60 g/l
(posiblemente porque una concentracién tan elevada constituye una condicion osmotica estresante),
ésta cesO antes cuanto mayor fue la concentracién inicial de glucosa del medio. Estos resultados
sugieren que la produccién maxima de bacteriocina estd determinada por un factor limitante del
medio de cultivo distinto de la glucosa, por una regulacién ejercida por los catabolitos del carbono o
por el producto final, o bien por una inmunidad limitada del productor (Lejeune et al., 1998).

Como conclusion de lo expuesto anteriormente, el limite en la produccion de bacteriocinas
podria estar determinado por una combinacion de factores metabdlicos y nutricionales que
incluirian la ligera inhibicion ejercida por el acido lactico y ciertos productos traza del metabolismo
no identificados, el agotamiento de nutrientes esenciales del medio de cultivo, tales como
aminoéacidos o vitaminas, la regulacion ejercida por la fuente de carbohidratos o el producto final, y
la inmunidad limitada del productor a su propia bacteriocina. En este sentido, Kim et al. (1997)
demostraron que el limite de la produccion de nisina esta determinado tanto por la disponibilidad de

nutrientes como por la inhibicién causada por la propia bacteriocina.
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1V.4.3. EFECTO DE SOBRENADANTES ACTIVOS DE E. faecium P13 EN SU CRECIMIENTO Y
PRODUCCION DE ENTEROCINA P EN CALDO BHI

Casaus (1998) determind el efecto de la composicién del medio de cultivo en el crecimiento de
E. faecium P13y en la produccion de enterocina P, y a pesar de que la biomasa formada y la tasa de
crecimiento fueron similares a la de los cultivos desarrollados en el medio MRS, no detect6
actividad antimicrobiana en los sobrenadantes de los cultivos en el medio BHI; ademas, el pH final
de los cultivos en el caldo BHI (5,5) fue superior al obtenido en el caldo MRS (4,3). Otros autores
han obtenido resultados similares con respecto a la produccion de diversas bacteriocinas en caldo
BHI (Rodriguez, 1991; Sobrino, 1993; Moreira, 1993).

Entre las hipotesis para explicar la ausencia de actividad en el caldo BHI pueden considerarse
la influencia negativa del pH inicial del caldo BHI (7,4) en el crecimiento de E. faecium P13, y/o
del pH final del cultivo (5,5), que interferiria en la secrecién de la bacteriocina y/o causaria su
adsorcion a las células productoras. En este trabajo se ha demostrado que el pH inicial 7,4 se
encuentra muy préximo al pH que proporciona la maxima pumax (PH 7,2), y que si se detecta
actividad antimicrobiana a pH 5,5, por lo que ambas hipétesis pueden descartarse.

La presencia de inhibidores en el caldo BHI que impidan la produccion de la bacteriocina es
poco probable, ya que cuando el caldo se suplementa con sobrenadantes con actividad
antimicrobiana procedentes de un cultivo de E. faecium P13 en caldo MRS, se observa que la
actividad antimicrobiana aumenta con concentraciones crecientes de sobrenadante (seccion 1V.3.7).

Casaus (1998) tambien sefial6 como causa de la ausencia de deteccion de enterocina P en el
caldo BHI la posibilidad de que este caldo careciera de la cantidad minima de alguna sustancia
imprescindible para la sintesis y/o secrecion de enterocina P activa. En este sentido, podrian ser
determinantes la menor concentracion de glucosa del caldo BHI y la ausencia de los cationes
divalentes Mg** y Mn®* y/o del agente tensioactivo Tween 80. Dado que los sobrenadantes afiadidos
son “medios gastados”, es decir, probablemente contienen poca glucosa remanente, es poco factible
que este carbohidrato sea la causa principal del aumento del crecimiento y de la produccién de
actividad antimicrobiana en los cultivos con el 5% de sobrenadante 0 MRS (Fig. 4.14, seccion
IV.3.7).

Actualmente, se conocen varias bacteriocinas cuya produccion esta bajo el control de
mecanismos de regulacion basados en la interaccion de un factor de induccion con el sistema de
transduccion de sefiales de dos componentes (Diep, 1996; Eijsink et al., 1996; Saucier et al., 1997;

Nilsen et al., 1998). Puesto que se ha demostrado que determinadas sefiales extracelulares, como la
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concentracion de glucosa o el pH del medio, pueden afectar al sistema de transduccion de sefiales
(Regassa y Betley, 1992), la escasa produccion de bacteriocina obtenida en ciertos medios de
cultivo, en los que se produce un crecimiento adecuado del microorganismo productor, podria estar
relacionada con la respuesta del sistema de regulacion a las condiciones nutricionales y ambientales
del medio. En este contexto, para comprobar si la baja produccién de enterocina P observada en
BHI se debia a la alteracion de la biosintesis, secrecion, estabilidad y/o interaccion con el sistema de
transduccion de sefiales de un hipotético IF, los cultivos de E. faecium P13 se suplementaron con
sobrenadantes de E. faecium P13 con actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana total
fue méxima en los cultivos suplementados con un 5% de MRS. En lo que se refiere a la actividad
antimicrobiana especifica, ésta fue méxima en el cultivo control y en el que se adicioné un 5% de
sobrenadante, mientras que la estabilidad de la actividad antimicrobiana fue superior en los cultivos
con un 5% de sobrenadante y MRS. Puesto que la actividad antimicrobiana especifica del cultivo
control fue similar a la del que contenia un 5% de sobrenadante, el principal efecto del sobrenadante
en la actividad antimicrobiana total podria consistir en la estabilizacion de dicha actividad,
probablemente como consecuencia de su contenido en Tween 80 como agente antiagregante. En
este sentido, el efecto beneficioso del Tween 80 en la produccion de bacteriocinas, en la prevencion
de la pérdida de su actividad antimicrobiana o en la disociacion de agregados inactivos se ha
observado por numerosos investigadores (Biswas et al., 1991; Jung et al., 1992; Nissen-Meyer et
al., 1992a; Daba et al., 1993; Aymerich et al., 2000Db).

En cualquier caso, permanece por resolver el motivo por el que la produccion de enterocina P
en el caldo BHI, incluso en el suplementado con un 5% de sobrenadante, representa
aproximadamente un 25% de la obtenida en caldo MRS bajo condiciones de pH no controlado, a

pesar de que el crecimiento es similar en ambos medios.
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V. Introduccion

V.1. INTRODUCCION

Las bacteriocinas de las bacterias
lacticas pueden englobarse dentro de un

grupo amplio de compuestos ’,:. :.o
antimicrobianos que incluye péptidos de A a2g Y Vel
origen bacteriano (lantibi6ticos y no I M
lantibidticos) y de origen eucaridtico, :..'.:.

como las cecropinas, las magaininas, la

melitina y la alameticina (Hancock y

Chapple, 1999; Nissen Meyer vy

Nes, 1997). A pesar de su diversa procedencia, los péptidos antimicrobianos tienen en comun su
pequerfio tamafio molecular (3-6 kDa), su elevado punto isoeléctrico (pl) y su capacidad para formar
estructuras anfipaticas que les permiten interaccionar con las membranas biolédgicas (Venema et al.,
1993; Montville et al., 1995).

La enterocina P es un péptido antimicrobiano de pequefio tamafio molecular (4.630 Da),
anfipético y cationico (pl= 8,1), por lo que su actividad antibacteriana podria estar mediada por la
permeabilizacion de la membrana de las células sensibles, al igual que se ha demostrado con otras
bacteriocinas de las bacterias lacticas (van Belkum et al., 1991b; Venema et al., 1993; Abee et al.,
1994; Gonzélez et al., 1996; Marciset et al., 1997; Moll et al., 1996). Con el objeto de investigar el
mecanismo de accidn de la enterocina P en E. faecium T136, se determind el efecto de la
bacteriocina en los componentes de la PMF (el potencial de membrana, AY, y el gradiente de pH,
ApH) (Fig. 2.8, seccidn 11.5.1.3), la concentracion de ATP intracelular, la inhibicion del transporte y
la liberacion de sustratos preacumulados en las células sensibles. Asimismo, se evaluo el efecto de
la bacteriocina en liposomas derivados de los lipidos totales de E. faecium T136 y en liposomas
sintéticos preparados con lipidos de E. coli.

En los dltimos afios existe una preocupacion creciente por el desarrollo de resistencias
microbianas frente a los antibidticos empleados con mayor frecuencia en el tratamiento de
infecciones (Davies, 1996) y por el peligro que constituye la presencia de microorganismos
patdgenos, especialmente L. monocytogenes, en los alimentos (Janda y Abbott, 1999; Muriana,
1996). Una de las estrategias propuestas para minimizar ambos problemas consiste en el empleo de
péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal (Hancock, 1997; Nissen-Meyer y Nes, 1997); en
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este contexto, la optimizacion de su aplicacion, asi como el disefio de nuevos péptidos con una
mayor eficacia in vivo, requiere el conocimiento del mecanismo molecular que determina su
actividad y especificidad antimicrobianas.

Carmen Herranz Sorribes 198



V. Material y Métodos

V.2. MATERIAL Y METODOS

Todos los experimentos descritos en este capitulo se realizaron empleando enterocina P
purificada a homogeneidad (seccion 111.2.7). E. faecium T136 se emple6 como microorganismo
indicador en los ensayos de actividad antimicrobiana en placas microtituladoras (seccion 111.2.4.4) y
en los experimentos realizados para determinar el efecto de la enterocina P en la viabilidad celular y
su mecanismo de accion molecular.

Como trabajo preliminar a la realizacion de los experimentos descritos en este capitulo se
determinaron el peso celular seco (PCS) y la concentracion de proteina total de las células de E.
faecium T136. EI PCS de las células se determind a partir de 1 ml de cultivos con DOgy = 0,6; para
ello, tras la centrifugacion de los cultivos, las células se resuspendieron en 1 ml de solucion salina
(0,9% NacCl, p/v) estéril y se dispensaron (por cuadruplicado) en bandejas de aluminio desechables
previamente pesadas. También se dispensdé 1 ml de soluciéon salina estéril en tres platillos
adicionales. Los platillos se desecaron en un horno a 100°C durante toda la noche, y al dia siguiente
se determind su incremento de peso en presencia y en ausencia de células en una balanza de
precision. La media del incremento de peso de los platillos sin células se sustrajo del incremento
medio de peso de los platillos con células, obteniéndose el peso celular seco de E. faecium T136.
Por otra parte, la concentracion de proteina total de las células de E. faecium T136 (DOgo= 1) se
determind mediante un ensayo colorimeétrico empleando un kit comercial (DC Protein Assay, Bio
Rad, Hercules, EE.UU) y seroalbdmina bovina (BSA) como proteina estandar para construir la

curva de calibracion.

V.2.1. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LA VIABILIDAD DE CULTIVOS DE E. faecium T136

Con el objeto de establecer si la enterocina P ejerce un efecto bacteriostatico o bactericida en E.
faecium T136, se determind el efecto de la bacteriocina purificada en el crecimiento de dicho
microorganismo. Para ello, el microorganismo indicador se inocul6 en caldo MRS y se incubd a
32°C durante 16 h. A partir de este cultivo se inocularon aproximadamente 10° ufc/ml en 4,5 ml de
caldo MRS y se afadieron 500 ul de una muestra de enterocina P pura con una actividad
antimicrobiana de 2,5 x 10 UB/ml. Como control se empleé el mismo volumen del caldo MRS al
que se le adicionaron 500 ul del solvente en el que estaba disuelta la bacteriocina (70% agua
desionizada (0,1% TFA), 30% isopropanol (0,1% TFA). Los tubos problema y control se incubaron
a 32°C durante 24 h, realizandose a intervalos variables recuentos de las unidades formadoras de

colonias.
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Para determinar si las células supervivientes al tratamiento (36 h) con 5 x 10° UB/ml de
enterocina P eran resistentes a esta bacteriocina o se desarrollaban como consecuencia de su
agotamiento, estas células se cultivaron nuevamente en presencia de 2,5 x 10° UB/ml de enterocina
P, determinandose a intervalos variables la DOgy de los cultivos en un colorimetro.

Finalmente, para establecer si la enterocina P ejerce una accidn bacteriolitica en las células
sensibles, se trataron 10° ufc/ml con 1 x 10* UB/mI de enterocina P, determinandose asimismo a
intervalos variables la DOgy de los cultivos en un colorimetro.

El modo de accién de la enterocina P se consideraria bactericida si se observase una
disminucion de las ufc/ml con respecto al recuento inicial y bacteriostatico si los recuentos se
mantuviesen constantes durante la incubacion. Por otra parte, si la accion bactericida fuera

bacteriolitica, se observaria una disminucién de la DOgyo con respecto a la del control.

V.2.2. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LOS NIVELES INTRA- Y EXTRACELULARES DE
ATP

El efecto de la enterocina P en las concentraciones intra y extracelulares de ATP de E. faecium
T136 se determind empleando una modificacion del método descrito por Chen y Montville (1995).
Las células de un cultivo de E. faecium T136 desarrollado en 10 ml de caldo MRS a 30°C (DOgyo
=0,6) se recogieron por centrifugacion a 8.000 rpm y 4°C durante 10 min, se lavaron con tampén 2-
(N-morfolino)-etanosulfonato (MES) 50 mM (pH 6,5) y se mantuvieron en hielo hasta su empleo.
Antes de determinar los niveles de ATP intra y extracelulares, las células se resuspendieron a la
mitad de su volumen original en tampon MES 50mM (pH 6,5) con un 0,2% de glucosa (p/v) y se
incubaron durante 20 min con objeto de incrementar su concentraciéon de ATP (proceso de
“energizacion”). A continuacion, la suspension celular se tratd con 5, 20, 50 y 100 UB/ml de
enterocina P, y, seguidamente, se determinaron las concentraciones de ATP total e intracelular de E.
faecium T136 durante 20 min, empleando como control células de E. faecium T136 sin tratar con la
bacteriocina. Asimismo, células de E. faecium T136, que no habian sido energizadas previamente,
se trataron con 50 UB/ml de enterocina P durante 20 min, determindndose posteriormente su
produccion de ATP tras la adicion de glucosa. La determinacion de la concentracion de ATP se
realizd mediante un ensayo de deteccion de la bioluminiscencia empleando un kit comercial (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EE.UU.). El ensayo se basa en la deteccién de la luminiscencia emitida
cuando la enzima luciferasa consume ATP para oxidar la D-luciferina de acuerdo con las siguientes

reacciones:
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Luciferasa
1) ATP + luciferina Mo+ N Adenil-luciferina + PPi
D U
(2 Adenil-luciferina + O, Oxiluciferina + AMP + CO; + luz

La reaccion (1) es reversible y su equilibrio esta desplazado hacia la derecha; en cambio, la
reaccion (2) es irreversible. Si el ATP es el reactivo limitante, la emision de luz es proporcional a la
presencia de ATP.

Para determinar el ATP total, se trataron 20 ul de las suspensiones celulares con las diferentes
concentraciones de enterocina P con 80 ul del detergente dimetilsulfoxido (DMSO) vy, tras su
incubacion durante 30 s a temperatura ambiente, se diluyeron en agua desionizada estéril hasta un
volumen final de 5 ml. Por otra parte, para determinar el ATP extracelular, 100 ul de las
suspensiones celulares tratadas con enterocina P se diluyeron en 4,9 ml de tampon MES 50mM (pH
6,5). Finalmente, 100 ul de las diluciones anteriores se mezclaron con 100 pl del ATP Assay Mix
(con luciferina, luciferasa, MgSQ,4, DTT, EDTA, BSA y un tampdn de tricina) del kit comercial y se
determind su bioluminiscencia en un luminémetro mod. Lumac Biocounter M2010A (3M, Ontario,
Canada). En los ensayos de determinacién de la concentracion de ATP se realizé una curva patron
determinando la bioluminiscencia de soluciones con una concentracion de ATP conocida, lo que
permitié transformar la bioluminiscencia de las muestras (expresada en unidades de intensidad
luminosa relativa, ILR) en concentracion de ATP (expresada en nmoles/ml). Finalmente, la

concentracion de ATP se expresé en nmoles/mg de peso celular seco.

V.2.3. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN EL TRANSPORTE DE SUSTRATOS RADIACTIVOS
EN CELULAS DE E. faecium T136

El efecto de la enterocina P en ciertos procesos de transporte de iones y metabolitos de E.
faecium T136 se determiné empleando los sustratos radiactivos Rb® (0,15 mCi/mmol), P;* (3.000
Ci/mmol) y [C'*]-4cido glutémico (260 mCi/mmol) (Amersham Pharmacia Biotech, Reino
Unido). Para ello, se obtuvieron células de un cultivo de E. faecium T136 en la fase logaritmica del
crecimiento (DOgy = 0,8) y se lavaron (5.000 rpm durante 1 min) cuatro veces con tampoén fosfato
sodico (NaP) 50 mM (pH 7,0), NaMES 50 mM (pH 7,0) o fosfato potasico (KP) 50 mM (pH 7,0),
en los experimentos de transporte de Rb®®, Pi**-fosfato, y [C**]-4cido glutdmico, respectivamente.

A continuacion, las células se resuspendieron en los tampones correspondientes a una concentracion
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final de 137,5 ng proteina celular/ml. Las operaciones descritas a continuacion se realizaron en un

laboratorio de radiois6topos dotado de las medidas de seguridad adecuadas:

1) A las células de E. faecium T136, resuspendidas en 1,2 ml del tampon adecuado a una
concentracion final de 137,5 ug/ml e incubadas en un bafio de agua termostatado a 30°C, se les
afiadieron 12 pl de los sustratos radiactivos Rb® (1/10), [C'*]-4cido glutdmico (1/1) 6 Pi**-
fosfato (1/100). En los experimentos con Rb® se emplearon, ademas de las células sensibles de
E. faecium T136, células de E. faecium P13 y células viables obtenidas a partir de un cultivo de
E. faecium T136 sometido a un tratamiento con 1 x 10* UB/mI de enterocina P durante 24 h.
Estas células se denominaron E. faecium T136r (“resistentes”), ya que no resultaron inhibidas
por el sobrenadante de un cultivo de E. faecium P13 capaces de inhibir las células de E.
faecium T136.

2) Seguidamente, de cada una de las muestras se tomaron 100 pl que se depositaron
inmediatamente en un filtro de nitrato de celulosa de 0,45 um de espesor acoplado a un matraz
conectado a un sistema de vacio. El filtro se lavé con 2 ml de tampén LiCl 0,1 M frio y se
introdujo en un tubo de Eppendorf para determinar posteriormente la radiactividad de las
células retenidas en el filtro.

3) A continuacion, se le afadié glucosa (0,5 %, p/v) a la suspension celular y se tomaron muestras
cada 5 min, que se procesaron de la manera descrita en el apartado anterior.

4) Transcurridos 20 min desde la adicion de la glucosa, se afiadio la enterocina P (60 y 120
UB/ml) o el solvente en el que ésta estaba disuelta [60% isopropanol (v/v) con 0.1% TFA
(v/Vv)] a la suspension celular y se tomaron muestras cada 5 min, que se procesaron como se ha
descrito en el apartado 2.

5) El experimento concluy6 con la adicion de nisina (10 uM) para lisar las células y la extraccion
de una ultima muestra a los 5 min de su adicion, que se procesé como se ha descrito en el
apartado 2.

Finalmente, se afiadieron 1,2 ml de liquido de centelleo (Emulsifier Scintillator Plus, Packard) a
los tubos de Eppendorf con los filtros y se determind su radiactividad en un contador de centelleo
liquido mod. Tri-Carb 460 CD (Packard Instruments Corp.).
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V.2.4. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LOS COMPONENTES DE LA FUERZA PROTON
MOTRIZ (PMF)

El efecto de la enterocina P en los componentes de la PMF, ApH y AW, se determino de forma
indirecta mediante el empleo de sondas fluorescentes. La fluorescencia de las sondas se midi6 en un
espectrofluorimetro mod. LS50B (Perkin Elmer), termostatado a 30°C y con agitacion magnética
continua. Con objeto de evitar la adhesion de los ion6foros valinomicina y nigericina a las paredes
de la cubeta de cuarzo, ésta se lavo abundantemente con agua desionizada y etanol 96° entre

experimentos.

V.2.4.1. Efecto de la enterocina P en el gradiente de pH (ApH) de células de E. faecium T136

El efecto de la enterocina P en el ApH (alcalino en el interior) de células de E. faecium T136 se
determindé empleando la sonda fluorescente 2°,7 -bis-(2-carboxietil)-5(y 6)-carboxifluoresceina
(BCECF) (Molecular Probes, Leiden, Holanda), tal como describieron Molenaar et al. (1991). El
BCECF es un compuesto fluorescente derivado de la fluoresceina que se emplea frecuentemente
como indicador del pH intracelular, ya que su pK, (7,0) se encuentra en el rango de valores del pH
citoplasmatico (6,8-7,4). Dado que la absorcion del anion fenolato (forma béasica del BCECF) es
mayor a la de la forma protonada (forma acida del BCECF), la disminucion de la fluorescencia es
una medida indirecta de la disipacion del gradiente de pH.

El procedimiento seguido para la obtencién de las células de E. faecium T136 y la inclusion

intracelular de la sonda BCECF fue el siguiente:

1) Las células de un cultivo de E. faecium T136 en caldo MRS a 32°C (DOsgy = 0,8) se lavaron
cuatro veces con tampon KP 50 mM (pH 7,0) a 5.000 rpm durante 1 min y se resuspendieron
(por duplicado) en un volumen reducido del tampon (2-20 ul) a una concentracion final de 25
mg proteina celular/ml.

2) A continuacion, se afiadieron BCECF 1 mM y HCI 0,5 M (2 ul en un tubo y 2,5 ul en otro) a la
suspension celular, se agitd suavemente y se incubaron los tubos a temperatura ambiente

durante 5 min.
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3) Una vez transcurrida la incubacion, las células se lavaron cuatro veces con tampon KP 50 mM
(pH 7,0) para eliminar el BCECF no incluido en su interior y para neutralizar el efecto toxico
del &cido.

4) Finalmente, las células se resuspendieron en 200 ul de tampén KP 50 mM (pH 7,0) y se
seleccionaron aquéllas que mostraron el color amarillo mas intenso tras el tratamiento acido
mas moderado.

Para determinar el efecto de la enterocina P en el ApH de células de E. faecium T136 cargadas
con BCECEF se depositd la suspension celular (14 pg proteina celular/ml) en una cubeta de cuarzo
con 1,8 ml de tampén KP 50 mM (pH 6,5) y, una vez estabilizada la sefial fluorescente, se
adicionaron la enterocina P (10 y 50 UB/ml) o el solvente (seccion V.2.3, apartado 4), y el ionéforo
nigericina (0,25 uM). La fluorescencia de las células se cuantificd en el espectrofluorimetro

empleando longitudes de onda de 502 y 525 nm para la excitacion y la emision, respectivamente.

V.2.4.2. Efecto de la enterocina P en el potencial de membrana (A¥) de células de E. faecium
T136

El efecto de la enterocina P en el AW de células de E. faecium T136 se determin0
cualitativamente mediante el empleo de la sonda fluorescente ioduro de 3,3 -dipropil-
tiodicarbocianina [DiSC3(5)] suministrada por Molecular Probes. EI DiSC3(5) es una sonda que se
acumula en membranas hiperpolarizadas y se integra en el interior de la bicapa lipidica; su
agregacion dentro de la membrana resulta en una disminucion de la fluorescencia (extincion),
mientras que la despolarizacion de la membrana causa la liberacion de la sonda y, por tanto, la
recuperacion de su fluorescencia (Sims et al., 1974).

Las células de E. faecium T136 se obtuvieron como se ha descrito en el apartado 1 de la
seccidén anterior, con la Gnica excepcion de que su concentracion final fue de 2,5 mg de proteina
celular/ml.

Para determinar el efecto de la enterocina P en el AY de células de E. faecium T136 se
realizaron dos tipos de experimentos. En el primero, la suspension celular de E. faecium T136
(13,75 g proteina celular/ml) se depositdé en una cubeta de cuarzo con 1,8 ml del tampdn K-
HEPES 50 mM v, tras la adicién de la sonda DiSC3(5) (0,25 uM), se gener6 un A¥Y mediante la
adicion de glucosa (0,5%) y el iondforo nigericina (intercambiador H*/K™). En esta aproximacion se

emplearon ademas células de E. faecium P13y de E. faecium T136r (seccion V.2.3). En el segundo
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experimento, el AW se generé mediante la adicion del iondforo de K* valinomicina (cataliza el
uniporte de K*) a células no energizadas de E. faecium T136 (13,75 pg proteina celular/ml),
resuspendidas en 1,8 ml de tampones sin K* (NaP 50 mM, CsCl 50 mM vy cloruro de colina, con el
pH ajustado a 7,0). Finalmente, se adiciond la enterocina P (30 y 70 UB/ml) o el solvente, y nisina
(6 uM). La fluorescencia de las células se cuantifico en el espectrofluorimetro empleando

longitudes de onda de 643 y 666 nm para la excitacion y la emision, respectivamente.

V.2.5. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN EL MOVIMIENTO TRANSMEMBRANA DE IONES
K+

El efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de iones K* se determind con la
sonda fluorescente &cido 3-bencenodicarboxilico, 4, 4°- [1, 4, 10, 13-tetraoxa-7, 16-diazociclo-
octadecano-7, 16-diilobis (5-metoxi-6, 2-benzofurandilo)] bis- (PBFI, del inglés Potassium-
Binding Benzofuran Isophthalate) (Jezek et al., 1990) suministrada por Molecular Probes. El
fluoréforo contiene una corona de éter con una cavidad cuyo tamafio le confiere la especificidad
para el K*. La concentracion del cation se determind de forma indirecta por el aumento de
fluorescencia causado por su unién a la sonda.

Las células de E. faecium T136 se obtuvieron como se ha descrito en el apartado 1 de la
seccion V.2.4.1, con la excepcion de que se resuspendieron en tampdn cloruro de colina 50 mM
(con el pH ajustado a 7,0 con 20 mM bis-tris propano) a una concentracion final de 5 mg/ml.

Para determinar el efecto de la enterocina P en el AY de células de E. faecium T136, la
suspension celular (275 ug proteina celular/ml) se deposit en una cubeta de cuarzo con 1,8 ml del
tampdn cloruro de colina 50 mM (pH 7,0) y la sonda PBFI (8 uM). A continuacion, se afiadio
glucosa a las células (0,5%, p/v) y, una vez estabilizada la fluorescencia de la sonda, se afiadid
enterocina P (60 UB/ml) o solvente. Finalmente, el iondéforo valinomicina (0,25 uM) se emple6
para equilibrar la concentracion de K a ambos lados de la membrana. La fluorescencia de las
células se midio en el espectrofluorimetro empleando longitudes de onda de 336 y 507 nm para la

excitacion y la emision, respectivamente.
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V.2.6. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LIPOSOMAS

El efecto de la enterocina P en un sistema de lipidos modelo se determind empleando

liposomas derivados de los lipidos totales de E. faecium T136 y liposomas sintéticos compuestos
por dioleil-glicero-fosfatidilcolina (DOPC) y dioleil-glicero-fosfatidilglicerol (DOPG) (1:1).

V.2.6.1. Efecto de la enterocina P en liposomas de E. faecium T136 cargados de

carboxifluoresceina

V.2.6.1.1. Aislamiento de los lipidos totales de E. faecium T136

Las células de 1 I de cultivo de E. faecium T136 en caldo MRS a 32°C (DOgy = 0,8) se

obtuvieron por centrifugacion a 8.000 rpm y 4°C durante 15 min y se lavaron en 500 ml de agua de

peptona (0,1%, p/v). El aislamiento de los lipidos totales se realizd6 empleando una modificacion

(Winkowski et al., 1996) del método de Bligh y Dyer (New, 1992), como se detalla a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se pesaron 6 g de esferas de vidrio (100-150 um de didmetro, Sigma) por duplicado y se
afiadieron a dos tubos de centrifuga de propileno (50 ml).

Las células lavadas con el agua de peptona se resuspendieron en 4 ml de HCI 0,1N y se
transfirieron a los tubos de centrifuga con las esferas de vidrio, a los que se afiadieron 10 ml de
metanol.

A continuacion, se afiadieron 5 ml de cloroformo a la suspensién celular y ésta se agitd
enérgicamente. La mezcla se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente, agitandose durante
este periodo vigorosamente cada 20 min.

Transcurrida la incubacion, se afiadieron a la mezcla 5 ml adicionales de cloroformo y 6 ml de
HCI 0,1N (ratio final metanol:cloroformo:HCI = 1:1:1) y se agit6 de nuevo.

Seguidamente, se centrifugd la suspension celular a 1000 x g a temperatura ambiente durante 3
min. Tras la centrifugacion se obtuvieron tres fases: (i) una fase superior con metanol y HCI
que se desechd; (ii) una fase intermedia con el cloroformo y los lipidos (separada de la fase
superior por una interfase con células), que se trasvaso a un tubo de vidrio pesado previamente;
y (iii) un sedimento con las esferas de vidrio.

El pH de los lipidos extraidos en cloroformo se neutraliz6 a pH 7,0 con una solucion de
NH4OH 1N en metanol.
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7) A continuacion, los lipidos se desecaron en un bafio de agua a 25°C bajo una corriente de gas
N, y se determind su peso seco.
8) Finalmente, los lipidos se resuspendieron en 3 ml de cloroformo:metanol (9:1) y se dividieron

en tres viales de cristal oscuro que se sellaron y mantuvieron a —20°C hasta su empleo.

V.2.6.1.2. Preparacion de liposomas cargados de carboxifluoresceina mediante cromatografia de

filtracion en geles

Para la preparacion de liposomas unilamelares de gran tamafio cargados de 5 (6)-
carboxifluoresceina (CF) se siguio el procedimiento descrito por Hromy y Carman (1986), con las
modificaciones introducidas por Winkowski et al. (1996). Dicho procedimiento se basa en la puesta
en contacto de los fosfolipidos y la fase acuosa por la accién de detergentes que protegen del agua a
las porciones hidrofébicas de las moléculas lipidicas. La eliminacion lenta del detergente, en este
caso mediante una cromatografia de filtracion en gel, permite la formacion espontanea de liposomas
unilamelares (New, 1992). El protocolo seguido se detalla a continuacion:

1) Los lipidos totales aislados de E. faecium T136 y disueltos en la solucion de
cloroformo:metanol (9:1) se desecaron bajo una corriente de gas N». El solvente residual se
elimind mediante centrifugacion a vacio durante 2 h.

2) Los lipidos desecados (2,7 mg) se resuspendieron en el tampon MES 50 mM (pH 6,5) (en
adelante, tampdén de ensayo) suplementado con 170 mM del detergente octil-pB-D-
glucopiranésido (OG) y con 0,5 mM de CF (Molecular Probes) y se agitaron intermitentemente
durante 1 h.

3) A continuacion, la mezcla se deposito en una columna cromatogréfica superfina (0,7 x10 cm)
que contenia 1 g de la resina de filtracion en gel Sephadex G-50 (Sigma) y que habia sido
previamente equilibrada con 40 ml del tampon de ensayo y con 0,4 ml de solucion de CF 0,5
mM en el mismo tampon.

4) Finalmente, la mezcla de lipidos-CF-detergente se depositd en la columna cromatografica y se
afladieron aproximadamente 40 ml del tampon de ensayo para la elucion. Los liposomas
cargados de CF eluyeron en el volumen del lecho de la columna, mientras que la CF libre y el

detergente eluyeron mas tarde.
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V.2.6.1.3. Efecto de la enterocina P en liposomas cargados de fluoresceina

La CF es un compuesto fluorescente derivado de la fluoresceina, soluble en agua y con un peso
molecular de 376 Da. Una propiedad de la CF es su capacidad de extincion (del inglés self-
guenching), lo que implica que, a altas concentraciones, la fluorescencia de la CF se reduce. Por lo
tanto, cuando la CF se encuentra dentro de los liposomas, la fluorescencia emitida es nula 0 muy
pequefia; en cambio, si se produce su salida de los liposomas, por ejemplo tras su tratamiento con
bacteriocinas o detergentes, su fluorescencia aumenta al diluirse en el medio y disminuir el
fendmeno de extincion. Dentro de un cierto margen, la fluorescencia emitida por la CF es
proporcional a su concentracion (Winkowski et al., 1996).

La determinacion del efecto de la enterocina P en la liberacién de CF de los liposomas se
realizé afadiendo enterocina P (90 y 450 UB/ml) a una cubeta de cuarzo que contenia 5 ul de una
dilucién (1:6) de los liposomas cargados de fluoresceina en 2 ml de tampén MES 50 mM (pH 6,5)
en agitacion magnética continua. La fluorescencia se cuantificé en un espectrofluorimetro mod.
F1T11 (Metuchen, NJ, EE.UU.) empleando longitudes de onda de 490 y 516 nm para la excitacion
y la emision, respectivamente. El efecto de la bacteriocina en los liposomas se expresé como el
porcentaje de liberacion de CF, calculado mediante la ecuacién [(Fi - Fo)/ (F, - Fo)] x 100, donde F;
representa la fluorescencia en el tiempo t, F, es la fluorescencia inicial (previa a la adicion de la
bacteriocina o el detergente) y F, es la fluorescencia maxima, obtenida tras el tratamiento de los
liposomas con el detergente Triton X-100 (0,05%, v/v). La linea basal de fluorescencia se obtuvo
afiadiendo tampon MES 50 mM (pH 7,0) en lugar de enterocina P a los liposomas y se sustrajo de

los valores de fluorescencia obtenidos tras la adicion de la bacteriocina.

V.2.6.2. Efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos cargados de Rb® o K*

V.2.6.2.1. Efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos cargados de Rb®

La preparacion de liposomas sintéticos cargados de Rb®® se realizé mediante la técnica de
evaporacion en fase inversa, segun el procedimiento descrito por Szoka y Papahadjopoulos (1978).
Para ello, se mezclaron 125 ul de DOPC y DOPG (10 mg/ml, disueltos en cloroformo/etanol) y se
desecaron con una corriente de gas N. El sedimento se resuspendié en 100 ul de etanol y se

sometio a una nueva desecacion con el objeto de eliminar por completo el cloroformo residual. Los
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lipidos desecados se resuspendieron en 3 ml de éter dietilico y 0,5 ml de tampon NaP 50 mM (pH
7,0) y se agitaron vigorosamente. A continuacion, se sometieron a evaporacién en un rotavapor
hasta obtener un volumen final de aproximadamente 200 ul que contenia las denominadas
“vesiculas (liposomas) de evaporacion en fase inversa”, caracterizadas por un volumen acuoso
intracelular elevado. Los liposomas se incubaron con 20 pl de Rb® (0,15 mCi/mmol) a temperatura
ambiente durante toda la noche para permitir la incorporacion del sustrato radiactivo. Finalmente,
los liposomas se diluyeron en tampon NaP 50 mM (pH 7,0) a una concentracion final de lipidos
totales de 0,55 mg/ml y, tras tomar una muestra en el tiempo cero, se afiadio la enterocina P (70
UB/ml) o el solvente. Seguidamente, se tomaron muestras (200 ul) cada 5 min que se procesaron de
la manera descrita en la seccién V.2.3. (apartado 4), con la excepcion de que los filtros se lavaron
con tampon NaP 50 mM (pH 7,0). El experimento finalizd con la adicion del detergente Triton X-

100 (0,2%, v/v) que produijo la liberacion del Rb®® contenido en los liposomas.

V.2.6.2.2. Efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de iones K* en liposomas

sintéticos

La sonda fluorescente PBFI (seccion V.2.5) se empled como sonda externa e interna para la
determinacion del movimiento transmembrana de iones K*. Para la preparacion de liposomas
sintéticos cargados de PBFI (sonda interna) se siguié el protocolo descrito por Batzri y Korn (1973).
Para ello, se mezclaron 125 ul de DOPC y DOPG (10 mg/ml) disueltos en cloroformo/etanol y se
desecaron bajo una corriente de gas N,. El sedimento se resuspendio en 100 ul de etanol y se
sometié a una nueva desecacion. Los lipidos desecados se resuspendieron en 25 ul de etanol y se
inyectaron lentamente con una jeringa Hamilton en un tubo de Eppendorf que contenia 500 ul de
tampon KP 50 mM (pH 7,0) y PBFI (8 uM) en agitacion. Seguidamente, la suspension lipidica se
centrifugd a 80.000 rpm y 4°C durante 15 min en una ultracentrifuga (Optima TLX Ultracentrifuge

120.000 rpm, Beckman) y el sedimento se resuspendio en un volumen pequefio (=5 ul) de tampdn
cloruro de colina 50 mM (con el pH ajustado a 7,0 con bis-tris propano 20 mM). Para la preparacion
de liposomas sintéticos con PBFI como sonda externa se procedié de la misma manera, con la
excepcioén de que los lipidos se inyectaron en el tampon en ausencia del PBFI.

Para determinar el efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos DOPC:DOPG (1:1)
empleando PBFI como sonda extracelular se depositaron 2 ul de la suspension de liposomas en una

cubeta de cuarzo con 1,8 ml de tampon cloruro de colina 50 mM (con el pH ajustado a 7,0 con bis-
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tris propano 20 mM), y, a continuacion, se afiadié la enterocina P (70 UB/ml) o el solvente.
Finalmente, se afiadié Triton X-100 (0,2%) para liberar el K* de los liposomas. De manera analoga,
el efecto de la enterocina P en liposomas cargados de PBFI se determiné afiadiendo la enterocina P
(70 UB/ml) o el solvente a una suspension de 2 ul de liposomas en el mismo tampdn. Finalmente,
se afiadio Triton X-100 (0,2%) para liberar el PBFIy el K™ de los liposomas. La fluorescencia de las
muestras se midi6 en un espectrofluorimetro mod. LS50 B (Perkin Elmer) termostatado a 30°C y
con agitacion continua, empleando longitudes de onda de 336 y 507 nm para la excitacion y la

emision, respectivamente.
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V.3. RESULTADOS

V.3.1. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LA VIABILIDAD DE CULTIVOS DE E. faecium T136

Con objeto de establecer el modo de accion de la enterocina P en el microorganismo sensible E.
faecium T136 se evalu6 el efecto de 2,5 x 10° UB/ml de la bacteriocina en el crecimiento de dicho
microorganismo. Como se observa en la Fig. 5.1A, el cultivo control mostré su cinética de
crecimiento habitual y alcanzé una concentracion celular de 10° ufc/ml a las 8,5 h. En cambio, el
cultivo tratado con enterocina P no fue Unicamente incapaz de crecer sino que, ademas, el nimero
de células viables disminuy6 dos 6rdenes de magnitud (de 10° a 10% ufc/ml) durante el curso del
experimento, lo que indica un modo de accion bactericida. Los recuentos efectuados a las 24 h
mostraron que se mantenia la diferencia entre el cultivo control y el tratado, alcanzando éstos
concentraciones celulares de 10° y 10° ufc/ml, respectivamente.

Cuando la concentracién de enterocina P se increment6 al doble (5 x 10° UB/ml) no se
detectaron células viables durante las 8,5 h siguientes al tratamiento. No obstante, los recuentos a
las 24 h fueron similares a los obtenidos con el tratamiento de las células con 2,5 x 10° UB/ml de
enterocina P (aproximadamente 10° ufc/ml). Con el objetivo de determinar si las células
supervivientes al tratamiento con 5 x 10° UB/ml (36 h) eran resistentes a la enterocina P 0 se
desarrollaban como consecuencia del agotamiento de la bacteriocina, estas células se cultivaron
nuevamente en presencia o ausencia de 2,5 x 10° UB/ml de enterocina P. Como puede observarse
en la Fig. 5.1B, a pesar de que las células en presencia de enterocina P se desarrollaron mas
lentamente y alcanzaron una DOgy;p menor que las no tratadas, su crecimiento fue
considerablemente superior al observado durante el tratamiento de células de E. faecium T136 que
no habian sido expuestas previamente a la bacteriocina con la misma concentracion de enterocina P
(Fig. 5.1A).

Finalmente, para establecer si la enterocina P ejercia un efecto bacteriolitico en E. faecium
T136, las células se trataron con 1x 10* UB/mI de la bacteriocina. Puesto que, como se muestra en
la Fig. 5.1C, la DOgy del cultivo tratado con enterocina P no disminuyd durante el tratamiento,
puede considerarse que la bacteriocina ejerce un efecto bactericida no litico en las células sensibles.
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Fig. 5.1. (A) Recuentos de un cultivo de E. faecium T136 tratado con 2,5 x 10° UB/mI de enterocina P
(-e- ) y sin tratar (—%—). (B) Densidad Optica de un cultivo de E. faecium T136 previamente tratado
con enterocina P (5 x 10° UB/mI) e inoculado en ausencia (—¥—) o en presencia ( - ) de 2,5 x 10°
UB/mI de enterocina P. (C) Densidad optica de un cultivo de E. faecium T136 tratado con 1 x 10*
UB/ml de enterocina P (=) y sin tratar (—v—). (D) Cultivo de 24 h de E. faecium T136 tratado con 5 x

10° UB/ml de enterocina P (1) y sin tratar (2).
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V.3.2. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LOS NIVELES INTRA- Y EXTRACELULARES DE
ATP

El efecto de diversas concentraciones de enterocina P (5-100 UB/ml) en la concentracion
intracelular de ATP de E. faecium T136, se muestra en la Fig. 5.2. Como puede observarse, el
efecto de la enterocina P depende de la concentracion y del tiempo de tratamiento. Asi, cuando las
células se trataron con 5 UB/ml se obtuvo una reduccion del ATP intracelular del 61% en los
primeros 5 min tras el tratamiento y no se observo una disminucion adicional con el tiempo. Sin
embargo, el tratamiento de las células con 20 UB/ml de enterocina P causé una reduccion similar en
los primeros 5 min (63%), que progresé hasta un 86% transcurridos 20 min. Cuando se emplearon
concentraciones de 50 6 100 UB/ml se obtuvo una reduccién drastica del ATP intracelular (96%) a
los 5 min de la adicion de la bacteriocina, que lleg6 a alcanzar el 98% a los 20 min. Por otra parte,
el ATP intracelular de células no tratadas y en presencia de glucosa (0,2%) aumentd ligeramente
durante el curso del experimento, mientras que aquellas células que habian sido tratadas
previamente al proceso de energizacion con 50 UB/ml de enterocina P durante 20 min no fueron
capaces de incrementar su concentracion de ATP intracelular tras la adicion de glucosa. Ninguna de

las concentraciones de enterocina P empleadas permitié la deteccion de ATP extracelular.
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Fig. 5.2. Concentracion de ATP intracelular de células de E. faecium T136 tratadas con 5 (simbolos de
color negro), 20 (simbolos de color rojo), 50 (simbolos de color verde) y 100 UB/ml (simbolos de color
amarillo) de enterocina P, sin tratar (simbolos de color azul), o tratadas con 50 UB/ml de enterocina P
durante 20 min previamente al proceso de energizacion (simbolos de color rosa). Los resultados se
expresan en nmoles ATP/mg peso celular seco, basados en el calculo de que 1 ml de células de E. faecium T136
(DOg20=1) corresponde a 0,72 mg de peso celular seco.

213 Carmen Herranz Sorribes



V. Resultados

V.3.3. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN EL TRANSPORTE DE SUSTRATOS RADIACTIVOS
EN CELULAS DE E. faecium T136

El efecto de la enterocina P (60 UB/ml) en el transporte del analogo del K*, Rb®, se muestra en
la Fig. 5.3A. En ausencia de la bacteriocina (control), las células de E. faecium T136 acumularon 36
umoles del sustrato radiactivo por mg proteina celular tras 40 min; la concentracién de Rb®
acumulada en E. faecium P13 y E. faecium T136r tras el tratamiento con enterocina P fue similar
(34 umoles/mg proteina celular) o ligeramente inferior (28 umoles/mg proteina celular) a la del
control, respectivamente. El transporte de Rb® cesé inmediatamente tras el tratamiento de E.
faecium T136 con enterocina P, y, ademas, se produjo la salida rapida del sustrato preacumulado en
las células, siendo la concentracion intracelular final de Rb® en E. faecium T136 aproximadamente
0,44 umoles/mg proteina celular (0,01% de la del control). Cuando las células de E. faecium T136
se trataron con 120 UB/mI de enterocina P se obtuvo una velocidad de salida del Rb®® al medio
exocelular muy similar a la producida por 60 UB/ml, siendo asimismo la concentracion final
intracelular del sustrato similar a la anterior.

En la Fig. 5.3.B se muestra el efecto de la enterocina P (60 UB/ml) en el transporte de Pi**
fosfato en las células de E. faecium T136. La captacion del sustrato radiactivo no resulto afectada
por la adiciébn de la bacteriocina y alcanz6 un valor maximo similar al del control
(aproximadamente 13 pmoles/mg proteina celular). Cuando las células de E. faecium T136 se
trataron con 120 UB/ml de enterocina P, aunque sigui6 sin observarse la salida de Pi**fosfato, ceso
la acumulacion intracelular del mismo, siendo su concentracion final en las células de E. faecium
T136 tratadas con 120 UB/ml de enterocina P un 25% inferior a la del control. La adicion de nisina
(10 M) produijo la salida de la mayoria del Pi**fosfato preacumulado por las células.

Por Gltimo, en la Fig. 5.3C se muestran los resultados obtenidos con respecto al transporte de
[C™] -4cido glutamico en células de E. faecium T136 tratadas con enterocina P (60 UB/ml). Como
puede observarse, a los 10 min de la adicién de glucosa cesé el transporte de [C'*]-4cido
glutdmico y comenzo su salida al medio exocelular. Tras la adicion de enterocina P, la velocidad de
salida del sustrato radiactivo no presentd diferencias significativas en las células tratadas y no
tratadas. Al igual que en el caso anterior, la nisina (10 uM) causé la salida rapida de la préctica

totalidad del [C**] -4cido glutamico de las células de E. faecium T136.
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Fig. 5.3. (A) Efecto de la enterocina P (60 UB/ml) en el transporte de Rb* en células de E. faecium
T136 (-@), E. faecium P13 (-8 y E. faecium T136r (—A-). La flecha indica el momento de adicién a de
la enterocina P a estas células o del solvente (-») a las células de E. faecium T136; (B) y (C) Efecto de
la enterocina P (60 UB/mI) en el transporte de C*-glutamato y Pi**-fosfato en células de E. faecium

T136. La flecha 1 indica el momento de la adicion de la bacteriocina ( -e-) o el solvente (-w); la flecha

2 indica el momento de la adicion de nisina (10 uM).
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V.3.4. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LOS COMPONENTES DE LA FUERZA PROTON
MOTRIZ

V.3.4.1. Efecto de la enterocina P en el gradiente de pH (ApH) de células de E. faecium T136

El efecto de la enterocina P (60 UB/ml) en el ApH de células de E. faecium T136 cargadas con
la sonda fluorescente BCECF resuspendidas en el tampdn KP 50 mM (pH 6,5) se muestra en la Fig.
5.4. Como puede observarse, la fluorescencia emitida por la sonda no se alterd tras la adicién de la
bacteriocina o el solvente, lo que indica que la enterocina P no produce movimientos
transmembrana de H™; sin embargo, la adicion posterior del iondforo nigericina (intercambiador
K'/H* que disipa el ApH) provocod la rapida disminucion de la sefial fluorescente como

consecuencia de la disminucion del pH intracelular originada por la entrada de H" al citoplasma .

600
1@ 2
. y
3 500
LL
O
L
O
m
€ 400
8
2
3]
o
S 300
LL
T ‘ ‘ T
0 1 2

Tiempo (min)

Fig. 5.4. Efecto de la enterocina P en el ApH de células de E. faecium T136 cargadas de
BCECF. La flecha 1 indica el momento de la adicion de la enterocina P (60 UB/ml, linea a) o del solvente

(linea B). La flecha 2 indica el momento de la adicion de nigericina (0,25 uM). La fluorescencia se expresa
en unidades arbitrarias (u.a.).
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V.3.4.2. Efecto de la enterocina P en el potencial de membrana (A¥Y) de ceélulas de
E. faecium T136

El efecto de la enterocina P en el AW de células de E. faecium T136 se determin6 empleando la
sonda fluorescente DiSC3(5). EI DiSC3(5) se acumula en las membranas plasmaticas polarizadas, lo
que resulta en la disminucion de su fluorescencia debido al fendmeno de extincion (seccion
V.2.4.2.1). La disipacion del AW provoca la liberacion de la sonda al medio y la consiguiente
recuperacion de la emision de fluorescencia.

En general, la adicion sucesiva de glucosa y nigericina a las células provoca la
hiperpolarizacion de sus membranas, mientras que la posterior adicion de nisina causa la disipacion
del AW previamente inducido. En la Fig. 5.5A se observa que la adicidn de enterocina P (80 UB/ml)
a las células de E. faecium T136 resuspendidas en tampon K-HEPES 50 mM (pH 7,0) origina un
aumento progresivo de la emisién de la fluorescencia, lo que sugiere que se esta produciendo la
disipacion del AW. El incremento adicional de fluorescencia obtenido tras la adicion de nisina
indica que la disipacion ejercida por la bacteriocina tiene un caracter parcial. Cuando se afiadio
enterocina P (80 UB/ml) a células de E. faecium T136r y E. faecium P13 no se observo ningun
efecto en el AY; no obstante, al igual que en el caso anterior, la nisina causé su disipacion (Figs.
5.5B y C, respectivamente). Finalmente, cuando las células de E. faecium T136 se resuspendieron
en tampones sin K* (NaP 50mM, CsCl 50 mM y bis-tris propano 50 mM, pH 7,0) no se observé

efecto de la enterocina P en la disipacion del AW.

V.3.5. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN EL MOVIMIENTO TRANSMEMBRANA DE
IONES K" EN CELULAS DE E. faecium T136

El efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de iones K*, determinado
mediante el empleo de una sonda fluorescente especifica para este cation (PBFI), se muestra en la
Fig. 5.6. La adicion de glucosa (0,5%, p/v) resulté en la captacion de K* por las células y, por tanto,
en la disminucién de la fluorescencia de la sonda como consecuencia de la disminucion de la
concentracion exocelular de K*. El tratamiento de las células con enterocina P (60 UB/ml) provocé
un aumento rapido de la emision de fluorescencia, lo que sugiere que la bacteriocina induce la

salida de iones K" desde el citoplasma al medio exocelular.
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Fig. 5.5. Efecto de la enterocina P en el AY de E. faecium P13 (A), E. faecium T136r (B) y E.
faecium T136 (C). A las células resuspendidas en tampén K-HEPES 50 mM (pH 7,0) se les afiadi6
glucosa (0,5%, flechas 1), nigericina (0,25 uM, flechas 2), enterocina P (80 BU/ml, flechas 3) y nisina (6
uM, flechas 4). La fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias (u.a.).
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Finalmente, la adicion de valinomicina, un iondforo de K*, equilibré la concentracion de este
catién a ambos lados de la membrana y provoco el incremento de la fluorescencia hasta su nivel

previo a la energizacion de las células.
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Fig. 5.6. Efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de K+ en células de E.
faecium T136. A las células resuspendidas en tampoén cloruro de colina 50 mM (pH 7,0) se les afiadié
glucosa (0,5%, flechas 1), solvente (flecha 2a) o enterocina P (60 UB/ml, flecha 2b) y valinomicina (0,25
uM, flechas 3). La fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias (u.a.).

V.3.6. EFECTO DE LA ENTEROCINA P EN LIPOSOMAS

V.3.6.1. Efecto de la enterocina P en liposomas de E. faecium T136 cargados de

carboxifluoresceina

El efecto de la enterocina P (90 y 450 UB/ml) en la liberacién de CF atrapada en liposomas
derivados de los lipidos totales de E. faecium T136 se muestra en la Fig. 5.7. La liberacion de CF
ocurrié inmediatamente tras la adicion de enterocina P, y el porcentaje de liberacion de este
fluordforo, calculado a partir de la liberacion maxima inducida por el detergente TX-100, aumento
con el tiempo y con la concentracidn de bacteriocina empleada. La liberacion de CF, especialmente
cuando se emplearon 450 UB/ml de enterocina P, siguié una cinética bifasica, con una fase inicial
de liberacion rapida seguida de otra mas lenta hasta alcanzar una meseta.
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Fig. 5.7. Efecto de la enterocina P en la liberacion de CF de liposomas derivados de los lipidos

totales de E. faecium T136. La flecha indica el momento de la adicion de la enterocina P: 90 UB/ml (a);
450 UB/m (b).

V.3.6.2. Efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos cargados de Rb®®

El efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos de DOPC-DOPG (1:1, p/p) cargados de
Rb® se muestra en la Fig. 5.8A. Como puede observarse, la concentracion intraliposomal de Rb® se
mantuvo constante tras la adicion de enterocina P (70 UB/ml), lo que indica que la bacteriocina no
altera la permeabilidad de estos liposomas. La liberacion parcial del sustrato radiactivo del interior
de los liposomas se obtuvo tras la adicion del detergente TX-100.

V.3.6.3. Efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de iones K* en liposomas
sintéticos

El efecto de la enterocina P en el movimiento transmembrana de iones K* contenidos en
liposomas sintéticos de DOPC-DOPG (1:1, p/p) se muestra en las Figs. 5.8B y C.
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Fig. 5.8. Efecto de la enterocina P en liposomas sintéticos de DOPC-DOPG (1:1) cargados de
Rb® (A), PBFI (B) 0 K* (C). Las flechas 1y 2 indican el momento de la adicion de la enterocina P (70
UB/ml) (lineas a) o del solvente (lineas b); la flecha 3 indica el momento de la adicion de TX-100 (0,2%). La
fluorescencia de la sonda se indica en unidades arbitrarias (u.a.).
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La adicion de enterocina P (70 UB/ml) no tuvo efecto en el movimiento transmembrana de
iones K* de los liposomas sintéticos. Cuando se empleé PBFI como sonda interna, tan solo se
observd la disminucion de la emision de fluorescencia tras la adicion de TX-100, ya que el
detergente causo la salida rapida del K* contenido en los liposomas (Fig. 5.8B). De manera similar,
cuando la sonda PBFI se empled externamente a los liposomas, se produjo un ligero incremento de
la fluorescencia tras la adicién de la enterocina P y del solvente, que fue despreciable en
comparacion con la originada por el TX-100 (Fig. 5.8C).

En consecuencia, es posible afirmar que la enterocina P, a concentraciones del mismo orden
que las que inducen la disipacion del A¥ y el movimiento transmembrana de iones K* de células de
E. faecium T136, carece de efecto en liposomas sintéticos de DOPC-DOPG (1:1), como queda
demostrado por la ausencia de liberacién de Rb® y la inexistencia de conduccién de iones K* a

través de la membrana.
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V.4. DISCUSION

V.4.1. MECANISMO DE ACCION DE LA ENTEROCINA P EN CELULAS DE E. faecium T136

La enterocina P ejercid un efecto bactericida en las células de E. faecium T136, originando a las
3 h una disminucion del 99% en los recuentos del indicador tratado con respecto a los del control
sin tratar. Puesto que no se observo un descenso de la densidad dptica de los cultivos tratados (Fig.
5.1C), la enterocina P ejerceria su efecto antimicrobiano sin causar la lisis de las células sensibles.
Estos resultados son similares a los obtenidos con otras bacteriocinas de la clase II, que,
generalmente, no inducen lisis celular (Chikindas et al., 1993; Venema et al., 1993; Tahara et al.,
1996b). La lisis causada en determinadas condiciones por algunas bacteriocinas, como la nisina,
Pep5 y plantaricina C, podria ser un efecto secundario y/o paralelo debido a la induccién de la
liberacion de las autolisinas de la pared celular (Gonzalez et al., 1996) y dependeria de la
sensibilidad del microorganismo y de la dosis de bacteriocina empleada (Galvez et al., 1989;
Mendoza et al., 1999).

El incremento de los recuentos de E. faecium T136 tras 24 h de tratamiento con enterocina P
podria deberse a la inactivacion de la bacteriocina, a la disminucién de su concentracion por debajo
del nivel umbral necesario para ejercer actividad antimicrobiana y/o al desarrollo de resistencia en
las células previamente sensibles; en este sentido, se ha detectado la aparicion de resistencia
espontanea a la nisina en células de Ls. monocytogenes, lo que se ha correlacionado con la
alteracion de la membrana celular (Ming y Daeschel, 1995; Mazzotta y Montville 1997), de la pared
celular (Davies et al., 1996) o de ambas (Crandall y Montville, 1998; Mendoza et al., 1999). El
hecho de que el crecimiento de las células de E. faecium T136 previamente tratadas con enterocina
P en presencia de esta bacteriocina sea superior al de las células que no habian estado en contacto
con la bacteriocina, y ligeramente inferior al del cultivo control (sin enterocina P), sugiere la
existencia de una poblacién mixta compuesta por células resistentes a la enterocina P y células
supervivientes al tratamiento debido al agotamiento de la bacteriocina.

Al igual que otros péptidos antimicrobianos naturales, la enterocina P posee un elevado pl
(= 8,1) y un carécter anfipatico. Como se observa en la Fig. 5.9A, la hidrofobicidad de la molécula

aumenta progresivamente hacia el extremo C-terminal, existiendo un segmento transmembrana con
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Fig. 5.9. Perfil de hidrofobicidad de la enterocina P (A) y representacion en rueda helicoidal
de los residuos 27 a 44 de la enterocina P (B). El perfil de hidrofobicidad se calculé para una ventana
de 19 aminoacidos empleando la escala de hidrofobicidad de Eisenberg (1984); TMS, situacién del
hipotético segmento transmembrana de la enterocina P. En la rueda helicoidal (Schiffer y Edmundson, 1967)
se representan los aminoécidos apolares y polares con circulos de color negro y blanco, respectivamente.

Carmen Herranz Sorribes 224



V. Discusion

una alta hidrofobicidad en la region C-terminal. Dicha region podria adoptar una estructura en
hélice a hidrofobica (Fig.5.9B) e insertarse en la membrana de las células sensibles, causando la
alteracion de su permeabilidad. La anfipaticidad y la posibilidad de formar estructuras en hélice a
son caracteristicas que permiten la interaccion de las bacteriocinas con las membranas celulares y su
permeabilizacion (Eisenberg, 1984; Montville y Bruno 1994). Dicha estructura aparece en
bacteriocinas de la clase Il como en la bacteriocina de dos componentes lactococcina G (Hauge et
al., 1998a), en la leucocina A (Gallagher et al., 1997), en la carnobacteriocina B2 (Wang et al.,
1999), y en la plantaricina A (Hauge et al., 1998b), asi como en ciertos péptidos antimicrobianos
eucaridticos (Hancock et al., 1995).

Con el objeto de comprobar la hipotesis de la posible actuacion de la enterocina P en la
membrana de las células sensibles se procedid, en primer lugar, a determinar su efecto en los
componentes de la PMF. La enterocina P (80 UB/ml) disipé de una manera concentracion-
dependiente el AW de las células de E. faecium T136 en tampén K-HEPES. La disipacion se
produjo de manera selectiva, pues las células del microorganismo productor (inmunes) y las células
resistentes de E. faecium T136 no resultaron afectadas por la enterocina P (Fig. 5.5, seccién
V.3.4.2). Asimismo, la disipacion del A¥ se observo tan solo en tampones con K*. En este sentido,
la enterocina P se asemeja al ion6foro movil valinomicina. La valinomicina es un antibidtico natural
producido por Streptomyces sp. que cataliza el uniporte electrogénico de los iones Cs*, Rb*, K y
NH,*, y que posee una afinidad por el Na* al menos 10* veces menor que por el K*. La razén
aparente de esta especificidad radica en que los iones Na' no hidratados (forma en la que el
ionoforo realizaria el uniporte) son demasiado pequefios para interaccionar de manera eficiente con
los grupos carbonilo de la valinomicina, por lo que la energia de la formacion del complejo Na*-
valinomicina no es suficiente para equilibrar la necesaria para que se pierda el agua de hidratacion
(Nicholls y Ferguson, 1992).

La enterocina P fue incapaz de causar la disipacion del ApH en las células del microorganismo
sensible tratadas con concentraciones de bacteriocina del mismo orden de magnitud que las que
indujeron la disipacion del AW (Fig. 5.4, seccion V.3.4.1), lo que sugiere que los poros formados
por la bacteriocina no son permeables al paso de H”.

La disipacion de la PMF se ha propuesto como el mecanismo de accién comin de las
bacteriocinas de las bacterias lacticas (Bruno y Montville, 1993; Montville y Bruno, 1994). Los
lantibioticos nisina (Bruno et al., 1992), mutacina (Chikindas et al., 1995b) y plantaricina C

(Gonzalez et al., 1996), y las bacteriocinas de la clase Il lactococcina A (van Belkum et al., 1991b),
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lactococcina B (Venema et al., 1993), pediocina PA-1 (Chikindas et al., 1993), acidocinas 8912 y
1132 (Tahara et al., 1996a,b) y plantaricinas EF y JK (Moll et al., 1999b), disipan los dos
componentes de la PMF. En general, la concentracion de bacteriocina necesaria para disipar el ApH
es menor que la requerida para la disipacion del AY. Sin embargo, de manera similar a la enterocina
P, la lactococcina G (Moll et al., 1996; Moll et al., 1998b) y la lacticina 3147 (McAuliffe et al.,
1998) unicamente disiparon el A¥. En ambos casos, en células que no habian sido tratadas con
valinomicina (que disipa el AY y mantiene una PMF compuesta Unicamente por el ApH), la adicion
de la bacteriocina produjo un aumento del ApH, probablemente como consecuencia de un
incremento en la extrusion de H* por la ATP-sintetasa en respuesta a la disipacion del AW (Moll et
al., 1998b). En este sentido se ha observado que la despolarizacion de la membrana (debida, por
ejemplo, a la entrada de iones K*) provoca un aumento del ApH, que puede compensar
transitoriamente la disipacion del A¥ (Bakker y Mangerich, 1991). En células tratadas con lacticina
3147 (1.200 UB/ml), se observé una disminucion del ApH tras 4 min de tratamiento, probablemente
como consecuencia de la disminucion del ATP intracelular (McAuliffe et al., 1998) o de que la
membrana se vuelve permeable a los H debido a efectos secundarios como el hinchamiento celular
(Bakker y Mangerich, 1991). Estos resultados sugieren que la lactococcina G y la lacticina 3147, al
igual que la enterocina P, forman canales impermeables a los H*.

Aunque en la mayoria de los casos la disipacion del AW ocurre de manera especifica en las
células sensibles, en otros es un proceso no selectivo, pues tanto las células sensibles como las
resistentes resultan afectadas en el mismo grado (Bennik et al., 1997b; McAuliffe et al., 1998).
Cuando se analizé la composicion lipidica de las células sensibles e insensibles a la nisina y a la
pediocina PA-1 se observd que éstas diferian principalmente en la proporcion de fosfolipidos
neutros y glicolipidos de sus membranas; puesto que el proceso inicial de unidn de las bacteriocinas
estd gobernado fundamentalmente por interacciones electrostaticas entre los fosfolipidos negativos
de las membranas bacterianas y las cargas positivas de las bacteriocinas (Driessen et al., 1995a;
Demel et al., 1996; Chen et al., 1997b), éstas podrian interaccionar de manera similar con las
membranas de las células, independientemente de su sensibilidad al péptido antimicrobiano. No
obstante, la oligomerizacion y la formacion de poros ocurririan mas eficazmente en las células
sensibles que en las insensibles, probablemente como consecuencia de la composicion total de la
membrana, en la que juegan un papel importante tanto los lipidos como las proteinas (Bennik et al.,
1997). Por lo tanto, el papel que ejerce la disipacion del AW en la inhibicion del crecimiento puede

tener una importancia relativa. En este sentido, Gonzalez et al. (1996) observaron que la disipacion
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del AY por la accion de la valinomicina tenia un efecto mucho menor en la actividad glicolitica
celular que la disipacion del ApH. Asimismo, cuando el AW es disipado por la adicion al medio de
cultivo de K™ y valinomicina se observa Gnicamente una ligera inhibicion del crecimiento celular
(Moll et al., 1999a,b).

A continuacion, se evalud el efecto de la enterocina P en el estado energético de E. faecium
T136 mediante la medicién de sus niveles de ATP. La bacteriocina origind una disminucién de
hasta un 98% del ATP intracelular que no se acompafié de la salida de ATP al medio exocelular
(Fig. 5.2, seccion V.3.2). La disminucion del ATP intracelular sin un aumento concomitante del
ATP exocelular es un fendmeno que se ha observado como consecuencia de la accion de numerosas
bacteriocinas de la clase Il en células sensibles (Abee et al., 1994; Chen y Montville, 1995;
Barrena-Gonzalez, 1996; Moll et al., 1996; Bennik et al., 1998), lo que sugiere que los poros
formados por estas bacteriocinas no tienen un tamafio suficiente para permitir el paso del ATP (peso
molecular = 507 Da) o bien que presentan especificidad para determinados sustratos. Esta situacion
contrasta con el efecto de los lantibioticos nisina (Winkowski et al., 1994; Montville et al., 1999) y
plantaricina C (Gonzélez et al., 1996), que forman poros inespecificos y producen la liberacién de
ATP al medio exocelular. No obstante, en el caso de la nisina, el ATP detectado en el medio
exocelular corresponde unicamente al 20% de la pérdida total, por lo que es posible que otros
mecanismos participen en su disminucion (Winkowski et al., 1994). En este sentido, la principal
causa de la disminucion del ATP intracelular originada por las bacteriocinas podria ser el
desplazamiento del equilibrio de la reaccion de hidrolisis hacia el ADP debido a la pérdida de iones
fosfato a traves de la membrana (Abee et al., 1994), o bien a la aceleracion de su hidrolisis en un
intento de contrarrestar la disipacion de la PMF (Chen y Montville, 1995).

La disminucién del ATP intracelular presenta una alta correlacion con la pérdida de la
viabilidad celular (Winkowski et al., 1994; Chen y Montville, 1995). En este sentido, a pesar de que
la nisina y la pediocina PA-1 causan una disipacion similar del AW de las células sensibles e
insensibles, la perturbacion severa de la membrana y la disminucion de los niveles de ATP y de la
tasa de glucolisis ocurre Unicamente en las células sensibles (Bennik et al., 1997b).

Con el objeto de determinar el efecto de la disipacion del AY y la disminuciéon del ATP
intracelular en los procesos de transporte de determinados sustratos en E. faecium T136, se
emplearon los compuestos radiactivos Rb*, Pi*-fosfato y [C]-4cido glutdmico. En este
contexto, es conocido que la PMF, o uno de sus componentes, proporciona en una gran variedad de

organismos la energia necesaria para la translocacion de muchos sustratos mediante los

227 Carmen Herranz Sorribes



V. Discusion

denominados sistemas de transporte secundario (Konings y Michels, 1980); asimismo, también
existen en las bacterias lacticas una serie de sistemas de transporte que dependen del ATP u otros
compuestos del fosfato (Poolman et al., 1987b,c). Asi, por ejemplo, el transporte de los sustratos
anionicos fosfato y glutamato en L. lactis tiene lugar mediante sistemas unidireccionales,
dependientes del ATP e independientes de la magnitud y composicion de la PMF (Poolman et al.,
1987a, b, ¢).

La adicién de enterocina P (60 UB/ml) a células de E. faecium T136 energizadas con glucosa
no disminuyd la tasa de transporte de fosfato ni causo la liberacion del fosfato preacumulado (Fig.
5.3B, seccidn V.3.3). Sin embargo, cuando la concentracion de enterocina P se duplic, se produjo
una marcada deceleracion de la incorporacion de fosfato con respecto a la del control, a pesar de
seguir sin observarse la salida del anion. La disminucién en la incorporaciéon de fosfato podria
deberse a una alteracién méas severa de los niveles de ATP en presencia de una mayor concentracion
de enterocina P, mientras que el hecho de no detectarse la salida de fosfato a una concentracion del
mismo orden de magnitud que la que causa la disipacion del AW sugiere que la alteracion de la
permeabilidad de la membrana se debe a la formacién de poros especificos o con un tamafio
insuficiente para permitir la salida del anion. De manera similar a la enterocina P, la lactococcina G
y las plantaricinas EF y JK no liberan el fosfato preacumulado en las células sensibles, a pesar de
que esta Ultima bacteriocina presenta conductividad para otros aniones, tales como el glutamato o la
sonda fluorescente BCECF (Moll et al., 1996; Moll et al., 1999b). Puesto que los poros formados
por la enterocina P no son permeables al fosfato es poco probable que la disminucion del ATP
intracelular observada en presencia de la bacteriocina se deba al desplazamiento del equilibrio de la
hidrolisis de ATP. Contrariamente a la enterocina P, la lactacina F y la pediocina PA-1 produjeron
la liberacion de fosfato simultdneamente con la disminucion del ATP intracelular, lo que podria
deberse a la formacion de poros inespecificos (Abee et al., 1994; Chen y Montville, 1995).

En lo que se refiere al glutamato, se observd que, 10 min después de energizar las células de E.
faecium T136 con glucosa, comenz6 a disminuir su captacion y a producirse su liberacion (Fig.
5.3.C, seccion V.3.3). Esta observacion podria estar relacionada con la regulacion del transporte de
glutamato por el pH intracelular y la concentracion intracelular de iones K, de manera similar a lo
observado en L. lactis (Poolman et al., 1987a). El hecho de que la velocidad de liberacion del
sustrato no varie significativamente en presencia o ausencia de la enterocina P sugiere que, al igual
que en el caso anterior, los poros son impermeables al paso del anion debido a su selectividad o a su

tamafo. El efecto de las bacteriocinas de la clase 11 en el transporte y/o liberacion de glutamato es
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variable. Asi, por ejemplo, la lactococcina A (van Belkum et al., 1991b), la mesentericina Y105
(Maftah et al., 1993), la lactococcina B (Venema et al., 1993), la pediocina PA-1 (Chikindas et al.,
1993), las acidocinas 8912 y JCM1132 (Tahara et al., 1996a,b) y las plantaricinas JK (Moll et al.,
1999b) bloquean el transporte de glutamato y causan su liberacion de las células sensibles. Por otra
parte, la acidocina J1229 induce la liberacion de glutamato Unicamente cuando se emplea a altas
concentraciones (Tahara y Kanatani, 1996), las plantaricinas EF causan una liberacién de glutamato
muy lenta en comparacion con su analogo de dos componentes (plantaricinas JK) (Moll et al.,
1999b) y la lactococcina G, a pesar de bloquear la captacién de glutamato, no produce su liberacion,
incluso cuando se emplea a concentraciones elevadas (Moll et al., 1996).

A pesar de no producir la liberacion de estos aniones, la enterocina P (60 UB/ml) afectd
severamente al transporte de Rb® (Fig. 5.3A, seccién V.3.3). La adicion de la bacteriocina provocé
no sélo el cese total del transporte del cation, sino también su liberacion rapida de las células de E.
faecium T136. Como era previsible, las células del microorganismo productor no resultaron
afectadas por la bacteriocina y continuaron acumulando Rb® a la misma velocidad que el control.
Aunque las células de E. faecium T136r no liberaron el sustrato radiactivo preacumulado tras la
adicion de la enterocina P, continuaron acumulando éste a una velocidad mucho mas baja que la del
control y el productor, lo que sugiere que la resistencia de estas células no se deberia a la
inaccesibilidad de la bacteriocina a las células diana, sino a algin otro mecanismo que
imposibilitaria el transporte de ciertos sustratos al interior celular, pero que permitiria a la célula
mantener un estado energético viable. Este hecho estaria relacionado con la observacion de que la
disipacion del AW por la enterocina P sucede Unicamente en las células sensibles.

La liberacion del analogo del K* (Rb®) de las células de E. faecium T136, junto con el hecho
de que la enterocina P disipa el AW sin provocar el movimiento de H*, sugiere que la membrana se
hace permeable al K*. Para comprobar esta hipdtesis, se empled la sonda fluorescente PBFI. El
aumento de la fluorescencia emitida por la sonda en respuesta a la adicion de la enterocina P indica
que la bacteriocina produce, en efecto, la liberacion de K* al medio exocelular (Fig. 5.6, seccion
V.3.5).

El K* es el principal cation intracelular, pudiendo alcanzar concentraciones citoplasmaticas de
600-800 mM en células de L. lactis (Poolman et al., 1987a; Moll et al., 1996). El K" participa, entre
otros procesos, en la regulacion del pH citoplasmatico y de la fuerza idnica (Konings et al., 1989).
El principal sistema de captacion de K* en Lactococcus sp. es una ATPasa que media la
translocacion de iones K™y Rb* y que es responsable de la rapida despolarizacion de la membrana
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observada tras la adicion de glucosa a las células (Poolman et al., 1987a; Konings et al., 1989). La
entrada de cationes posibilita la extrusion de H* mediante el consumo del ATP producido en la
glicolisis, lo que conduce a la restauracion del AW y al aumento transitorio del pH intracelular y el
ApH (Bakker y Mangerich, 1981). La accion bactericida de la lactococcina G (Moll et al., 1996),
lactostrepcina 5 (Zajdel et al., 1985), lactacina F (Abee et al., 1994), lacticina 3147 (McAuliffe et
al., 1998) y plantaricina EF (Moll et al., 1999b) estd mediada fundamentalmente por la liberacion
del K" intracelular. El papel fundamental de este i6n en la homeostasis celular, junto con el
consumo rapido del ATP intracelular para restablecer su gradiente, explicarian la accion inhibidora

de estas bacteriocinas, asi como de la enterocina P, en las células sensibles.

V.4.2. MECANISMO DE ACCION DE LA ENTEROCINA P EN LIPOSOMAS

La adicion de enterocina P (90 y 450 UB/ml) a los liposomas construidos con los lipidos totales
de E. faecium T136 causo la liberacion rapida de la CF intraliposomal (Fig. 5.7, seccion V.3.6.1).
No obstante, la liberacién maxima del fluor6foro representé Unicamente el 30% de la inducida por
el Triton X-100, lo que sugiere que la permeabilizacion de la membrana es transitoria.
Contrariamente, la enterocina P (70 UB/ml) no permeabiliz6 los liposomas sintéticos compuestos
por DOPC:DOPG (1:1) cargados con K* o PBFI. Asimismo, la bacteriocina fue incapaz de causar
la liberacién del Rb® preacumulado en liposomas sintéticos con la composicién mencionada (Fig.
5.8, seccion V.3.6.3).

La posibilidad de que la enterocina P hubiera actuado de manera no especifica (accion
detergente) en los liposomas cargados de CF es poco probable, puesto que la liberacion de la sonda
se produjo de una manera gradual y siguid una cinética de saturacién dependiente de la
concentracion de bacteriocina empleada, lo que contrasta con la accién rapida “todo o nada” de los
detergentes.

La ausencia de actividad permeabilizadora de la enterocina P en los liposomas sintéticos podria
deberse a que la bacteriocina requiere una composicion lipidica determinada, probablemente con
una mayor concentracion de fosfolipidos anidnicos (DOPG), que facilite su union inicial a la bicapa
lipidica mediante interacciones electrostaticas. En este sentido, la pediocina PA-1 se une
preferentemente a liposomas compuestos por fosfolipidos aniénicos (DOPG) y dicha union
disminuye a medida que decrece la carga negativa de los liposomas (Chen et al., 1998). Asimismo,

la tasa de liberacion de CF inducida por la nisina en liposomas elaborados con lipidos de E. coli es
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menor que la obtenida en los liposomas derivados de los lipidos totales de Ls. monocytogenes,
compuestos fundamentalmente por fosfolipidos acidicos (Winkowski et al., 1996).

En cualquier caso, la actividad permeabilizadora de liposomas de la enterocina P contrasta con
su actividad in vivo, caracterizada por la formacién de poros con una alta selectividad para ciertos
cationes monovalentes, siendo por lo tanto muy reducida la probabilidad de que la CF, un
compuesto aniénico y con un tamafio molecular considerable (376 Da) pueda atravesar dichos
poros. Driessen et al. (1995) observaron una contradiccidn aparente entre la accion de la nisina in
vivo y en liposomas compuestos de fosfolipidos zwitteridénicos (PC); asi, a pesar de que la nisina
actia como un transportador de aniones en liposomas compuestos de PC, este efecto es poco
probable in vivo, puesto que las membranas bacterianas contienen concentraciones considerables de
fosfolipidos anidnicos que lo antagonizarian.

Adicionalmente, la posibilidad de que la enterocina P requiera la presencia de un receptor de
naturaleza proteica e hidrofébica que se hubiera copurificado con los lipidos totales del
microorganismo sensible no puede ser totalmente descartada (Montville y Bruno, 1994). No
obstante, la necesidad de tal receptor contrastaria a priori con el amplio espectro de accion de la
enterocina P. La existencia en las células sensibles de un receptor para otras bacteriocinas de la
clase 11 se ha propuesto en el caso de las lactococcinas A, B y G (van Belkum et al., 1991; Venema
et al., 1993; Moll et al., 1996), mesentericina Y105 (Maftah et al., 1993) y leucocina A (Gallagher
et al., 1997). Por el contrario, la nisina y la pediocina PA-1 presentan actividad permeabilizadora en
liposomas derivados de lipidos de Ls. monocytogenes (Chen et al., 1997b; Winkowski et al., 1996)
0 sintéticos (Garcia-Garcerd et al., 1993; Driessen et al., 1995a; Chen et al., 19973, 1998) y la
plantaricina C (Gonzélez et al., 1996) y la termofilina 13 (Marciset et al., 1997) en liposomas
sintéticos, lo que sugiere que su accion no requiere la existencia de receptores especificos. El
estudio de la composicion de la membrana de células sensibles e insensibles a la accion de la nisina
o0 de la pediocina PA-1 mostré que no existia una correlacién directa entre la composicion lipidica
de sus membranas y su sensibilidad a dichas bacteriocinas. Por lo tanto, seria la composicion total
de la membrana, incluyendo sus proteinas, la que influiria en la formacion de poros in vivo (Bennik
et al., 1997b). La participacién de ciertos grupos de las cabezas polares de los fosfolipidos o de
componentes de la pared celular en la determinacion de la especificidad de las bacteriocinas es otra
alternativa (Zajdel et al., 1985; Maftah et al., 1993; Montville y Bruno, 1994; Moll et al., 1996;
Chen et al., 1997a); en este sentido, se ha observado que la plantaricina A, un eslabén evolutivo

intermedio entre una bacteriocina y un factor de induccion, ejerce su accién antimicrobiana
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mediante una interaccion no quiral, lo que excluye la participacion de receptores proteicos en el
proceso de reconocimiento de las células sensibles (Fimland, 1998; Hauge et al., 1998b).

Por ultimo, la disparidad de los resultados obtenidos in vivo y con los sistemas liposomales
empleados en este trabajo podria explicarse parcialmente debido a que: (i) los liposomas son
sistemas modelo muy diferentes de las células vegetativas; (ii) la formacion de poros in vivo es un
fendnemo pluricausal y complejo; y (iii) la tasa de liberacion de CF puede no estar directamente
correlacionada con la letalidad celular (Winkowski et al., 1996; Bennik et al., 1997b).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la enterocina P, un péptido anfipatico y
con capacidad para formar una hélice o hidrofébica en su region C-terminal, ejerce su accion
antimicrobiana en las células del microorganismo sensible E. faecium T136 mediante la
permeabilizacion de su membrana plasmatica. Aunque la bacterocina no afecta primariamente al
ApH, disipa eficazmente el AW, probablemente debido a la formacion de canales en la membrana
con una alta selectividad para el K*. Como consecuencia de la liberacion del K* al medio
exocelular, la célula consume ATP para intentar reestablecer una concentracion adecuada de este
importante cation intracelular; lo que conduce al agotamiento del ATP intracelular, al cese de
numerosas funciones celulares que dependen de esta fuente energética, como por ejemplo, el

transporte de ciertos metabolitos, y, en Ultima instancia, a la muerte celular.
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VI. Introduccién

VI.1. INTRODUCCION

Durante los dltimos afios, las bacterias
lacticas y/o sus metabolitos se han convertido
en una alternativa real al empleo de los
conservantes quimicos tradicionales (Stiles,
1996; Aymerich y Hugas, 1998; Cintas y
Casaus, 1998). Dado que existen bacterias
lacticas atractivas desde un punto de vista
industrial que no son bacteriocinogénicas

(Biet et al., 1998) la produccion heteréloga

de bacteriocinas en cepas con interés

tecnologico que carezcan de dicha propiedad podria contribuir a la difusion de las bacteriocinas
como bioconservantes alimentarios a escala industrial. Para que la produccion de bacteriocinas sea
eficiente es necesario: (i) un nivel de expresion adecuado del gen estructural correspondiente; (ii)
que la cepa productora sea inmune o resistente a la bacteriocina; y (iii) disponer de un sistema de
transporte que asegure su procesamiento y secrecion al medio exocelular; puesto que el transporte
supone un factor limitante para la produccién heterdloga de muchas proteinas (Simonen y Palva,
1983; Holo et al., 1991; van Belkum et al., 1991a; Horn et al., 1998), el estudio de la estructura y
del mecanismo de accion de la maquinaria transportadora podria contribuir a mejorar dicha
produccion.

Todas las células estan separadas del medio externo por una membrana lipidica que, ademas de
mantener un gradiente electroquimico entre el citoplasma y el medio exocelular, constituye una
barrera con permeabilidad selectiva al paso de nutrientes y otros sustratos. No obstante, existen
componentes, como por ejemplo, ciertas proteinas, que, una vez sintetizadas en el citoplasma deben
ejercer su funcién fuera de la célula, y, por lo tanto, necesitan sistemas de secrecion a través de la
membrana que no comprometan su permeabilidad (van der Does, 2000). En las bacterias, la
mayoria de las proteinas extracitoplasmaticas se transportan mediante un complejo proteico de
proteinas Sec, que es homdlogo a sistemas de secrecion encontrados en eucariotas y arqueobacterias
(Pohlschroder et al., 1997).

En este capitulo se analiza el transporte y procesamiento de la preproenterocina P, una
bacteriocina sintetizada con un péptido sefial (SP), mediante los sistemas sec de E. coli y B. subtilis.
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VI.2. MATERIAL Y METODOS

V1.2.1. CLONACION DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA ENTEROCINA P DE E. faecium P13 EN

E. coli

V1.2.1.1. Aislamiento y visualizacion del DNA total de E. faecium P13

1)

2)

3)

4)

5)

El DNA total de E. faecium P13 se aisl6 mediante el siguiente protocolo:

Las células de 4 ml de un cultivo de E. faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 30°C hasta
una DOgx= 0,7 se obtuvieron por centrifugacion a 12.000 rpm y 4°C durante 10 min y se
lavaron con agua desionizada.

A continuacién, las células se resuspendieron en 500 ul de tampon Tris-HCI 10 mM y EDTA 1
mM (tampon TE), pH 8,0, y se trataron con lisozima (20 mg/ml) a 55°C durante 10 min.
Seguidamente, se afiadieron proteinasa K (0,8 mg/ml) y SDS (0,5% p/v) y se incubd la mezcla a
60°C durante 5 min.

Con objeto de precipitar el DNA total, se le adicionaron a la suspension anterior 250 ul de
acetato sodico 3M, pH 5,2, y 500 ul de isopropanol al 100%.

Finalmente, el DNA precipitado se recogio de la suspension con una varilla de vidrio, se deseco
a 37°C durante 5 min, se resuspendié en 200 ul de agua desionizada y se conservd a —20°C

hasta su empleo.

La visualizacion del DNA en geles de agarosa se realizé como se describi6 en la seccién 111.2.8.2.

V1.2.1.2. Amplificacion mediante PCR del gen de la preproenterocina P de E. faecium P13

Con objeto de amplificar el gen estructural de la preproenterocina P (entP) de E. faecium P13

se disefiaron los cebadores EntP-F y EntP-R, cuya secuencia se muestra en la Tabla VI.1.
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Tabla VI.1. Secuencia nucleotidica de los cebadores empleados en la amplificacién de
entP

Nombre Secuencia5-» 3 Longitud

Referencia

EntP-F GCGGGTACCAGGAAACATCCATGGGAAAAAAATTATTTAGTTTAGC 46 Este trabajo
S.D.

EntP-R GCGGAATTCTTAATGTCCCATACCTGCC 28 Este trabajo

La secuencia nucleotidica de entP se obtuvo de los trabajos de Cintas et al. (1997) y Casaus (1998). En color
rojo, azul y verde se indican las secuencias diana de los enzimas de restriccion Kpnl, Ncol y EcoRl,
respectivamente. La region Shine-Dalgarno (S.D.) aparece subrayada.

Las reacciones de amplificacion (50 ul) se llevaron a cabo basicamente como se describi6 en la

seccion 111.2.9.2, empleando el siguiente programa de amplificacion:

- Etapa 1: 4 min a 92°C (1 ciclo)
- Etapa 2: 1 mina92°C, 1 mina55°Cy 1 min a 72°C (30 ciclos)
- Etapa 3: 5 mina 72°C (1 ciclo)

V1.2.1.3. Restriccion del producto de PCR obtenido con los cebadores EntP-F y EntP-R y del
vector pET401

Las reacciones de restriccion del producto de PCR y del vector pET401 (2.961 pb) con los
enzimas Kpnl y EcoRI (Roche Molecular Biochemicals) se realizaron segln el protocolo descrito
por Sambrook et al. (1989). Tras una incubacion en un termobloque a 37°C durante 2 h, los
fragmentos de restriccion obtenidos se purificaron con el kit comercial “QIAquick PCR
purification” (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo especificado en el manual
del producto.
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VI1.2.1.4. Ligacion de los fragmentos de restriccion en el vector pET401 digerido con Kpnl y
EcoRlI

Los fragmentos de restricciéon del producto de PCR se ligaron en el vector pET401 mediante
una reaccion a temperatura ambiente durante 2 h catalizada por el enzima DNA-ligasa del
bacteriofago T4 (Roche). El vector recombinante, denominado pET1899, se muestra en la Fig. 6.1.

Como control, se realizé una reaccion paralela en ausencia del fragmento de restriccion.

V1.2.1.5. Transformacién de E. coli DH5a con el vector pET1899

El vector pET1899 se introdujo en células competentes de E. coli DH5a (Promega, Madison,
EE.UU.), transformadas quimicamente mediante el protocolo de Sambrook et al. (1989), de acuerdo
con el siguiente procedimiento:

1) A las mezclas de ligacion (20 ul) anteriores (vector linealizado Unicamente o vector linealizado
y fragmentos de restriccion) se les afiadieron las células competentes (100 ul) y se incubaron en
hielo durante 5 min. Las células procedian de un stock de E. coli DH5a. conservado a —80°C.

2) A continuacion, las muestras se incubaron a 37°C durante 5 min.

3) Seguidamente, se afiadié 1 ml de caldo Luria-Bertani (LB) (5 g/l NaCl, 10 g/l Bacto triptona y
5 g/l de extracto de levadura, con el pH ajustado a 7,0) y las muestras se incubaron a 37°C
durante 1 h.

4) Tras la incubacion, se sembraron alicuotas de las reacciones de transformacién en placas de

agar LB con ampicilina (100 ug/ml) que se incubaron a 37°C durante 24 h.

V1.2.1.6. Aislamiento del vector pET1899

A partir de las placas de agar LB se seleccionaron colonias que se inocularon en tubos con 2,5
ml de caldo LB con ampicilina (100 ug/ml). Los tubos se incubaron a 37°C y 250 rpm durante 24 h
y se emplearon para inocular frascos con 50 ml del mismo caldo que se incubaron bajo las mismas
condiciones durante la noche. El aislamiento del DNA plasmidico de los cultivos transformantes se
realizd empleando un kit comercial para la purificacion de plasmidos (Qiagen). La secuencia del

gen clonado se comprob6 mediante su secuenciacion por el método didesoxi (seccion 111.2.9.4).
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pET401
2.961 pb

lacZ

lac

entP (248pb)

T4 DNA ligasa

Fig. 6.1. Estrategia de clonacion de entP en el vector pET401 y obtencion del vector

recombinante pET1899. Abreviaturas: amp, gen que codifica resistencia a ampicilina; colE1, origen de

replicacion de E. coli; entP, gen estructural de la preproenterocina P; f1 (+), origen de replicacion del fago

f1; lac, promotor del gen de la B-galactosidasa; lacZ, gen que codifica el fragmento amino-terminal de la -

galactosidasa.
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V1.2.2. EXPRESION in vitro DE LA PREPROENTEROCINA P

Con el objeto de obtener preproenterocina P marcada radiactivamente se empled el kit

comercial de transcripcion/traduccién in vitro para DNA circular “E. coli T7 S30 Extract System”

(Promega) v cistefna radiactiva ([*°S] Cys, 1.200 Ci/mmol) (Amersham, Buckinghamshire, Reino
Unido).

V1.2.2.1. Reacciones de transcripcion/traduccion in vitro

Las reacciones se realizaron en un laboratorio de radioisétopos empleando el siguiente

protocolo:

1) A un tubo de reaccion se le afiadieron 1, 2, 3 6 4 ug de DNA molde (vector recombinante), 15

2)
3)

4)

ul de una mezcla 1 mM de los aminodcidos esenciales (excepto Cys), 20 ul de la premezcla
S30 (ribonucledtidos, tRNA, fosfoenolpiruvato, IPTG vy sales), 15 ul del extracto T7 S30 (T7
RNA polimerasa y otros componentes necesarios para la transcripcion) y 1 ul de [S*] Cys.
Finalmente, el volumen de la reaccion se completd hasta 50 ul con agua libre de nucleasas.

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37°C durante 2 h.

Transcurrida la incubacion, las reacciones se detuvieron depositando los tubos en hielo durante
5 min.

Por ultimo, con el objeto de precipitar la proteina sintetizada, se afiadié a las mezclas de
reaccion 1 volumen de acido tricloroacético (TCA) (20%, v/v) y se incubaron las muestras en
hielo durante 30 min. A continuacién, se centrifugé a 14.000 rpm durante 10 min y se
resuspendid el sedimento proteico en 1 ml de acetona a —20°C. Seguidamente, se centrifugo de
nuevo a 14.000 rpm durante 3 min, se deseco el sedimento obtenido durante 5 min a 37°C y,
finalmente, se resuspendio en la mitad de su volumen original en una solucion de urea 6 M, pH
7,5.
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V1.2.2.2. Analisis de los resultados de las reacciones de transcripcién/traduccion in vitro

V1.2.2.2.1. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS y tricina

La tecnica de electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS vy tricina (Tricine-
SDS-PAGE, del inglés Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis)
permite una correcta separacion electroforética de proteinas y péptidos de pequefio tamafio (entre 1
y 100 kDa) (Schagger y von Jagow, 1987). En el presente trabajo se emplearon geles de
poliacrilamida al 20% con dos fases:

- Gel de concentracién: con una longitud aproximada de 1 cm desde la base del peine formador de
pocillos y con la siguiente composicion:

- 0,6 ml de un stock de acrilamida 48%-bisacrilamida 1,5%

- 1,6 ml de tampon del gel (TrisHCI 3M con SDS al 0,3%, pH 8,25)

- 2,4 ml de agua desionizada

- 0,05 ml de persulfato amoénico (PSA) (10%, p/v)

- 0,005 ml de TEMED
- Gel de separacion: de mayor longitud que la fase anterior, constituye el resto del gel y presenta la
siguiente composicion:

- 4,65 ml de acrilamida

- 3,75 ml de tampon del gel

- 1,2 ml de glicerol estéril (con 87% de pureza)

- 1,65 ml de agua desionizada

- 0,1 ml de PSA (10%, p/v)

- 0,01 ml de TEMED

Los tampones empleados en la electroforesis fueron los siguientes:

- Tampdn del gel: Tris-HCI 3 M con SDS (0,3%, p/v), pH 8,45

- Tampdn del anodo (en el exterior de la cdmara ): TrisHCI 0,2 M, pH 8,9.

- Tampén del catodo (en el interior de la camara): Tris base 0,1 M, Tricina, 0,1 My SDS

(0,1%, p/v), pH 8,25.
- Tampdn de carga: 2,4 ml agua desionizada; 1 ml de TrisHCI 0,5 M, pH 6,8; 1,6 ml de
SDS (10%, p/v); 0,4 ml de B-mercaptoetanol; y 1ml de azul de bromofenol (0,05%, p/v).
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Para el andlisis de la proteina de las muestras se empled 1 ul de las muestras precipitadas, que
se diluy6 en el tampdn de carga y se calentd a 80°C durante 7 min. Para determinar el tamafio de las
bandas proteicas se empled el estdndar marcado radiactivamente “Rainbow Low Weight Marker,
14c” (BioRad). La electroforesis del gel se realiz6 a un voltaje de 100 mV durante
aproximadamente 2 h.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas presentes en los geles se fijaron en una
solucion en agua desionizada de acido acético (10%, v/v) y metanol (40%, v/v) durante 15 min. A
continuacion, los geles se lavaron dos veces con agua desionizada, se depositaron en una solucion
de salicilato (125 g/l de acido salicilico y 37,13 g/l de NaOH, pH 7,0) y se incubaron durante 10
min en agitacion suave. Finalmente, los geles se lavaron de nuevo con agua desionizada y se

desecaron en un desecador a vacio a 75°C durante aproximadamente 45 min.

V1.2.2.2.2. Autorradiografia

Tras la electroforesis y secado de los geles, las bandas de proteinas marcadas radiactivamente
se visualizaron mediante autorradiografia. Para ello, los geles se introdujeron en un cartucho con
una pantalla intensificadora de la radiacion y sobre ellos se dispuso una pelicula radiografica
modelo BioMax MR (Kodak). Los cartuchos se mantuvieron a —80°C durante la noche, v,

posteriormente, se revelaron en una reveladora automatica.
V1.2.3. TRANSLOCACION Y/O PROCESAMIENTO in vitro DE LA PREPROENTEROCINA P

Con el objeto de determinar si la preproenterocina P se procesa y/o transporta a través de la
membrana plasmatica de las células de E. faecium P13 mediante la ruta sec (seccion 11.2.4.2), se
realizaron diversos ensayos de translocacion in vitro empleando vesiculas de membrana y la

maquinaria de translocacion de E. coli.

V1.2.3.1. Aislamiento de vesiculas de la membrana interna de E.coli

Las vesiculas de la membrana interna (IMVs, del inglés Inner Membrane Vesicles) se
obtuvieron a partir de E. coli SF100, una cepa defectiva en la proteasa de la membrana externa
OmpT (Baneyx y Georgiou, 1990), empleando el método descrito por Swaving et al. (1999). El

protocolo empleado se describe a continuacion:
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1) Las celulas de un cultivo de E. coli SF100 desarrollado en 1,5 | de caldo LB a 37°C y 250 rpm

hasta alcanzar una DOg~ 1,2 se obtuvieron por centrifugacién a 10.000 x g durante 5 min y se
resuspendieron en 30 ml de tampon TrisHCI 50 mM, pH 8,0 (tampon A).

2) A continuacion, las células se rompieron mediante tratamiento en una prensa francesa (2
x1.000 psi ~ 11 Kg/mm?). A diferencia de las vesiculas intactas, la mayoria de las vesiculas de
membrana sometidas a este tratamiento presentan la peptidasa lider (Lep) (seccion 11.2.4.2.1)
en su cara externa, por lo que se denominan 10Vs (del inglés Inside-Out Vesicles). La
suspension celular obtenida se centrifugd a 5.000 x g durante 5 min, obteniéndose un
sedimento con las células intactas y otros detritos celulares, y un sobrenadante con las
membranas celulares.

3) Seguidamente, se centrifug6 el sobrenadante a 40.000 rpm durante 90 min, y el sedimento
resultante, que contenia las membranas celulares externas e internas, se resuspendio en 1,5 ml
de tampodn A.

4) Las membranas internas se separaron de las externas mediante centrifugacion a 80.000 rpm
durante 30 min en un gradiente de densidad de sacarosa (0,5; 0,5; y 1 ml de soluciones de
sacarosa al 35; 45; y 55% (p/v), respectivamente, en tampon A) empleando una ultracentrifuga
de mesa “Optima TLX Ultracentrifuge 120,000 rpm” (Beckman).

5) Tras la centrifugacion, la fase con un 45% de sacarosa, en la que se habian depositado las IMVs
de E. coli SF 100, se transfirié a un tubo nuevo, se diluyé en tampén A (volumen final~ 2,5

ml), , y se repartio en dos alicuotas. Una de ellas (=~ 1 ml) se traté con 2 ml de tampo6n A con

urea 6 mM para desnudar a las IMVs de la proteina SecA, mientras que la otra (= 1,5 ml) no se
sometid a ningun tratamiento. Las dos alicuotas se centrifugaron de nuevo en la ultracentrifuga
a 80.000 rpm durante 20 min, y los sedimentos resultantes se resuspendieron en 100 y 150 pl
de tampdn A con 20% de glicerol, respectivamente. Finalmente, las IMVs se congelaron en

nitrégeno liquido y se conservaron a —80°C hasta su empleo.

V1.2.3.2. Ensayo de translocacion de la preproenterocina P in vitro empleando la maquinaria

de translocacion de E. coli

Los ensayos de translocacion proteica se realizaron mediante una modificacién del método

descrito por van der Does et al. (2000). El protocolo empleado se detalla a continuacion:
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1) A un tubo de reaccion se le afiadieron 5 ul de tampén B 10x (1:2 K-HEPES 1 M, pH 7,6; 1:5
50 KCI 1,5 M; 1:10 BSA (seroalbimina bovina) 50 mg/ml; 1:10 DTT (ditiotreitol) 1 M; y 1:10
Mg(Ac); 0,2 M); 3,3 ul de ATP 30 mM; 3,2 ul de Energy Mix (fosfato de creatina 160 mM y
creatinquinasa 0,8 mg/ml disueltas en K-HEPES 200 mM, pH 7,6 con DTT 20 mM); 1 ul de
SecA (1 mg/ml) de E. coli; 1 ul (16-32 mg proteina/ml) de IMVs desnhudas de SecA de E. coli
SF100 o de E. coli sobreexpresando el complejo SecYEG (van der Does et al., 1996) y 1 ul de
preproenterocina P marcada radiactivamente. EI volumen de la reaccion se completd hasta 50
ul con agua libre de nucleasas.

2) Tras incubacion a 37°C durante 20 min, se transfirieron 45 ul de las mezclas de reaccion a
tubos de Eppendorf preenfriados en hielo que contenian 5 ul de proteasa K (1 mg/ml), que se
incubaron en hielo durante 15 min.

3) A continuacion, se afadieron 150 ul de TCA (10%, v/v) para precipitar la proteina de las
muestras (seccion V1.2.2.1, apartado 4).

4) Finalmente, el sedimento se resuspendio en 10 ul de tampdn de carga 1x (seccion V1.2.2.2.1) y
los resultados del ensayo de translocacion se analizaron mediante Tricine-SDS-PAGE y

autorradiografia (seccion VI1.2.2.2).

V1.2.3.3. Otros ensayos de procesamiento y/o translocacion de la preproenterocina P

V1.2.3.3.1. Ensayos de transcripcion-traduccién-translocacion in vitro acopladas

Para la realizacidn de este ensayo se llevaron a cabo dos reacciones de transcripcion-traduccién
in vitro (una en presencia, A, y otra en ausencia, B, de IMVs) como se describi6 en la seccion
V1.2.2.1, con la excepcidn de que, tras 15 min de incubacidn, a la reaccion A se le afiadieron 4 ul de
vesiculas de E.coli SF100 con SecA, vy, a la B, 4 ul de agua desionizada. Seguidamente, cada
reaccion se subdividio en dos alicuotas (A1 y Az, B1y By) con el mismo volumen; a las alicuotas A;
y B se les afladié 1 ul de azida de sodio 20 mM, un inhibidor de SecA (Huie y Silhavy, 1995),
mientras que a las A, y B, se les afiadio afiadio 1 ul de agua desionizada. A continuacion, las
mezclas de reacccion se incubaron a 37°C durante 20 min.

Una vez finalizada la incubacion, se procedio al tratamiento de las muestras con proteinasa K.
Para ello, se tomaron 9 ul de cada uno de los tubos de reaccion A;, Az, B1 y B;, y se trataron con 1

ul de proteasa K (1 mg/ml). Como control, se trataron muestras del mismo volumen con 1 ul de
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agua desionizada. Los tubos con y sin proteasa K se incubaron en hielo durante 15 min, y, a
continuacion, se procedid a la precipitacién de la proteina (secciones V1.2.2.1, apartado 4) y a la
visualizacion de los resultados obtenidos (seccién V1.2.2.2, respectivamente).

Adicionalmente, se efectuaron ensayos de transcripcion-traduccion-translocacion in vitro
acopladas empleando SecA de B. subtilis (van der Wolk et al., 1993) y vesiculas de células de E.
coli transformadas con el vector pET822 que sobreeexpresan el complejo SecYEG de B. subtilis
(Swaving et al., 1999).

V1.2.3.3.2. Ensayo del procesamiento de la preproenterocina P por las peptidasas lider de E. coli

y de B. subtilis

Para el ensayo del procesamiento de la preproenterocina P por E. coli se emplearon IMVs
derivadas de células de E. coli SF100 que sobreexpresan Lep de E. coli (Wolfe et al., 1983). Estas
IMVs se diluyeron en tampon A (seccion V1.2.3.1) a una concentracion final de 1 mg proteina/ml; a
continuacion, se afadio 1 ul de preproenterocina P a 45 ul de las vesiculas en presencia del
detergente octil-glucésido (OG) (40 mM) o de tampon A. Como control negativo, se prepard una
reaccion en ausencia de vesiculas y, como control positivo, se emplearon 0,25 ul del prepéptido de
E. coli proOmpA (Crooke et al., 1988) marcado radiactivamente con I** segtn el protocolo de van
Wely et al. (1998).

Por otra parte, se realizaron ensayos del procesamiento de la preproenterocina P por la
peptidasa del péptido sefial SipS (van Dijl et al., 1992) de Bacillus amyloliquefaciens. Para ello, se
prepararon mezclas de reaccion que contenian 1 ul de preproenterocina P y Triton X-100
(concentracidn final 0,1 y 0,5%, v/v) en tampon K-HEPES 50 mM, pH 9,0, y se trataron con SipS
semipurificada (concentracion final 32,5 y 65 pg/ml) (proporcionada por J. D. H. Jongbloed,
Departamento de Genética Molecular, Universidad de Groningen, Holanda). En este caso, se
empled como control negativo una reaccion en ausencia de SipS y, como control positivo, 0,25 ul
del prepéptido de E. coli I'®-proOmpA.

Las reacciones en presencia de Lep de E. coli o de SipS de B. amyloliquefaciens se incubaron a
37°C durante 20 min; a continuacion, se precipitaron las proteinas (seccion V1.2.2.1, apartado 4) y
se visualizaron los resultados del ensayo de procesamiento como se describio en la seccién VI1.2.2.2,
con la excepcion de que las muestras que contenian ProOmpA se sometieron a electroforesis en un

gel de acrilamida al 12%.
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V1.3. RESULTADOQOS
V1.3.1. CLONACION DE entP Y EXPRESION in vitro DE LA PREPROENTEROCINA P

El producto de PCR obtenido empleando el DNA total de E. faecium P13 y los cebadores EntP-F
y EntP-R se tratdé con los enzimas de restriccion Kpnl y EcoRV y se clon6 en el vector pET401
digerido con los mismos enzimas, obteniéndose el vector recombinante pET1899 (seccion VI.2.1.4,
Fig. 6.1). La secuenciacion nucleotidica del inserto introducido en el vector pET1899 demostrd que se
trataba de entP (Fig. 3.6, seccion 111.3.8).

Puesto que el vector pET1899 contenia el promotor para la RNA polimerasa del fago T7 delante
del gen de la preproenterocina P y que el fragmento clonado poseia una regién S.D., se emple6 un kit
comercial para la obtencién in vitro de preproenterocina P marcada radiactivamente con [*S]-Cys. La
Fig.6.2 muestra el resultado de la precipitacion con TCA de la proteina obtenida en una reaccion de
transcripcion-traduccion in vitro tipica. La preproenterocina P se visualiza como una banda gruesa
situada a la altura de la banda de 6,5 kDa del marcador. La aparicion de bandas de tamafio molecular
superior al del prepropéptido podria deberse a que éste forma agregados multiméricos de distintos

tamafios moleculares.

1 2
46

‘ ——
30
21,5 . .
143 -
6,5 ‘ *
34 [

Fig. 6.2. Sintesis de [S*]-Cys-preproenterocina P mediante transcripcién-traduccion in vitro. (1)
Marcador de tamafio molecular “Rainbow Low Weight Marker, **C” (2 pl); (2) Preproenterocina P precipitada
con TCA (1 ul).
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VI.3.2. ENSAYOS DE TRANSLOCACION in vitro DE LA PREPROENTEROCINA P

Los ensayos de translocacion de [*°S]-Cys-preproenterocina P (=~7,5 kDa) al interior de IMVs

de E. coli y/o su procesamiento por Lep para proporcionar el péptido maduro (~ 4,5 kDa) se
realizaron empleando diversas estrategias. En todas ellas se realizd un ensayo de accesibilidad a la
proteinasa K, basado en que la translocacion del prepropéptido al interior de las IMVs
proporcionaria un fragmento de aproximadamente 7,5 kDa protegido de la accion de este enzima.
Por otra parte, puesto quela [*°S]-Cys aparece inicamente en el SP de la molécula, si se produjera el
procesamiento del precursor proteico por Lep acoplado al proceso de translocacion, apareceria un
fragmento de aproximadamente 3 kDa protegido de la proteinasa K.

Inicialmente, los ensayos de translocacion se realizaron empleando IMVs desnudas (seccién
VI1.2.3.1) y SecA de E. coli. En la Fig. 6.3 puede observarse que no se produjo procesamiento de la
preproenterocina P, ya que no se detectd ninguna banda de proteina del tamafio esperado (~ 3 kDa)

en las muestras tratadas con proteinasa K, ni translocacion al interior de las IMVs.
2 3 4 5 6 7 8
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30

21,5

14,3

6,5

-
. "

SecA - -+ - - 4+

3,4

TN -

IMVs -+ o+ -+ 4

Proteinasa K + + + - - -

Fig. 6.3. Ensayo de translocacion in vitro de la preproenterocina P empleando IMVs y SecA de

E. coli. (1) Marcador de tamafio molecular; (2) preproenterocina P (control negativo); (3-8)
preproenterocina P con las adiciones especificadas en la figura.
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A continuacion, se ensay0 el proceso de translocacion de la preproenterocina P empleando
IMVs de células de E. coli que sobreexpresaban el complejo integral de membrana de la translocasa
SecYEG (E. coli SecYEG"), junto con SecA de E. coli (seccion V1.2.3.2). Los resultados de la
reaccion de translocacion se muestran en la Fig. 6.4. A pesar de que el tratamiento con proteinasa K
no resulté completamente eficaz frente a los agregados multiméricos de tamafio molecular elevado,
la desaparicion de las bandas proteicas correspondientes al prepropéptido y a su hipotético dimero,
junto con la ausencia de bandas del tamafio molecular del SP, sugieren que, al igual que en el caso

anterior, no se produjo la translocacion ni el procesamiento del prepropéptido.

46
30

21,5

14,3

6,5

34

SecA - -+ - -+
IMVs - + o+ -+ +

Proteinasa K  + + 4+ - - -

Fig. 6.4. Ensayo de translocacion in vitro de la preproenterocina P empleando IMVs y SecA de
E. coli SecYEG". (1) Marcador de tamafio molecular; (2-7) preproenterocina P con las adiciones
especificadas en la figura.

La siguiente estrategia para evaluar la translocacion de la preproenterocina P mediante la ruta
sec consistio en un ensayo de transcripcion-traduccion-translocacion in vitro acopladas (seccion
VI1.2.3.3.1) empleando IMVs de E. coli provistas de SecA e IMVs de E. coli sobreproductora de
SecYEG de B. subtilis, junto con SecA de B. subtilis. En la Fig. 6.5 se observa que no se produjo

procesamiento del prepropéptido en ninguno de los casos, puesto que la banda de menor tamafio

molecular (=~ 6,5 kDa) se corresponde aproximadamente con el tamafio del prepropéptido. El
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tratamiento con proteinasa K no eliminé por completo la proteina, lo que podria sugerir que ésta se
habia translocado al interior de las IMVs. Sin embargo, como el control en ausencia de IMVs
mostrd un patron de respuesta similar a la accion de la proteinasa K, la “resistencia” a la proteinasa
K no puede considerarse indicativa de la translocacion del prepropéptido.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

46
30
21,5

14,3
6,5

3,4

Azida sédica + + - - + 4+ - -+ + - -

IMVs + + + + - - - -+ o+ o+ o+

Proteinasa K + - + - + - + -+ -+ -

Fig. 6.5. Ensayo de translocacién acoplada a la transcripcion/traduccion in vitro de la
preproenterocina P empleando SecA e IMVs de E. coli o SecA de B. subtilis e IMVs de E.coli
que expresan SecYEG de B. subtilis. (1) Marcador de tamafio molecular; (2-13) preproenterocina P
con las adiciones especificadas en la figura.

VI1.3.3. ENSAYOS DEL PROCESAMIENTO in vitro DE LA PREPROENTEROCINA P POR LAS
PEPTIDASAS LIDER DE E. coli Y DE B. subtilis

La Lep encargada del procesamiento de los precursores proteicos se encuentra en el lado
interno de las IMVs del tipo inside-out, por lo que la ausencia de procesado del propéptido podria
deberse Unicamente a que no se translocd. Con el objeto de establecer la sensibilidad de la
preproenterocina P a las peptidasas sefial se emplearon dos aproximaciones distintas (seccion
VI1.2.3.3.2). En la primera, se utilizaron IMVs de E. coli que sobreproducian Lep, la cual se

exteriorizd mediante solubilizacion de las vesiculas con el detergente OG. Como se refeleja en la
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Fig. 6.6A no se produjo el procesamiento de la preproenterocina P; en cambio, si se observd

procesamiento del control proOmpA (Fig. 6.6B), lo que indica que la peptidasa se exteriorizd

correctamente.
A 1 2 3 4 5 B 1 2 3
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30 46
«ProOmpA
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14,3 30
6,5
215
34
IMVs - + + o+ IMVs + o+
Lep - + + + Lep + +
oG - + + - oG - +

Fig. 6.6. Ensayo del procesamiento in vitro de la preproenterocina P por Lep de E. coli. (A) Gel
de acrilamida al 20%: (1) marcador de tamafio molecular; (2-5) preproenterocina P con las adiciones
especificadas en la figura; (B) Gel de acrilamida al 12%: (1) marcador de tamafio molecular; (2-3) proOmpA
con las adiciones especificadas.

Mediante la segunda estrategia, se evalué la capacidad de la peptidasa SipS de B.
amyloliquefaciens para procesar la preproenterocina P. Para ello, se emplearon dos concentraciones
diferentes de SipS semipurificada en presencia del detergente TX-100 vy, al igual que en el caso
anterior, se utilizé proOmpA como control. Como se observa en la Fig. 6.7A, la preproenterocina P
no fue sensible a la accidn de la peptidasa; contrariamente, la Fig. 6.7B muestra que el tratamiento

de proOmpA con SipS si que produjo el procesamiento del prepéptido.
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A 1 2 3 4 5 6 B 1 2 3 4 5 6
46
30
«ProOmpA
21,5 «OmpA
14,3
6,5
34
SipS (ng/ml) 325 65 0 SipS (ng/ml) 32,5 65 0
TX-100 (%) 0,1 05 0,105 0,5 TX-100(%) 0,1 05 021 05 05

Fig. 6.7. Ensayo del procesamiento in vitro de la preproenterocina P por la SipS de B. subtilis.
(1) Gel de acrilamida al 20%: (1) marcador de tamafio molecular; (2-6) preproenterocina P con las adiciones
especificadas en la figura; (B) Gel de acrilamida al 12%: (1) marcador de tamafio molecular; (2-6) proOmpA
con las adiciones especificadas en la figura.
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VI.4. DISCUSION

V1.4.1. CARACTERISTICAS DEL PEPTIDO SENAL DE LA ENTEROCINA P

La mayoria de las bacteriocinas de las bacterias lacticas se sintetizan como preprobacteriocinas
con extensiones N-terminales del tipo doble glicina o SP, constituidas por 18-32 aminoéacidos. La
funcién principal de dichas extensiones es la de dirigir a los prepropéptidos hacia la maquinaria de
translocacion y procesamiento.

La enterocina P se sintetiza en forma de un precursor de 71 aminoacidos (7.552 Da), cuyo
punto de procesamiento se sitla inmediatamente detras de los residuos Val-Asp-Ala de su extension
N-terminal (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998). Esta extension N-terminal esta integrada por 27
aminoacidos (2.940 Da) (Fig. 6.9) y presenta un elevado pl (11,1) y una carga neta de +3 a pH 7,0.
Ademas, posee un marcado caracter hidrofébico (indice GRAVY de +8,92) y una posible hélice
o transmembrana entre los residuos —23 y —7 (Casaus, 1998).

Casaus (1998) observo que la extension N-terminal de la preproenterocina P muestra las
caracteristicas propias de los SP que dirigen la secrecion de proteinas a través de la ruta sec
(Watson, 1984; von Heijne, 1988; lzard y Kendall, 1994). Como se describié en la seccion
11.2.4.2.1 (capitulo II), estos péptidos constan de tres regiones con caracteristicas fisico-quimicas
bien diferenciadas. Asi, el dominio N del SP de la preproenterocina P estaria integrado por los
aminoacidos Met-Arg-Lys-Lys y presentaria una carga neta positiva de +3 a pH 7,0. Por otra parte,
el dominio H estaria compuesto por 17 aminoacidos, la mayoria de ellos de caréacter apolar (Leu,
Phe, Ala, lle, Val). La presencia de Pro o Gly en una posicion central dentro del dominio H es
frecuente dentro de los SP de procariotas (von Heijne, 1988). Por altimo, el dominio C, formado por
6 aminoéacidos, se encuentra separado del H por un residuo de Gly, por lo que sigue la tendencia
general observada en procariotas tanto en cuanto al tamafio (6-7 residuos), como al residuo situado
en la frontera entre dominios H 'y C (Pro, Gly, GIn, Ser o un residuo cargado) (von Heijne, 1983).
Los residuos de Pro y Gly de esta region podrian servir de transicion entre los dominios Hy C, para
evitar el ocultamiento del sitio de corte en la membrana y asegurar su accesibilidad a Lep (von
Heijne, 1988). Todos los lugares de corte de los SP se ajustan a la “regla del (-3, -1)” de von Heijne
(1983). Segun esta regla, las posiciones —1 y -3 relativas al sitio de corte deben estar ocupadas por
un residuo pequefio y sin carga (Ala, Ser, Gly, Cys, Thr y, ocasionalmente, GIn, Pro o Leu). En
procariotas, la variabilidad de la posicion —1 tiene una tolerancia muy baja, admitiendo Unicamente

los residuos Ala, Gly o Ser (von Heijne, 1988). Contrariamente, la posicion —2 suele presentar
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residuos cargados (Glu o Asp en el 40% de los SP de bacterias) y de mayor tamafio molecular que
los anteriores, lo que, probablemente, representa una estrategia para reducir las posibilidades de
procesamiento erréneo (von Heijne, 1984). En definitiva, los SP funcionales de los procariotas
presentan un disefio dipolar, con los extremos amino- y carboxi-terminal cargados positiva y
negativamente, respectivamente.

En la actualidad, Unicamente se conocen 5 bacteriocinas de bacterias lacticas (incluyendo la
enterocina P) con extensiones N-terminales que sugieren que su transporte y procesamiento se
realiza mediante la ruta sec: la acidocina B de Lb. acidophilus M46 (Leer et al., 1995), la
divergicina A de Cb. divergens LV13 (Worobo et al., 1995), la bacteriocina 31 de E. faecalis
Y1717 (Tomita et al., 1996) y la lactococina 972 de L. lactis IPLA 972 (Martinez et al., 1999). Las
secuencias aminoacidicas de los SPs de las bacteriocinas sec-dependientes descritas hasta la fecha y
el SP de la preproenterocina AS-48 se muestran en la Tabla VI.2. La enterocina AS-48, producida
por E. faecalis S-48, se sintetiza en forma de precursor de 105 aminoacidos con un SP de 35
aminoacidos. ElI SP posee un residuo de histidina en la posicion -1 relativa al sitio de
procesamiento, lo que constituye un aminoécido “atipico” para esta posicion (Martinez-Bueno et
al.,, 1994). A pesar de que la enterocina AS-48 posee una extensién N-terminal del tipo SP, la
deteccion de los genes as48B, as48C, as48C1 y as48D localizados detras del gen estructural de la
bacteriocina y posiblemente implicados en la secrecion y o maduracion de la bacteriocina, sugiere
que ésta se secreta mediante un sistema de transporte dedicado (Martinez-Bueno et al., 1998).

En general, los SP de las proteinas de procariotas, presentan caracteristicas fisico-quimicas
similares, pero carecen de homologia en su secuencia primaria (von Heijne, 1988; lzard y Kendall,
1994). Sin embargo, el péptido sefial de la preproenterocina P (27 aminoacidos) presenta una
homologia del 50% con el de la preprobacteriocina 31 (24 aminoéacidos), siendo éstas las Unicas
bacteriocinas de la clase Ila que, presumiblemente, se transportan y procesan mediante la ruta sec.
Por otra parte, la homologia del SP de la preproenterocina P con el de los precursores de la
divergicina A (29 aminoéacidos) y de la acidocina B (32 aminoacidos) es, Unicamente, del 26 y 22%,
respectivamente. La lactococina 972 representa un caso atipico, pues su extension N-terminal
presenta algunas caracteristicas tipicas de un SP y otras propias de las secuencias lider del tipo
doble glicina, tales como las secuencias diméricas GG (19-20) y LS (10-11) (Havarstein et al.,
1994). Aungue los autores no descartan que exista un procesamiento adyacente a la secuencia doble

glicina, el hipotético péptido resultante no posee actividad antimicrobiana detectable (Martinez et
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al., 1999). Ademas, la produccion de algunas de estas bacteriocinas parece depender de la expresion
de un unico operdn que contiene exclusivamente el gen estructural y el de inmunidad (Leer et al.,
1995; Worobo et al., 1995).

V1.4.2. TRANSPORTE Y PROCESAMIENTO DE LA ENTEROCINA P POR SISTEMAS
sec-DEPENDIENTES HETEROLOGOS

La reaccion de translocacion proteica in vitro se reconstituye generalmente empleando ATP,
SecA y SecB purificadas, la preproteina de interés en una conformacién no plegada e IMVs de E.
coli que contienen el complejo integral de membrana de la translocasa (SecYEG) y Lep (Hanada et
al., 1994; Manting, 1999). Los resultados de la reaccion de translocacién se miden indirectamente
por la inaccesibilidad de las proteasas a las proteinas acumuladas en el interior de las IMVs (Lill et
al., 1990).

En este trabajo, con el objeto de detectar la translocacion y/o el procesamiento de la
preproenterocina P por las rutas sec de E. coli y B. subtilis, se emplearon diversas estrategias
experimentales. Inicialmente, se emplearon IMVs de E. coli desprovistas de SecA junto con SecA
pura de E. coli. La ausencia de translocacion y procesamiento observado en estas condiciones
(seccion VI1.3.2, Fig. 6.4) condujo al empleo de IMVs de E. coli que sobreexpresaban los genes del
complejo SecYEG; en este sentido, van der Does et al. (1996) demostraron que la sobreexpresion
de SecYEG estimulaba la translocacidn in vitro del precursor de E. coli proOmpA. A pesar de todo,
tampoco se detecto la translocacion de preproenterocina P en estas condiciones (seccion V1.3.2, Fig.
6.5).

En los experimentos de translocacion realizados en este trabajo no se empled la chaperona
SecB (seccion 11.2.4.2.2), ya que, ademas de no ser imprescindible para el proceso de translocacion
in vitro (Fekkes y Driessen, 1999), podria influir negativamente en la interaccion del precusor
proteico con SecA debido a su elevado tamafio molecular en comparacion con el de la
preproenterocina P. Para minimizar la posibilidad de que los ensayos de translocacién fueran
infructuosos debido a que la prebacteriocina, en ausencia de chaperonas especificas que la
mantuvieran en una conformacion no plegada, se encontrara en una conformacion incompatible con
dicho proceso, se realizaron ensayos de transcripcion-traduccién-translocacion in vitro acopladas.
Cuando estos ensayos se efectuaron empleando IMVs de E. coli y SecA de E. coli, no se observd
translocacion (seccion V1.3.2, Fig. 6.6). La utilizacion de IMVs obtenidas a partir de células de E.
coli que producian los componentes SecYEG de la translocasa de B. subtilis, junto con SecA pura
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de este ultimo microorganismo, tampoco se detect6 translocacion del prepropéptido al interior de
las IMVs (seccion V1.3.2, Fig. 6.6).

A pesar de que no se conocen con exactitud las interacciones que se establecen entre las
subunidades de la translocasa en sistemas heter6logos, se ha sugerido que una 0 mas proteinas Sec
podrian actuar de manera especifica en el huésped (Swaving et al., 1999). En este sentido, la
ineficiencia de la translocacion de proOmpA, un precursor proteico de E. coli, en un sistema que
contenia SecA y SecYEG de B. subtilis, pudo deberse a un reconocimiento escaso de este sustrato
y/o a la débil estimulacién de la actividad ATPasa de SecA tras su union al prepéptido; asimismo, la
pequefa cantidad de proteina translocada no fue procesada por la peptidasa lider de E. coli. Por otra
parte, la translocacion del precursor proteico prePhoB de B. subtilis tuvo lugar Gnicamente cuando
se empled SecA de B. subtilis junto con SecYEG de esta especie y, en menor medida, SecA y
SecYEG de E. coli (Swaving et al., 1999). Por lo tanto, es posible que las subunidades de la
translocasa contribuyan de manera exclusiva a la especificidad y funcionalidad del complejo y no
puedan ser intercambiadas incondicionalmente, a pesar de las homologias existentes entre
componentes homonimos de distintas especies; asi, por ejemplo, SecY y SecA de B. subtilis
presentan una identidad con SecY y SecA de E. coli del 50 y 41%, respectivamente (Suh et al.,
1990; Sadaie et al., 1991). Ademas, es posible que los distintos precursores proteicos difieran en su
dependencia de las subunidades de la translocasa (Swaving et al., 1999).

Diversos investigadores han sefialado la posibilidad de que las proteinas que se secretan
contengan en su region madura secuencias que contribuyan a dirigir su transporte al exterior del
citoplasma (Li et al., 1988; Prinz et al., 1996). En este sentido, el aislamiento de mutantes capaces
de transportar proteinas con SPs defectuosos permite profundinzar en el conocimiento de las
interacciones entre las proteinas de la maquinaria de transporte y las distintas regiones de la
preproteina. Los mutantes prl (del inglés, protein localization) poseen esta capacidad y se han
detectado para la mayoria de los genes sec, incluyendo secY, secA, secE y secG (Bieker et al., 1990;
Schatz y Beckwith, 1990); una posible explicacién de su funcionamiento es la alteracion de la
actividad lectora de prueba que impide la entrada de proteinas con SPs alterados en la maquinaria
de secrecion (Osborne y Silhavy, 1993). Los mutantes prlA 'y prlA4 (una mutacién prlA fuerte), com
mutaciones en secY, pueden incluso transportar proteinas que carecen de SP (Derman et al., 1993).
En un estudio realizado con mutantes de fosfatasa alcalina y amilasa de E. coli carentes de SP se
observo que la introduccidon de una o dos cargas positivas en su region N-terminal, producia el
bloqueo de su transporte en un mutante prlA4 de E. coli (Prinz et al., 1996). La introduccién de
aminoacidos béasicos en proteinas que poseen un SP producen resultados similares (Li et al., 1988).
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El modelo propuesto por Prinz et al. (1996) para explicar el bloqueo en la translocacion
producido por los aminoacidos basicos presentes en la region N-terminal de la proteina madura se
muestra en la Fig. 6.8. Una vez que las proteinas se sittan en el lugar de reconocimiento de la
magquinaria de translocacion (probablemente SecYEG y SecA) se produce la actividad lectora de
prueba; en caso de que sea exitosa, tiene lugar un cambio conformacional que permite la iniciacion
del proceso de translocacion. En preproteinas con un SP funcional, la region C-terminal del SP y la
N-terminal de la proteina madura pueden atravesar la membrana y formar un bucle, quedando la
preproteina insertada en la membrana junto con SecA (Fig. 6.8A y C). Sin embargo, si la proteina
presenta una carga neta positiva en la region N-terminal del péptido maduro, sufre un rechazo por
parte de la maquinaria de translocacion y es incapaz de entrar en la membrana (Figs. 6.8B y D). En
este sentido, lzard y Kendall (1994) hipotetizaron que una carga positiva en la regién N-terminal del
péptido maduro podria alterar la naturaleza dipolar del SP, o bien, competir con la region N-
terminal del SP e impedir alguna interaccion electrostatica importante. En relacion al caracter
dipolar (von Heijne, 1986), es posible que la PMF de la membrana interna de los procariotas facilite
la insercion de SPs con esta distribucion de cargas (Boyd y Beckwith, 1990; Driessen, 1992; Cao et
al., 1995), favoreciendo el transporte de residuos con carga negativa y dificultando el de residuos
con carga positiva. Este fendmeno estaria de acuerdo con la “regla del interior positivo” (von
Heijne, 1986), que predice la disposicion de las secuencias hidrofébicas en la membrana con su
region cargada positivamente orientada hacia el citoplasma. Por otra parte, puesto que las cargas
positivas de la region N-terminal de los SP interaccionan de manera electrostatica con los
fosfolipidos con carga negativa de la membrana, con SecA y con las cargas negativas cercanas al
sitio de procesamiento para formar un bucle que atraviesa la membrana (de Vrije et al., 1990), la
presencia de cargas positivas en el péptido maduro cercanas al SP podria interferir con dichas
interacciones y bloquear la translocacion.

En resumen, las causas principales de la ausencia de translocacion in vitro de la
preproenterocina P observada en este trabajo podrian ser el escaso reconocimiento de este sustrato
por los componentes de los sistemas sec heter6logos, o la presencia de una carga positiva en los
primeros residuos del péptido maduro. EI hecho de que la bacteriocina madura se haya purificado
de los sobrenadantes de cultivos de E. faecium P13 (Cintas et al., 1997; Casaus, 1998) indica que, in
vivo, se produce la translocacion y el procesamiento de la preproenterocina P por la maquinaria de

translocacion de E. faecium P13.
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Fig. 6.8. Modelo para la iniciacion de la translocacion proteica. En la preproteina se representa el SP
con una linea discontinua y la regién madura con una linea continua. (A) EI SP de la preproteina se sitda en el sitio de
reconocimiento de SecA y produce un cambio conformacional en SecYEG. A continuacion, la region C-terminal del
SP y la region N-terminal de la porcion madura se insertan mediante un bucle en SecYEG. (B) Cuando existe un
residuo aminoacidico con carga positiva inmediatamente detras del sitio de corte del SP, el segundo paso del proceso
de iniciacién de la translocacién esta bloqueado. (C) Cuando una preproteina sin SP se dirige a la maquinaria de
translocacion de un mutante prlA4, se produce un cambio conformacional en SecYEG vy la entrada de la preproteina
en la maquinaria de secrecion. (D) Cuando existe un residuo aminoacidico con carga positiva en la regién N-terminal
de una proteina sin SP se bloquea el segundo paso del proceso de iniciacion de la translocacion. Fuente: Prinz et al.
(1996).
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Las diferencias observadas en los modelos in vitro podrian deberse a la variabilidad del efecto
de los aminoéacidos basicos en funcion del sistema estudiado (Boyd y Beckwith, 1990), o bien a que
la PMF y otros componentes del sistema de translocacion pueden contribuir in vivo al transporte de
la proteina (Swaving et al., 1999).

Aunque en determinadas condiciones es posible observar translocacién no acoplada al
procesamiento del precursor proteico (van Dijl et al., 1992; Swaving et al., 1999), el procesamiento
del péptido sefial en IMVs del tipo inside-out Unicamente podria suceder si existiera una
translocacion previa que expusiera el peptido sefial al sitio catalitico de Lep. Por este motivo, se
emplearon dos aproximaciones distintas para estudiar el procesamiento de la preproenterocina P. En
la primera, se solubilizd la peptidasa lider de E. coli mediante tratamiento de las IMVs con el
detergente octilglucésido; en la segunda, se utilizé SipS de B. amyloliquefaciens que presenta claras
similitudes estructurales con la de E.coli, a pesar de su menor tamafio (183 y 323 aminoacidos,
respectivamente) (van Dijl et al., 1992). Sin embargo, aunque ambas peptidasas procesaron el
precursor proOmpA, no se observo procesamiento de la preproenterocina P (seccion VI1.3.2., Figs.
6.6y 6.7).

En general, se ha observado que los SPs de las bacterias Gram-positivas pueden ser procesados
por la Lep de E. coli (Smith et al., 1987); no obstante, existen casos en los que éstos deben ser
procesados especificamente por la peptidasa sefial de las bacterias Gram-positivas (van Dijl, 1990).
Puesto que los dominios N y H del SP no son necesarios para el procesamiento (Dev et al., 1990), la
ausencia de este proceso podria deberse a las caracteristicas del dominio C o a las del inicio del
péptido maduro. A este respecto, como se ha indicado en la seccion anterior, la region C terminal
del SP de la enterocina P reune, en principio, las caracteristicas adecuadas para ser procesada por la
peptidasa lider de E. coli, siendo los aminoacidos en posicion =3, -1 (Val-Asp-Ala) muy similares a
los de ProOmpA (Ala-GIn-Ala). No obstante, el extremo N-terminal del péptido maduro presenta
una carga positiva en la posicion +3 (Arg), que podria influir negativamente en su procesamiento.
El hecho de que no se produjera procesamiento de la preproenterocina P por SipS, cuya
especificidad no difiere de la Lep de E. coli (Simonen y Palva, 1983), es més dificil de explicar,
puesto que en las bacterias Gram-positivas no existe restriccion en la secuencia de la region N-
terminal del péptido maduro y, por ejemplo, la SipS de B. amyloliquefaciens tolera una gran
variabilidad de aminoacidos (independientemente de su carga) en la posicién +1 (Borchert y
Nagarajan, 1991). Por lo tanto, la ausencia de procesamiento podria deberse a que la
preproenterocina tenga un tamafio molecular inferior al necesario para estimular una interaccion

productiva con la peptidasa, a que presente una conformacion que oculte el sitio de corte a la accion
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de las peptidasas, a la necesidad de una peptidasa especifica 0 a otras razones todavia no

esclarecidas.

VI1.4.3. IMPLICACIONES DE LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE EN LA PRODUCCION
HETEROLOGA DE BACTERIOCINAS

En general, el empleo de las bacteriocinas como bioconservantes en la industria alimentaria
presenta una serie de limitaciones, como el estrecho espectro antimicrobiano de algunas de ellas, su
bajo o inestable nivel de produccion y/o la incapacidad del microorganismo productor para
desarrollarse en los alimentos en los que la produccion de una bacteriocina determinada seria
especialmente util (Abee et al., 1995). La manipulacién genética ofrece la posibilidad de paliar
algunas de estas desventajas mediante el desarrollo de variantes con propiedades mejoradas (Dodd
et al., 1996) o la transferencia de los genes de biosintesis de las bacteriocinas a otras especies o
cepas de interés (Allison et al., 1995; Chikindas et al., 1995a; van Belkum et al., 1997; Horn et al.,
1998, 1999).

En funcion del sistema de transporte y procesamiento, existen dos estrategias para la
produccion heteréloga de bacteriocinas: (i) el empleo de transportadores dedicados del tipo ABC; y
(ii) el empleo de SPs reconocidos por los sistemas sec. En el primer caso, las células del hospedador
de interés se pueden transformar con vectores que contengan todos los genes necesarios para la
biosintesis de una bacteriocina. Generalmente, entre estos genes se incluyen los que codifican el
sistema de transporte y procesamiento (Chikindas et al., 1995a; van Belkum y Stiles, 1995; Biet et
al., 1999; Buyong et al., 1998; O"Keeffe et al., 1999), pero, en ocasiones, se aprovecha la
circunstancia de que la cepa hospedadora contiene genes analogos a los de transporte y procesado
(Martinez et al., 2000). Sin embargo, un procedimiento que ha suscitado gran interés en los ultimos
afios se basa en las homologias existentes en las secuencias aminoacidicas de las secuencias lider de
la mayoria de las bacteriocinas de la clase Il, incluyendo la colicina V de E. coli, y de algunos
lantibiéticos (Havarstein et al., 1994, 1995a; Allison et al., 1995; Frémaux et al., 1995; Venema et
al., 1995). Para aprovechar las ventajas que confieren dichas homologias, se puede recurrir a la
construccion de genes hibridos mediante la fusién en un mismo marco de lectura de las secuencias
que codifican, por una parte, una secuencia lider reconocida por los transportadores de la célula
hospedadora y, por otra, la probacteriocina de interés (van Belkum et al., 1997; Horn et al., 1998,
1999). Mediante estas estrategias se pueden obtener cepas con un nivel de produccién heterologa de

bacteriocinas similar al de la cepa parental (Horn et al., 1999), e incluso cepas coproductoras de
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diversas bacteriocinas, como lactacina F y carnobacteriocinas A, BM1 y B2 (Allison et al., 1995),
pediocina PA-1 y lactococina A (Chikindas et al., 1995a), pediocina PA-1 y nisina (Horn et al.,
1999) y pediocina PA-1y enterocina A (Martinez et al., 2000).

No obstante, la produccion éptima de multiples bacteriocinas por un Unico organismo
hospedador puede requerir la presencia de varios genes estructurales, de inmunidad, o incluso de
secrecion, ya que las secuencias lider de los sistemas ABC no son universalmente intercambiables y
la eficiencia del proceso varia considerablemente dependiendo de la bacteriocina secretada y de los
transportadores empleados (Saucier et al., 1995). En este sentido, las bacteriocinas sec-
dependientes, que se transportan mediante las proteinas Sec y se procesan por una peptidasa sefial
ubicua en las bacterias y organismos eucariéticos, requeririan una menor cantidad de material
genético para su produccion y podrian, en principio, ser sintetizadas en cualquier hospedador (Leer
et al., 1995; Worobo et al., 1995). Ademas, la produccién heter6loga de algunas bacteriocinas
empleando para su transporte y procesamiento la ruta sec podria ser una alternativa atractiva para
las bacteriocinas procesadas y transportadas en las cepas parentales por sistemas ABC. Para ello es
necesario construir genes quiméricos que codifiquen una fusion entre un SP y una probacteriocina
de interés. De hecho, esta aproximacion ha permitido la produccion heter6loga de las bacteriocinas
carnobacteriocina B2 (McCormick et al., 1996), colicina VV (McCormick et al., 1999), enterocina B
(Franz et al., 1999) y de la proteina quimérica MBP-pediocina PA-1 (Miller et al., 1998)

En la actualidad no se ha determinado por qué algunas bacteriocinas de las bacterias lacticas
poseen un sistema de transporte dedicado, ya que con un SP adecuado podrian acceder a la ruta sec.
Las bacteriocinas podrian emplear sistemas de transporte dedicados porque pueden resultar mas
eficientes para las células productoras, como sugieren los resultados obtenidos por McCormick et
al. (1996) y Biet et al. (1998), en estudios en los que comparaban la eficiencia de la produccion
heter6loga de carnobacteriocina B2 y mesentericina Y105, respectivamente, empleando un sistema
de transporte dedicado o la ruta sec. Sin embargo, la comparacion entre ambos sistemas es dificil,
ya que la variabilidad observada puede depender de otros factores, como las células hospedadoras,
el numero de copias del plasmido de expresion y/o la eficiencia de los promotores empleados en
cada caso. Ademas, en algunos casos, es posible que ciertas bacteriocinas no puedan acceder a la
ruta sec debido a sus propiedades fisico-quimicas en general, y a la carga neta de su extremo N-
terminal en particular, tal y como se ha observado en otras proteinas (Mc Cormick et al., 1996)

En cualquier caso, la disponibilidad de sistemas de produccion heterdloga de bacteriocinas que
empleen transportadores del tipo ABC, en unos casos, y la ruta sec, en otros, ampliaria las
posibilidades de obtener cepas de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas de interés
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tecnologico. De hecho, en un futuro préximo, es muy probable que ambos sistemas puedan incluso

explotarse de forma complementaria en una misma célula.
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VII. Conclusiones

PRIMERA. Enterococcus faecium AA13 y Enterococcus faecium G16, dos cepas
bacteriocinogénicas aisladas de diferentes embutidos crudos curados espafioles, producen la
enterocina P, una bacteriocina sec-dependiente de la familia de la pediocina, y Enterococcus
faecium P21, del mismo origen que las cepas anteriores, produce las enterocinas Ay B.

SEGUNDA. La organizacion de los genes estructural, de inmunidad y del factor de induccion del
operon de la enterocina A de Enterococcus faecium P21 es similar a la descrita en Enterococcus

faecium DPC1146 y diferente a la de Enterococcus faecium CTC492.

TERCERA. Enterococcus faecium P13 se desarrolla y produce enterocina P en caldo MRS a 32°C
en un fermentador bajo condiciones controladas de temperatura, presion parcial de oxigeno y
agitacion en el intervalo de pH comprendido entre 4,7 y 8,5. La actividad antimicrobiana méxima se
obtiene a pH 6,0 y representa un incremento de cuatro veces con respecto a la del cultivo
desarrollado sin control externo del pH. La tasa de disminucion de de la actividad antimicrobiana

observado una aumenta con el pH y es maxima a pH 7,0.

CUARTA. La actividad antimicrobiana total y la actividad antimicrobiana especifica de
Enterococcus faecium P13 desarrollado en caldo MRS a 32°C en presencia de concentraciones de
sal o etanol comprendidas entre 0,5y 5% (p/v) y 0,5% y 6% (v/Vv), respectivamente, es menor que la

obtenida en ausencia de estos compuestos.

QUINTA. La enterocina P ejerce una accion bactericida no bacteriolitica frente al microorganismo
sensible Enterococcus faecium T136. Desde un punto de vista molecular, la enterocina P produce la
disminucion de la concentracion de ATP intracelular sin un aumento concomitante del ATP
extracelular, asi como la disipacion selectiva del potencial de membrana de la fuerza proton motriz

sin afectar a su gradiente de pH.

SEXTA. La enterocina P induce el movimiento transmembrana selectivo de cationes K" sin afectar
al transporte de los aniones fosfato y glutamato.

SEPTIMA. La enterocina P altera la permeabilidad de liposomas derivados de Enterococcus

faecium T136 de manera concentracion- y tiempo-dependiente y es inactiva frente a liposomas
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sintéticos compuestos de dioleil-glicero-fosfatidilglicerol (DOPG) y dioleil-glicero-fosfatidilcolina
(DOPC).

OCTAVA. Los sistemas generales de secrecion de Escherichia coli y Bacillus subtilis resultaron
ineficaces para el transporte y procesamiento de la preproenterocina P en sistemas experimentales

basados en el empleo de vesiculas de la membrana interna de Escherichia coli.
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FIRST. Enterococcus faecium AA13 and Enterococcus faecium G16, two bacteriocinogenic strains
isolated from different Spanish dry-fermented sausages, produce enterocin P, a sec-dependent
pediocin-like bacteriocin, and Enterococcus faecium P21, isolated from the same source, produces

enterocins A and B.

SECOND. The organization of the structural, immunity and induction factor genes in the enterocin
A operon from Enterococcus faecium P21 is similar to that described in Enterococcus faecium
DPC1146 and different to that of Enterococcus faecium CTC492.

THIRD. Enterococcus faecium P13 grows and produces enterocin P in MRS broth at 32°C in a
fermentor under controlled conditions of temperature, partial O, pressure and agitation in the pH
range between 4.7 and 8.5. The maximal antimicrobial activity is obtained at pH 6.0 and represents
a four-fold increase compared with that of the culture grown without pH external control. The rate

of antimicrobial activity decrease raises with pH and is maximum at pH 7.0.

FOURTH. The total antimicrobial activity and the specific antimicrobial activity of an
Enterococcus faecium P13 culture grown in MRS broth at 32°C in the presence of salt and ethanol
concentrations ranging from 0.5 to 5% (wt/v), and from 0.5 to 6% (v/v), respectively, is lower than

that obtained in the absence of these compounds.

FIFTH. Enterocin P exerts a non-lytic bactericidal action on the sensitive microorganism
Enterococcus faecium T136. From a molecular point of view, enterocin P produces a decrease in
the intracellular ATP concentration without a concomitant increase in extracellular ATP, and the
selective dissipation of the membrane potential of the proton motive force without affecting its pH

gradient.

SIXTH. Enterocin P induces the selective transmembrane movement of K cations without

affecting the transport of phosphate and glutamate anions.
SEVENTH. Enterocin P alters the permeability of Enterococcus faecium T136-derived liposomes

in a concentration and time-dependent manner and it is inactive in synthetic liposomes composed of

dioleyl-glycero-phosphoglycerol and diolelyl-glycero-phosphocholine.
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EIGHTH. The general secretion systems of Escherichia coli and Bacillus subtilis were ineffective

in the transport and processing of preproenterocin P in experimental systems based on inner
membrane vesicles of Escherichia coli.
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VIII. Trabajo futuro

El empleo de las bacteriocinas de las bacterias lacticas como bioconservantes de los alimentos
representa una alternativa interesante a la utilizacién de conservantes quimicos potencialmente
peligrosos para la salud de los consumidores o de tratamientos tecnoldgicos que reduzcan la calidad
organoléptica y/o nutricional de los alimentos. Sin embargo, la eficacia de las bacteriocinas para
controlar el desarrollo de microorganismos patogenos y/o alterantes de los alimentos podria verse
comprometida por la aparicion de microorganismos resistentes. Una de las estrategias propuestas
para contrarrestar el desarrollo de estas resistencias consistiria en el empleo de cepas productoras de
maltiples bacteriocinas o en la utilizacion directa de mezclas de varias bacteriocinas que actuaran
mediante mecanismos de accion diferentes, de manera que las células resistentes a la accion de una
bacteriocina continuaran siendo sensibles a la de las otras.

La obtencion de cepas multiproductoras de bacteriocinas implica generalmente la clonacion del
gen estructural y de inmunidad de la bacteriocina, y, en algunos casos, de los genes de transporte y
procesamiento, en el hospedador de interés. Sin embargo, las extensiones N-terminales del tipo
péptido sefial que poseen algunas bacteriocinas, y que posibilitan su secrecion mediante la Ruta
General de Secrecion, permitirian, en principio, su produccién heterdloga (y la de otras
bacteriocinas) en cualquier hospedador. En este sentido, seria interesante clonar el gen estructural y
de la inmunidad de la enterocina P, una bacteriocina sec-dependiente, en E. coli y en hospedadores
de grado alimentario, y determinar si su secrecion se efectia mediante las rutas generales de
secrecion heter6logas. También podrian realizarse fusiones génicas entre secuencias que codifican,
por una parte, el péptido sefial de la enterocina P, y, por otra, probacteriocinas secretadas mediante
un sistema de transporte dedicado, y evaluar la eficacia de dicha extension N-terminal para dirigir
su secrecion.

Por otra parte, el hecho de que el factor limitante en la produccion heteréloga de muchas
proteinas sea su secrecién pone de manifiesto la importancia del estudio del sistema de transporte
de las bacteriocinas. En este sentido, el esclarecimiento de la influencia del tipo y de la posicion de
los aminoécidos, tanto en el péptido sefial como en la probacteriocina, podria aportar informacion
acerca de las combinaciones més adecuadas entre ambos elementos. En definitiva, el estudio de los
mecanismos de secrecion de las bacteriocinas, especialmente de las que se procesan y transportan
por la Ruta General de Secrecién, constituye un trabajo futuro de indudable interés cientifico y

aplicado.
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1. ABREVIATURAS

A: Adenina

ABC: del inglés ATP Binding Cassette

AIB: Acido aminoisobutirico

ATP: del inglés Adenosine Triphosphate

APT: del inglés All Purpose Tween (medio de cultivo)
B.: Bacillus

BCECF: 2°,7"-bis-(2-carboxietil)-5(y 6)-carboxifluoresceina
BHI: del inglés Brain Heart Infusion (medio de cultivo)
BSA: del inglés Bovine Serum Albumin

C: Citosina

C.: Clostridium

Cb.: Carnobacterium

CF: 5(6)-carboxifluoresceina

CIP: del inglés Calf Intestine Phosphatase

CL.: Cardiolipina

Da: Dalton

dATP: del inglés 2"-Deoxiadenosine-5"-Triphosphate
dCTP: del inglés 2"-Deoxicytidine-5"-Triphosphate
dGTP: del inglés 2"-Deoxiguanosine-5"-Triphosphate
Dha: Deshidroalanina

Dhb: Deshidrobutirina

dTTP: del inglés 2"-Deoxithymidine-5"-Triphosphate
DiSC5(5): loduro de 3,3 -dipropiltiodicarbocianina
DNA: del inglés Deoxyribonucleic acid

ApH: Gradiente de pH

AY: Potencial de membrana

DOs2: Absorbancia a 620 nm

DOPC: Dioleilfosfatidilcolina

DOPG: Dioleilfosfatidilglicerol

DTT: Ditiotreitol

E.: Enterococcus

E. coli: Escherichia coli

EDTA: Etilén diamino tetracetato disddico

FPLC: del inglés Fast Protein Liquid Chromatography
G: Guanina

GRAS: del inglés Generally Recognized as Safe

GSP: del inglés General Secretory Pathway

HEPES: Tampdn 2-(N-Hidroxietil) piperazina-etanosulfonato
HPK: del inglés Histidine Protein Kinase

HPLC: del inglés High Performance Liquid Chromatography
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IF: del inglés Induction Factor

ILR: Intensidad luminosa relativa

IMVs: del inglés Inner Membrane Vesicles
IPTG: Iso-propil-tio-p-D galactésido
I0Vs: del inglés Inside-Out Vesicles

IS: del inglés Insertion Sequence

kp: Tasa de produccion de bacteriocina

k": Tasa de inactivacion de bacteriocina
kb: kilobase

kDa: kilodalton

L.: Lactococcus

L. cremoris: L. lactis subesp. cremoris

L. lactis: L. lactis subesp. lactis

Lan: Lantionina

Lb.: Lactobacillus

Lc.: Leuconostoc

Lep: del inglés Leader Peptidase

LPS: Lipopolisacaridos

Ls.: Listeria

MCS: del inglés Multiple Cloning Site
MDR: del inglés Multidrug Resistance
MeLan: Metil-lantionina

MES: Tampdn 2-(N-morfolino)-etanosulfonato
MRNA: RNA mensajero

MRS: de Man, Rogosa y Sharpe (medio de cultivo)

Mmax: Velocidad especifica de crecimiento maxima

NADH:: forma reducida de Nicotinamida-Adenin-Dinucledtido
ND: No determinado/a

NMR: del inglés Nuclear Magnetic Resonance

OG: Octil-B-D-glucopirandsido

ORF/orf: del inglés Open Reading Frame

P.: Pediococcus

Pr.: Propionibacterium

PBFI: del inglés Potassium-Binding Benzofuran Isophthalate
PC: Fosfatidilcolina

PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction

PCS: Peso celular seco

PG: Fosfatidilglicerol

PI: Punto isoeléctrico

PMF: del inglés Proton Motive Force

p/p: Peso/peso

prl: del inglés Protein Localization

PSA: Persulfato amonico

p/v: Peso/volumen
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RCM: del inglés Reinforced Clostridium Medium
RNA: del inglés Ribonucleic acid

rRNA: RNA ribosémico

RR: del inglés Response Regulator

S.: Streptococcus

S.D.: Regio6n Shine-Dalgarno o de union al ribosoma
SDS-PAGE: del inglés Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SP: del inglés Signal Peptide

SRD: Secuencia repetida directa

SRI: Secuencia repetida inversa

SRP: del inglés Signal Recognition Particle

St.: Staphylococcus

T: Timidina

TCA: Acido tricloroacético

TFA: Acido trifluoroacético

TGI: Tracto gastrointestinal

Tm: del inglés Melting Temperature

TMS: del inglés Transmembrane Segment
TX-100: Tritdon X-100

ua: Unidad arbitraria

UA: Unidad de absorbancia

ufc: Unidades formadoras de colonias

UB: Unidad de bacteriocina

v/v: Volumen/volumen

ZIND: Zona de inhibicion no detectada
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2. ABREVIATURAS DE LOS AMINOACIDOS Y CODIGO GENETICO

2.1. Abreviaturas de los aminoacidos

Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Valina Val V
2.2. Cbdigo genético
Segunda Posicion
) C A G
UUU) UCU) UAU UGU]C s | U
uuc JPhe  ucc| ser UAC] Tyr ucc) | ¢
U | UUAY ., UCA UAA Stop UGA Stop | A
UUG | UCG) UAG Stop ucG Trp | G
o CUU ) ccu) CAUY i cau ] U
2 cuc cce CAC CGC C
= Leu P . Arg
g C | CUA CCA|TTO CAA] GIn CGA A
é CUG | CCG) CAG] CGGJ G
< ~
S AUUN ACU) AAU) Asn AGU | ger U
é AUC | |le ACC AAC) AGC: C
o A | AUAJ ACA| Thr AAAY | s AGA] Arg | A
g AUG Met ACG| AAG‘ AGG. G
o GUU) GCU) GAUY 4 GGU) U
Guc |, GCC| ,, Gac) P GGClaly | C
G | cua|Vve GecAa| M GAA Gy GGA A
GUG | GCG) GAG GGG G
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