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Resumen

El desarrollo de algunos tipos de bacterias acido lacticas en alimentos produce
efectos deseables en su textura y sabor, sumado al efecto bioprotector ocasionado por la
produccion de 4cido lactico fundamentalmente y a la produccion de bacteriocinas en algunas

especies.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar funcional, estructural y molecularmente las
bacteriocinas producidas por cepas microbianas aisladas de ‘“chorizo” mexicano, un
producto carnico ampliamente consumido, para su posible utilizacién en la preservacion de

alimentos.

La primera parte de este estudio fue la caracterizacion bioquimica de las
bacteriocinas y comprendié diversos aspectos como: la determinacién del espectro
inhibitorio, su cardcter proteico, la asociacidén del crecimiento celular con la produccién de
bacteriocinas, su termoestabilidad, ciertos aspectos para la purificacion, la determinacion del

punto isoeléctrico, la separacion electroforética y la secuenciacion de aminodacidos.



En la segunda parte se realizd la caracterizacion molecular de la bacteriocina
producida por Pediococcus parvulus MXVKI133. Aqui se trabajé en la localizacion e
identificacién del gen estructural de produccidn de bacteriocina y su comparacion con las
bacteriocinas reportadas en base de datos. Para esto, se utilizaron técnicas como: hibridacién

de Southern, PCR, curado de plasmidos y secuenciacién de ADN.

Las propiedades fisicoquimicas y finalmente, la secuencia nucleotidica de la
pediocina MXVK133 producida por P. parvulus indican que es idéntica a la pediocina AcH,
bacteriocina de la clase Ila, con gran actividad contra Listeria y con la secuencia consenso

YGNGYV en su parte amino terminal.

En el caso de la enterocina MXVK22 podriamos sugerir que se trata de un miembro
de este mismo grupo de bacteriocinas “tipo pediocinas”, ya que su secuencia de aminoacidos
difiere por lo menos en dos de ellos con las bacteriocinas reportadas previamente. Sin
embargo es indispensable la secuenciacion completa de esta bacteriocina y su comparacion

en base de datos para poder confirmar esto.

Son necesarios estudios posteriores para poder obtener mas informacién acerca de la
organizacion del operén y de las caracteristicas del plasmido que lo contiene para poder
continuar con la sobreexpresion de la pediocina MXVK133 o la produccién heter6loga en la
misma cepa de dos o mds bacteriocinas de interés como podrian ser la nisina o la enterocina

MXVK22 y asi ampliar el espectro inhibitorio de la cepa que las contiene.

Palabras claves: bacteriocinas-Pediococcus-Enterococcus-carnicos



Abstract

Antimicrobial substances produced by lactic acid bacteria may significantly
contribute to control of spoilage and food-borne pathogenic bacteria. Bacteriocins are

antimicrobial peptides active against strains closely related to the producing microorganism.

The aim of this work was to characterize antimicrobial peptides produced by two
lactic acid bacteria strain isolated from Mexican “chorizo” (a traditional, widely consumed
meat product), with a view toward its possible application as natural food preservative

and/or protective culture.

Bacteriocin biochemical characterization included several studies such as:
antagonistic activity, purification methods optimization, bacteriocin production associated to
cellular growth, isoelectric point, molecular weight, heat resistance and amino acid

sequencing.

The objective of the second part was molecular characterization of the bacteriocin
produced by P. parvulus MXVK133. To identify the bacteriocin structural gene, molecular
biology techniques like Southern hybridization, PCR, plasmid curing and DNA sequencing
were used. Results were compared to bacteriocin sequences published in data bases to

establish similarities.

Biochemical and molecular characteristics of pediocin MXVKI133 demonstrated
being identical to pediocin AcH or Al, a well known class Ila bacteriocin with high

antilisterial activity.



Enterocin MXVK?22 biochemical properties and amino acid sequence suggested that
it could be a member of class IIa YGNGYV consensus motif bacteriocins. However, its
complete amino acid sequence and/or cloning of the gene coding for bacteriocin production

will be required to determine similarities to other antimicrobial peptides alredy described.

Class Ila bacteriocins have enormous potential to be used as antimicrobial substances
in food, either as a purified additive or by direct inoculation of the producer strain as a
starter or protective culture. With regard to new approaches, genetic modifications, such as
the development of overproducing strains, are under study. Further research on alternative
methods to obtain and purify large amounts of bacteriocins at reduced costs are necessary to

consider industrial scale production.

Key words: bacteriocin-Pediococcus-Enterococcus-meat
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Justificacion

Las bacteriocinas de la clase Ila tienen gran actividad antimicrobiana contra Listeria,
un patégeno de origen alimentario frecuente en brotes asociados al consumo de productos

lacteos, carnicos y vegetales contaminados.

La caracterizacion bioquimica y molecular de sustancias antimicrobianas naturales
como las bacteriocinas es de importancia fundamental para su aplicacién posterior en
alimentos. Asimismo, algunas caracteristicas de las cepas productoras, como condiciones

Optimas de crecimiento y produccién de bacteriocinas, por ejemplo, deben ser determinadas.

La caracterizacion de sustancias de este tipo es un paso obligado antes de su empleo
directo en cualquier alimento, ya que sus propiedades fisicoquimicas y condiciones de
produccién determinardn en gran parte la factibilidad de sus aplicaciones futuras como
antimicrobianos naturales. Por otra parte, la caracterizacion molecular de las bacteriocinas es
necesaria para determinar algunas propiedades de importancia, como expresion, secrecion,
resistencia e inmunidad; ademads de ser una etapa indispensable para manipulaciones futuras

de la cepa con vistas a la sobreproduccién o produccion heteréloga de las bacteriocinas.

Doctorado en Biotecnologia Ragquel Schneider
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La generacién de cepas capaces de producir altas cantidades de estas sustancias
resulta de gran interés ya que la cantidad de bacteriocina producida por la cepas es
generalmente muy baja. Por otra parte, el mejoramiento de cepas utilizadas como cultivos
iniciadores mediante la incorporaciéon de los genes que codifican para la produccion de
bacteriocinas es otro paso importante en la obtencién de productos alimenticios seguros de

alta calidad.

Doctorado en Biotecnologia Ragquel Schneider
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1.Introduccion

I.1. Contaminacion y deterioro de los alimentos

La contaminacién de los alimentos es un problema serio para la industria alimentaria,
debido a que da lugar a la aparicién de productos inaceptables para el consumo humano. La
produccion industrial de alimentos es un proceso que se desarrolla a gran escala, razén por
la cual las pérdidas por contaminacion microbiana son elevadas y altamente costosas. Este
fenémeno generalmente es un proceso mixto, en el que participan bacterias, levaduras,
hongos y pardsitos, y al mismo tiempo es un proceso competitivo, en el cual prevalecen
aquellos grupos que muestran la mejor adaptacion a las condiciones ambientales que se

manifiestan en el producto en particular.

Los alimentos crudos de origen animal son los que tienen mds probabilidad de estar
contaminados aunque las frutas y legumbres que se consumen crudas también pueden
estarlo. El lavado de los vegetales puede reducir el riesgo de contaminacién, pero no
eliminarlo. Por otra parte la utilizacién de aguas negras para riego de verduras y hortalizas
constituye un peligro potencial de contaminacion de las mismas con microogranismos

patégenos. La calidad microbiolégica del agua utilizada para lavar y enfriar alimentos es un

Doctorado en Biotecnologia Ragquel Schneider
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factor de vital importancia.

Los alimentos pueden contaminarse por una gran variedad de microorganismos, tanto
patégenos como de deterioro. La flora inicial presente en los mismos estd formada por
cantidades variables de microorganismos. La capacidad de adaptaciéon y resistencia a
factores ambientales de cada microorganismo (refrigeracion, actividad de agua, agentes

antimicrobianos, por ejemplo), determinard qué grupos sobrevivirdn y serdn los dominantes.

En cuanto a la contaminacion de la carne, el musculo como tal podria considerarse
estéril hasta el momento de su obtencién. Sin embargo, los procesos posteriores como el
desollado y eviscerado siempre acarrean cierto grado de contaminacién, tanto por
microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal como en la piel del animal. También
los operarios y los utensilios que se utilizan durante el procesamiento de la canal aportan
microorganismos indeseables a la carne. El agua utilizada para la limpieza, las superficies de
contacto durante el almacenamiento y procesado, el equipo de trabajo y las puertas y paredes
del local son algunas de las principales fuentes de contaminacion. Por otra parte, después del
sacrificio ya no existen las barreras inmunoldgicas que poseia el animal como defensa ante
los microorganismos y los tejidos quedan entonces expuestos a un gran numero de
gérmenes, como los de la piel o los del tracto digestivo. El manejo incorrecto de las canales
en el frigorifico limita inevitablemente el tiempo de vida de anaquel de la carne. El control
de los microorganismos se logra mediante la aplicacion de buenas practicas de manufactura

y por el establecimiento de la cadena de frio, fundamentalmente.

La microbiota inicial de la carne esta conformada por bacterias Gram negativas y
Gram positivas. Las bacterias Gram negativas predominantes son Pseudomonas y algunas
enterobacterias, mientras que entre las Gram positivas estdin fundamentalmente los
micrococos, bacterias lacticas y Brochothrix thermosphacta. Las bacterias del género
Pseudomonas predominan en la flora de deterioro de carnes no conservadas al vacio, las
bacterias acidoldcticas en carnes empacadas al vacio y Shewanella putrefaciens y B.
thermosphacta, que son anaerobios facultativos y pueden acelerar el deterioro temprano de

la carne, tanto en aquellas expuestas al oxigeno como en las envasadas en atmosferas

Doctorado en Biotecnologia Ragquel Schneider
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modificadas (Gill, 1998). Las bacterias acidolacticas proliferan fundamentalmente en
condiciones de alta humedad; las principales alteraciones que producen son el “inflado” del
empaque de carnes almacenadas bajo vacio, debido a la produccién de gas, y la acidificacion

del producto ocasionada por la produccién de dcido l4ctico.

Otros grupos presentes, en menor medida, son las bacterias saprofiticas Gram positivas
(por ejemplo Kurthia y algunos estafilococos no toxigénicos) Los gérmenes patdgenos y
toxinogénicos provienen, por lo general, del tracto gastrointestinal de los animales faenados,
de animales enfermos o de contaminacion cruzada debida a los operarios. Algunos ejemplos
de éstos son Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, estreptococos del grupo A,
Clostridium spp. (fundamentalmente C. perfringens A'y C, C. bifermentans, C. botulinum
A, B, E y F, C. novyi y C. sordellii). La sola presencia de cualquiera de estos
microorganismos constituye un riesgo para la salud. C perfringens y Staphylococcus aureus
estdn asociados a intoxicaciones alimentarias por carnes; Salmonella, Escherichia coli
verocitotoxigénica, Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes y
Aeromonas hydrophila, son causantes de enfermedades entéricas y, en la mayoria de los

casos también, de enfermedades sistémicas.

L. monocytogenes es un contaminante frecuente de alimentos. Su capacidad de
sobrevivir y crecer a temperaturas de refrigeracién permite a esta bacteria acumularse en los
alimentos durante su almacenamiento y la convierte en un riesgo potencial para los
consumidores, sobre todo para los individuos inmunocomprometidos. Por otra parte, Listeria
es relativamente tolerante a factores como el NaCl y valores de pH reducidos. En el caso de
alimentos con valores de pH bajos o a los que se les ha agregado 4cidos orgénicos, las
listerias que llegan a sobrevivir en estas condiciones pueden recuperarse y crecer a bajas
temperaturas, si es que no existen otras barreras antimicrobianas presentes. Ademads, la
exposicion de la bacteria a dcidos induce una respuesta de estrés, haciendo a la bacteria mds

tolerante a condiciones mds 4cidas, a etanol y a perdxido de hidrégeno (Doyle, 1999).

Los alimentos implicados en brotes de listeriosis (Tablas 1 y 2) incluyen los cuatro

grandes grupos nutricionales: lacteos, vegetales, carnes y pescados.
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Tabla 1. Brotes de listeriosis

Ano Pais Casos (muertes) Alimento

1980-81 Canada 41 (18) Ensalada de col

1983 EUA 49 (14) Leche pasteurizada

1983-87 Suiza 122 (34) Pastel de nata

1985 EUA 142 (48) Queso suave estilo mexicano
1987-89 Reino Unido >350 (>90) Paté belga

1992 Nueva Zelanda |4 ) Mejillones ahumados

1992 Francia 279 (63) Lengua de cerdo

1994 EUA 45 0) Leche chocolatada

1995 Francia 20 4) Queso suave de leche cruda

Fuente: Bell y Kyriakides (1998)

Tabla 2. Brotes de listeriosis en EUA (1970-2002)

Afio Alimento involucrado Casos Mortalidad
(% del total)
1979 Vegetales crudos o queso 20 3(15.0)
1983 Leche fluida pasteurizada 32 14 (43.8)
1985 Queso estilo mexicano (leche cruda) 142 48 (33.8)
1986-1987 Helado, salami, queso 36 16 (44.4)
1986-1987 Huevo crudo Desconocido
1987 Manteca 11 | Desconocido
No especificada | Vegetales congelados 7 Desconocido
1998-1999 Hot dogs, carnes 101 21 (20.8)
1999 Paté 11 Desconocido
2000 Delicatessen de carne de pavo 29 7(24.1)
2000-2001 Queso estilo mexicano casero (leche cruda) | 12 5(41.7)
2002 Delicatessen de carne de pavo 63 7(11.1)
Total 466

Fuente: www.cdc.gov. (Centers for Disease Control and Prevention, julio 2005)

Listeria spp. esta presente en una gran variedad de alimentos crudos naturalmente

expuestos a fuentes de contaminacién ambiental. Debido a esto las condiciones y practicas
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de higiene a lo largo de la cadena de produccion de alimentos deben ser muy cuidadosas.

Algunos tratamientos aplicados a alimentos con algin grado de procesamiento
pueden ser eficaces en la eliminaciéon de las listerias que pudieran estar presentes en los
mismos. Las listerias pueden sobrevivir durante varias semanas en algunos alimentos
congelados, ademds de poder crecer a temperaturas de refrigeracion (0-8°C) aunque de
manera lenta. L. monocytogenes no es termoresistente, por lo que los tratamientos de
coccion bien controlados logran reducir significativamente el nuimero de estos
microorganismos (Bell y Kyriakides, 1998). Otros factores como el pH y la actividad de
agua (aa) también pueden reducir el nimero de listerias. El efecto bacteriostatico de la baja
aw sobre L. monocytogenes se potencia al almacenar los productos en refrigeracion (Bell y
Kyriakides, 1998). La combinacién de factores fisicoquimicos como pH, temperatura y
actividad de agua tienen generalmente mayor efecto antimicrobiano que cualquiera de estos

factores utilizados individualmente.

1.2. Conservacion de los alimentos

Como se mencioné anteriormente, las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos
los convierten en un medio éptimo para el crecimiento de microorganismos, tanto patégenos
como deteriorantes. Debido a esto, es necesaria la aplicacion de medidas de conservacion

que logren prolongar la vida de anaquel de los mismos.

Los procesos que se utilizan para preservar productos alimenticios son variados, y a
su vez la combinacién de dos o mds de estos procesos en un mismo producto es practica
corriente. En el caso de alimentos cdrnicos, probablemente la técnica de preservacion mas
difundida sea la refrigeracién, combinada o no con otro tipo de métodos como puede ser el
envasado al vacio, la deshidratacion, el curado, la coccidn, la irradiacién, la adicidén de

agentes antimicrobianos o sales, etc.
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La incorporacién de sustancias antimicrobianas a peliculas de recubrimiento en
carnes ha sido probada por varios investigadores. Mauriello y col. (2004) incorporaron la
bacteriocina producida por Lactobacillus curvatus a recubrimientos de polietileno y lograron
la reduccién de un orden de magnitud en la poblacién de L. monocytogenes inoculada en
carne de cerdo y vacuno. Siragusa y col. (1999) encontraron una disminucién de dos érdenes
de magnitud para B. thermosphacta en carnes empacadas al vacio cubiertas con una pelicula
con nisina; Kim y col. (2002) incorporaron nisina o lacticina a recubrimientos en carnes para
el control de microorganismos aerobios totales y coliformes. Dentro de las sustancias
utilizadas hasta la fecha en los recubrimientos estan bacteriocinas, solas o en combinacién
de agentes tales como dcidos organicos (Eswaranandam y col., 2004), o sustancias quelantes

como el EDTA.

1.3. Las bacterias lacticas en la fermentacion de alimentos

El desarrollo de algunos tipos de bacterias dcido lacticas (BAL) en alimentos produce
efectos deseables en su textura y sabor. Su aplicacion se ha extendido a varios tipos de

alimentos y algunos de los usos mds difundidos de las mismas se detallan a continuacion

(Liicke, 1996):

Cultivos iniciadores en productos carnicos, lacticos y vegetales

Cultivos probidticos en alimentos para humanos y animales

Cultivos protectores

El agregado directo de cultivos iniciadores seleccionados a materiales crudos ha
aportado grandes beneficios en la obtencién de alimentos fermentados, permitiendo un alto
grado de control sobre el propio proceso fermentativo y logrando la estandarizacion del
producto final. Las cepas utilizadas en este tipo de procesos son usualmente aisladas de
habitats naturales o de fermentaciones ocurridas naturalmente en alimentos de origen similar

(Leroy y de Vuyst, 2004).
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Su utilizacién como conservadores en alimentos se debe a la produccién de acidos
(lactico, fundamentalmente, y acético) derivados de su metabolismo, que contribuyen a la
disminucién de la microbiota contaminante (Daeschel, 1989; Stiles, 1996; Cleveland y col.,

2001; Signorini, 2002; Signorini y col. 2003; Park y col., 2005).

e Productos lacteos:

De todos lo productos fermentados por BAL los lacteos son los més importantes
tanto en volumen como en valor de mercado (Tabla 3). En general, todas las fermentaciones
lacteas comprenden una fermentacion lactica inicial seguida por fermentaciones secundarias
efectuadas por cierto tipo de microorganismos, como propionibacterias o brevibacterias, que

contribuyen a las caracteristicas sensoriales deseables en algunos productos.

La acidificacién producida por la produccién de acidos orgédnicos por parte de las
BAL puede provocar en alimentos proteicos modificaciones en la textura. Sobre los
componentes del aroma, las BAL no aportan demasiado, si bien en algunos productos como

la mantequilla o algunos quesos la produccién de diacetilo puede resultar importante.

Tabla 3. Algunos cultivos iniciadores para leches fermentadas y mantequillas cultivadas.

Producto tipo Composicion del cultivo Actividad metabdlica

deseable

Mantequilla, crema d4cida, | L. lactis ssp. cremoris y lactis, | Acido ldctico a partir de
mantequilla 4cida. Leche | L. lactis biovar diacetiactis, L. |lactosa, diacetilo a partir de

acida estilo escandinavo mesenteroides sSp. cremoris citrato.

S. salivarius ssp. thermophilus, | Acido lictico a partir de
Yoghurt L. delbrueckii ssp. bulgaricus  |lactosa, acetaldehido a partir

de piruvato o treonina

Kefir L. lactis, L.acidophilus, L. kefir, Acido l4ctico a partir de
L. kefirgranum, L. paraquefir, |lactosa, diacetilo a partir de
Leuconostoc sp. citrato.

Fuente: Liicke, 1996.
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e Productos carnicos:

Algunas bacterias lacticas productoras de bacteriocinas son utilizadas como cultivos
iniciadores en la producciéon de embutidos fermentados. Estos cultivos se presentan en
estado puro o mixto y han sido seleccionados de acuerdo a propiedades especificas para el
producto en que se vayan a aplicar, con el objeto de mejorar su aspecto, aroma, sabor y la
conservacion de los mismos (Leroy y col., 2005). Otro factor importante a tener en cuenta es

la inocuidad de las cepas.

Los cultivos iniciadores tienen su origen en aislamientos seleccionados, provenientes
generalmente de la microbiota natural de la propia carne. Los microorganismos mas
importantes y mdas difundidos a nivel comercial son las bacterias acidolacticas y los
pertenecientes a la familia Micrococcaceae. Todas las BAL usadas en la fermentacion de
embutidos son homofermentativas. Estos microorganismos producen un descenso en el pH a
valores por debajo de 5.3 por formacioén de 4cido lactico, contribuyendo asi a la inhibicién
de gérmenes patdgenos y de deterioro. Ademds, este pH bajo acelera la formacion del color
curado y la coagulacion de proteinas solubles facilita el secado. También el aroma puede
estar influenciado por las BAL en estos productos, debido a la formacién de 4cido acético y

diacetilo.

Los preparados de BAL disponibles comercialmente mds difundidos contienen: L.
plantarum, L. sake, L. curvatus, P. acidilactici y P. pentosaceus. En cuanto a los integrantes
de la familia Micrococacceae, se encuentran fundamentalmente especies de Micrococcus, y
se agregan al alimento con el objeto de reducir los nitratos a nitritos, generando asi efectos
positivos sobre el color y el aroma del curado. Los preparados existentes en el mercado
contienen Micrococcus varians, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus carnosus. A

continuacion se mencionan algunas de sus caracteristicas:

e Mesofilicos: Lactobacillus plantarum, L. pentosus y P. pentosaceus. Crecen lo
suficientemente rdpido en productos fermentados a 20-25°C para asegurar un

periodo de fermentacion relativamente corto. Algunas cepas de Lactobacillus
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reducen nitratos a nitritos.

e Psicrotrofos: Lactobacillus curvatus 'y Lactobacillus sake. Son efectivos en la
supresion de otras bacterias, incluidas las lacticas, a temperaturas de 20-22°C.
Tienen el inconveniente de que pueden continuar produciendo dcido a temperaturas

mds bajas, pudiendo ocasionar la sobreacidificacion del producto.

e Termofilicos: Pediococcus acidilactici. Principalmente utilizado en los embutidos de
verano de Estados Unidos que son fermentados a 37°C durante un periodo muy corto

(Hammes y Knauf, 1994).

Dentro de los productos cdrnicos, los embutidos crudos curados son los fermentados
mds importantes. Las salmueras con concentraciones de mads del 12% de NaCl (aa por
debajo de 0.91) inhiben cualquier desarrollo de bacterias lacticas. Las condiciones que
favorecen el crecimiento de estas bacterias durante el periodo de fermentacion incluyen un
pH por debajo de 6.0 (valor normal de la carne de vacuno y cerdo), una aa inicial entre 0.955
y 0.965 (por adicién de 2.5 a 3% de sal), el agregado de por lo menos 0.3% de un azicar

facilmente fermentable y entre 100-150 mg/kg de nitrito de sodio.

Los cultivos iniciadores a utilizarse en carnes deben ser competitivos en sistemas de
carne salada y tener actividad antagénica contra patégenos. Ya hay cepas productoras de
bacteriocinas que han sido seleccionadas y evaluadas para su utilizaciéon en productos
carnicos fermentados (Cintas y col., 1995; Jack y col., 1996; Martinez y col., 2000b; Mora y
col., 2003)

1.4. Bacteriocinas

Algunas BAL tienen la propiedad de sintetizar sustancias antimicrobianas como
parte de un mecanismo de defensa y de competencia ante otros microorganismos
(Klaenhammer, 1988 y 1993; Daeschel, 1989; Jack y col., 1995; Nes y col., 1996). Estas

sustancias, conocidas como bacteriocinas, han despertado el interés de muchos
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investigadores debido a su cardcter antimicrobiano natural, con potencial aplicacién para el
control de microorganismos patégenos y de deterioro en alimentos. Sumado a €sto, el origen
proteico de las mismas representa una ventaja adicional, ya que durante el paso por el tracto
digestivo son inactivadas por las proteasas presentes en el estdmago, evitando asi problemas

de resistencia o inhibicion de la microbiota normal del tracto gastrointestinal.

Dentro de los géneros de BAL productores de bacteriocinas se han reportado
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus, entre otros (Bareffot
y Klaenhammer, 1983; Schillinger y col., 1991; Jack y col., 1995; Cintas y col., 1998; Katla
y col., 2002).

El espectro de actividad que presentan las bacteriocinas es variable pero en general
actian contra especies emparentadas filogenéticamente, siendo fundamentalmente, bacterias
Gram positivas. Su utilizacién como antimicrobiano frente a bacterias Gram negativas ha
dado buenos resultados solamente cuando fueron combinadas con alguna otra sustancia

como el EDTA (Tu y Mustapha, 2002) o algtn 4dcido orgénico (Mustapha y col., 2002).

La mayoria de las bacteriocinas de BAL son péptidos catidnicos, hidrofébicos o
anfifilicos compuestos de 20 a 60 aminoacidos (Nes y Holo, 2000). Estas sustancias han
sido agrupadas segun caracteristicas diversas como espectro de inhibicién, mecanismo de
accion, estructura quimica, tamafo y resistencia a temperatura (Klaenhammer, 1993; Nes y

col., 1996) (Tabla 4):
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Tabla 4. Clasificacion de las bacteriocinas producidas por BAL.

Clase Subclase Descripcion
Clase I LantibiGticos
Pequeiias (<10 kDa), estabilidad térmica moderada (100°C) a alta
(121°C), péptidos activos de membrana, no contienen lantibiéticos
Clase 1I JIE] Péptidos activos contra Listeria con secuencia Y-G-N-G-V-X-C cerca
del extremo amino terminal
IIb Bacteriocinas de 2 péptidos
Ilc Bacteriocinas producidas por la via secretora general (sec pathway)
(Nes y col., 1996) o péptidos tiol activados (Klaenhammer, 1993)
Clase III Proteinas de alto peso molecular (>30 kDa) labiles al calor
Clase IV Bacteriocinas complejas: proteinas con lipidos y/o carbohidratos

Fuente: Ouwehand, 1998

Recientemente, Cotter y col. (2005), sugirieron una modificacién a esta clasificacién

en donde quedan agrupadas las bacteriocinas en dos grupos mayoritarios: los lantibidticos

que contienen lantionina en la Clase I y las bacteriocinas que no contienen lantionina en la

Clase II, mientras que las bacteriocinas de alto peso molecular y temoléabiles (antigua clase

III) quedarian agrupadas bajo la designaciéon de “bacteriolisinas”. Con respecto a la Clase

IV, estos autores no la incluyen dentro de esta clasificaciéon debido a que ninguno de los

miembros de este grupo ha sido lo suficientemente caracterizado como para demostrar su

existencia.

1.4.1. Caracteristicas generales

Clase I: Lantibioticos

Esta clase de bacteriocinas son moléculas pequefias (<5 kDa), termoestables,

caracterizadas por la presencia de aminodcidos no comunes (deshidroalanina,

deshidrobutirina, lantionina, B-metil-lantionina, por ejemplo) en su estructura. Se sintetizan

en forma de propéptidos, sufriendo modificaciones postraduccionales que originan la

apariciéon de aminodcidos modificados. Las bacteriocinas de esta clase fueron subdivididas
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en tipo A y B segiin su estructura quimica y actividad antimicrobiana (Jung, 1991; Sahl y

Bierbaum, 1998).

Los lantibidticos del tipo A son moléculas anfifilicas, flexibles y de forma alargada
con 2-7 cargas positivas netas y forman poros en las membranas bacterianas. A este grupo
pertenece la nisina. Otras bacteriocinas que han sido agrupadas en el tipo A son: subtilina,
Pep5, epilacina K7, epidermina y gallidermina, entre otras. En el tipo B se agrupan péptidos
de forma globular, fuertemente anfifilicos, que producen la muerte celular mediante la
inhibicién enzimética de la sintesis de la pared celular. Ninguno de ellos es producido por
bacterias lacticas. Algunos ejemplos de las bacteriocinas de este grupo son mersacidina y

actagardina (Sahl y Bierbaum, 1998).

Clase II: No lantibiéticos, péptidos activos contra Listeria

Este grupo incluye péptidos pequefios (<10 kDa), estables al calor y es el grupo que
mayor cantidad de bacteriocinas comprende. Se divide en tres subgrupos. El primero de
ellos, la clase Ila, incluye péptidos similares a pediocina (pediocin-like peptides), que
contienen una secuencia aminoacidica consenso en su extremo amino terminal (Tyr-Gly-
Asn-Gly-Val-X-Cys). El gran interés que han recibido las bacteriocinas de este grupo ha
sido fundamentalmente debido a la alta actividad contra Listeria que presentan (Ennahar y
Deschamps, 2000). Dentro de las BAL que producen este tipo de bacteriocinas encontramos
Pediococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Carnobacterium 'y Leuconostoc. Yamazaki y col.
(2005), han descrito una bacteriocina perteneciente a esta clase, la piscicolina (producida por
Carnobacterium piscicola aislado de surimi), que a diferencia del resto del grupo posee L en

lugar de V final de la secuencia consenso (YGNGL en vez de YGNGYV).

La clase IIb agrupa bacteriocinas cuya actividad requiere la accion complementaria
de dos péptidos (Nissen-Meyer y col., 1992). Aqui encontramos a la lactococcina G,

lactococcina M y plantaricina A, entre otras (Chen y Hoover, 2003).
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La clase Ilc comprende todos aquellos no lantibidticos que no pertenecen a las clases
ITa o IIb. Como ejemplos se pueden mencionar la acidocina B, divergicina A, enterocina P,

enterocina B y enterocina L50, entre otras.

Van Belkum y Stiles (2000) presentan algunas modificaciones a la clasificacién de
las bacteriocinas clase II. Estos autores dividen a la clase II en 6 subgrupos, dandole la
denominacion de cistibidticos y thiolbidticos citada por Jack y col. (1995) para las
bacteriocinas de la clase Ila con uno o dos pares de cisteinas que forman puentes disufuro
(cistibidticos) y para aquellas que poseen una séla cisteina que debe estar reducida en su
forna de thiol para ser activa (thiolbidticos). En la clase Ila agrupan a las bacteriocinas que
contienen dos puentes disulfuro en su estructura (PA-1, enterocina A y divercina V41),
mientras que en la clase IIb incluyen a las que poseen un s6lo puente disulfuro en su
extremo amino terminal (leucocina A, mesentericina Y105, carnobacteriocina B2,
carnobacteriocina BM1, sakacina P, curvacina A, enterocina P y bacteriocina 31). En la
subclase Ilc engloban los cistibidticos que carecen de la region consenso Tyr-Gly-Asn-Gly-
Val-X-Cys (carnobacteriocina A y enterocina B). En el grupo IId colocan a las lactococcinas
A'y B, que carecen también de la secuencia consenso y contienen uno o ningun residuo de
cisteina. En la clase Ile agrupan a aquellos péptidos ya mencionados anteriormente que
requieren la accién complementaria de dos péptidos para actuar. El subgrupo IIf o
bacteriocinas clase Ila atipicas comprende péptidos ciclicos y otras que no requieren péptido

lider (AS-48, gassericina A, acidocina B y enterocinas L50 A y B).

En la clasificacion sugerida por Cotter y col. (2005) este grupo aparece bajo la
denominacién de bacteriocinas clase II que no contienen lantionina, dividiéndolas en
subclase a (bacteriocinas ‘“pediocin-like”), subclase b (bacteriocinas de dos péptidos),

subclase c (bacteriocinas ciclicas) y subclase d (bacteriocinas de un solo péptido y lineares).

Clase III:

Aqui se encuentran bacteriocinas de mayor tamafio (>30 kDa) y termoldbiles. La

mayoria de ellas son producidas por bacterias del género Lactobacillus (Oscariz y Pisabarro,
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2001). Como ejemplos se pueden mencionar a la helveticina J y la lacticina B.

Clase IV (Klaenhammer, 1993):

Esta clase comprende péptidos complejos que requieren moléculas lipidicas o
carbohidratos en conjuncién con la fraccidn proteica para su actividad. Estas bacteriocinas
incluyen glucoproteinas, como la leucocina S (Lewus y col., 1992) y la lactocina 27 (Upreti,
1994), lipoproteinas como la mesentericina 52 (Sudirman y col., 1994) y glucolipoproteinas

como la fermenticina (de Klerk y Smit, 1967).

1.4.2. Eficacia de las bacteriocinas en alimentos

La composicién quimica y las condiciones fisicas del alimento pueden tener gran
importancia sobre la actividad de la bacteriocina. Varios investigadores han trabajado en
cepas de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas con vistas a su utilizacién como
cultivos iniciadores en alimentos fermentados. Nufiez y col. (1997) inocularon queso
manchego con Enterococcus faecalis productor de bacteriocina y lograron reducir los
conteos de L. monocytogenes en 6 6rdenes de magnitud después de 7 dias. De la misma
forma Campanini y col. (1993) lograron reducir la poblacién contaminante de L.
monocytogenes en salami al inocular el producto con una cepa de L. plantarum productor de
bacteriocina. Como Pediococcus no tiene aplicaciéon como cultivo iniciador en quesos,
Buyong y col. (1998) expresaron el operon que codifica para la produccién de pediocina en
L. lactis para asegurar la calidad microbiolégica durante la fermentaciéon. Con esto
obtuvieron una reduccién en la poblacion de L. monocytogenes de 5 ciclos logaritmicos

después de dos semanas de maduracién en queso cheddar.

Como las bacterias lacticas se encuentran comunmente en carnes, las bacteriocinas
de estos microorganismos han sido ampliamente investigadas, aunque para la aplicacion de
estas sustancias en alimentos se requiere tener en cuenta que las condiciones imperantes en
el mismo podrian ser sustancialmente distintas a las existentes in vitro. Un ejemplo tipico de

esto es el caso de la nisina A en carnes. Este péptido es 200 veces mds soluble a pH 2 que a
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pH 8 (Cleveland y col., 2001). Debido a su capacidad de inhibir in vitro el crecimiento de
Clostridium, podria haberse utilizado como alternativa al uso de nitritos en carnes, sin
embargo las condiciones de pH y las interacciones con componentes de la carne disminuyen
su eficacia como antimicrobiano (de Vuyst y Vandamme, 1994a). Debido a estos
inconvenientes, se han estudiado otras bacteriocinas como leucocina A, enterocina, sakacina
y carnobacteriocinas A y B como preservantes en carnes crudas, aunque los mejores
resultados se obtuvieron con la pediocina PA-1 producida por P. acidilactici (Nielsen y col.,

1990).

En general, la utilizaciéon de bacteriocinas en alimentos estaria contemplada como

parte de un mecanismo de barreras y no como agente preservante tnico.

1.4.3. Factores que afectan la produccion de bacteriocinas

La produccién de bacteriocinas estd influenciada por diversos factores. Si bien la
sintesis de de estas sustancias en muchos casos tiene una relacion linear con el incremento
de masa celular microbiana (Aymerich y col., 2000b; Guerra y Pastrana, 2003) algunos
autores encontraron desviaciones a esta linearidad, relacionadas en general con complejas
interacciones que afectan la sintesis de bacteriocinas, como la composicién del medio de
cultivo y las condiciones de fermentacion (Biswas y col., 1991; Kim y col., 1997, Guerra y
col.,2001). Yang y Ray (1994) estudiaron algunos factores que influencian la produccién de
bacteriocinas. Con respecto a la composicién del medio de cultivo encontraron que la
suplementacion del medio con triptona (1.5%), glucosa (2%) y/o extracto de levadura
(1.5%) incrementaron la produccién de pediocina AcH, coincidiendo con lo reportado por

Biswas y col. (1991).

El pH del medio de cultivo es también un factor importante. Bacteriocinas como la
pediocina AcH requieren un pH de 3.6/3.7 para maximizar su produccion (Biswas y col.,
1991). Sin embargo la nisina o la leuconocina fueron producidas en mayor cantidad a

valores de pH de 5.8 y 5 respectivamente (Yang y Ray, 1994).
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Aymerich y col. (2000a) evaluaron el efecto de algunos ingredientes y aditivos
utilizados en la elaboracién de embutidos sobre la produccion de enterocinas A 'y B por parte
de E. faecium CTC492. Los autores determinaron que aditivos como el cloruro de sodio y la
pimienta disminuyeron 16 veces la produccién de enterocina, sin afectar la masa celular
microbiana. La posible explicacion de este fendmeno estaria en los iones sodio de la sal y en
el manganeso que contiene la pimienta, que podrian competir con la enterocina F por lo
sitios de union de la proteina sensora, bloqueando asi la produccion de las enterocinas A 'y B
(Aymerich y col., 2000a). Sin embargo, estas bacteriocinas aplicadas como aditivo redujeron
en forma significativa (1.13 érdenes de magnitud) el conteo de L. monocytogenes en estos
productos, por lo que podria ser considerada su utilizacién como uno mas de los obsticulos
dentro de la tecnologia de barreras en la preservacion de embutidos fermentados contra
Listeria. Por otra parte, los mismos autores reportaron incrementos en la actividad
inhibitoria al agregar Tween 80 al medio de cultivo. De la misma forma, la adicién de
glucosa (0.5%) o la combinacién de sacarosa (2%) y glucosa (0.25%) también mejoraron
notablemente la produccion de bacteriocinas. En general, las condiciones de cultivo que
propician una mayor densidad celular son también las que mayores cantidades de

bacteriocinas producen.

1.4.4. Mecanismo de accion

Diversos mecanismos de accién han sido propuestos para describir la accion
bactericida de las bacteriocinas. La formaciéon de poros o canales selectivos es uno de los
mecanismos mayormente descritos. El espectro de accidn, relativamente reducido, que
poseen algunas de ellas, sugiere la presencia de receptores moleculares a nivel de membrana

en la célula blanco, aunque esto no ha sido demostrado atin (van Belkum y Stiles, 2000).

El extremo hidrofilico amino terminal de la molécula es la parte donde se daria la
interaccion inicial con las cabezas de los fosfolipidos anidnicos de la membrana. El extremo
C terminal de la molécula, que es mas hidrofébico que el amino, se cree que tiene relacion
con las interacciones hidrofébicas con la membrana. Por otra parte, esta region parece ser

importante en la determinacion de la especificidad de la bacteriocina a sus células blanco, ya
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que algunas variantes de bacteriocinas con la regién C terminal alterada por mutagénesis
dirigida mostraron un espectro de accion diferente al de las cepas nativas (Fimland y col.,
2000 y 2002). Johnsen y col. (2005) también obtuvieron resultados similares al trabajar con
bacteriocinas hibridas. Estos autores encontraron que el espectro antimicrobiano de estos

hibridos era similar al de la bacteriocina de la cual derivaba el extremo C-terminal.

Para el caso de la nisina, que posee un espectro de actividad inhibitoria mds amplio,
se ha sugerido la ausencia de los receptores requeridos para su accion, o bien la presencia de
un receptor universal. Varios autores (Brotz y col., 1998; Gravesen y col., 2004) mencionan
que la nisina ejerceria su accidén antimicrobiana a través de la formacién de poros en la
membrana citoplasmdtica mediada por la interaccién con el lipido II, precursor de los
peptidoglicanos. Esta interaccion hace que la nisina inhiba la sintesis de peptidoglicanos y
forme poros muy especificos (Wiedemann y col., 2001). Aparentemente, gran parte de los
lantibiéticos actdan utilizando el lipido II como blanco y uniéndose a €l llevan a cabo un
mecanismo de accion dual, que previene la sintesis de peptidoglicanos por un lado y por el
otro forman los poros (Cotter y col., 2005). El modelo de poro que se ha sugerido por Moll y

col. (1999) para la nisina es conocido como en forma de cufia (“wedge model”, Figura 1).

Las bacteriocinas de la clase II forman poros en forma “de barril” (“barrel stave”
Figura 2); esto implica la unién cooperativa de mondmeros a la membrana, la insercion
posterior en la misma y, finalmente, la agregacion, llevando a la formacién de poros que

rodean un drea central (Ennahar y col., 2000).

®

Figura 1. Modelo de poro en forma de cufa (nisina)

Fuente: Moll y col., 1999.
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Figura 2. Modelo de poro en forma de barril (bacteriocinas clase II)

Fuente: Moll y col., 1999.

La interaccion inicial de las bacteriocinas de la clase II con la membrana dependeria
en primera instancia de los fosfolipidos anidnicos de la membrana citoplasmatica
produciéndose entonces su desestabilizacion. Esto aumenta la permeabilidad de la misma y
ocasiona el escape de material intracelular. Algunos estudios con PA-1 sugirieron que se
requeria la presencia de un receptor proteico en la membrana para que la bacteriocina
pudiera actuar (Bhunia y col., 1991; Ennahar, 2000). Sin embargo, otros estudios con
vesiculas lipidicas preparadas de L. monocytogenes demostraron que la PA-1 funciona en
ausencia de receptor proteico (Chen, y col., 1997a y 1997b). Ciertos cambios en la
membrana celular podrian entonces influenciar la adhesion y formacion de poros mediados

por la bacteriocina.

1.4.5. Resistencia a bacteriocinas

La utilizacién de cultivos iniciadores productores de bacteriocinas como preservantes
naturales en alimentos ha despertado gran interés. En los ultimos afos se han realizado
grandes avances en los conocimientos sobre mecanismos de accidn, estructura y sintesis y
caracterizacion molecular de estas sustancias. Sin embargo, el surgimiento de cepas

resistentes a bacteriocinas hizo necesaria la ampliacion de los estudios hacia ese campo.

Crandall y Montville (1998) propusieron que la tolerancia a nisina en L.
monocytogenes podria aumentar por alguno de los siguientes factores: 1) cambios en la

pared celular que disminuyan la difusién pasiva de moléculas a través de la misma; 2)
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disminucién de sitios de unién en la membrana (por ejemplo fosfolipidos aniénicos); y 3)
competicion por los sitios de unidn, como sucederia con la presencia de cationes divalentes.
También se reportd (de Martinis y col., 1997) que la exposicion a bajas temperaturas (10°C)
y la presencia de sales (2-3 % de NaCl) aumenta la tolerancia a nisina en L. monocytogenes.
Jydegaard y col. (2000) determinaron que la pediocina PA-1 era incapaz de inhibir en la
misma forma células sometidas a estrés osmotico (6.5% NaCl) o a bajas temperaturas (5°C

durante 60 minutos) que células no sometidas a estos tratamientos.

Estudios recientes sobre cepas de L. monocytogenes resistentes a bacteriocinas de la
clase Ila (Gravesen y col., 2002; Vadyvaloo y col., 2004) indican que existe un mecanismo
de accion comun entre varias cepas de L. monocytogenes y de Enterococcus faecalis
(Héchard y col., 2001). Este mecanismo estaria ligado a la ausencia de la subunidad EIIAB
de una manosa permeasa del sistema fosfotransferasa (PTS), implicado en el transporte de
azucares por translocacién de grupo. Ramnath y col., (2004) demostraron que la expresion
del operén mptC, que codifica para la subunidad mencionada, induce sensibilidad a varias

bacteriocinas de la clase Ila en L. lactis.

1.4.6. Pediocinas

Este tipo de bacteriocinas pertenece a la clase Ila, también denominada “tipo
pediocinas” seguin la clasificacion presentada anteriormente. La caracteristica mas
trascendental de este grupo la constituye su gran efectividad contra Listeria (Aymerich y
col., 1996; Bennik y col., 1999). Las bacteriocinas “tipo pediocinas” son producidas por
varias BAL y se conocen por lo menos catorce bacteriocinas diferentes. Algunas de ellas
son: PA-1, leucocina A, UAL-187, mesentericina Y105, sakacina P entre otras (Johnsen y

col., 2000).

A partir de la caracterizacion de la PA-1 (AcH) muchos estudios se han hecho sobre
este tipo de bacteriocina (Bhunia y col., 1991; Marugg y col., 1992; Chikindas y col., 1993;
Ray y col., 1999; Halami y col., 2000; Johnsen y col., 2000). El andlisis de las secuencias

aminoacidicas de nueve pediocinas provenientes de diversas cepas de Pediococcus (PAC1.0,
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H, LB42-923, ULS5, entre otras) demostraron ser idénticas a la PA-1 (Ray y Miller, 2000), si
bien Bauer y col. (2005) describieron recientemente la caracterizacion parcial de la
pediocina PD-1 producida por P. damnosus y que muestra homologia parcial con el
lantibiético plantaricina C. Ademds Ennahar y col. (1996) describieron la producciéon de
Pediocina AcH por Lactobacillus plantarum. La pediocina PA-1 estd constituida por 44
aminoécidos con un peso molecular estimado de 4,628 Da (Ray y Miller, 2000) y posee dos
puentes disulfuro que sumados a una secuencia de 5 aminodcidos, YGNGV, (presente en
todas las bacteriocinas de este grupo) serian indispensables para su actividad bactericida
(Jack y col., 1995; Ennahar y col., 2000; Fimland y col., 2000). Presenta caricter catiénico
debido a la presencia de 3 histidinas y cuatro lisinas; el cardcter hidrofébico se debe al
contenido relativamente alto en aminodcidos no polares, caracteristica por la cual tiende a

formar agregados (Ray y Miller, 2000).

En cuanto al espectro inhibitorio, las pediocinas se caracterizan fundamentalmente
por su inhibicion sobre L. monocytogenes. Muchos autores han aplicado esta bacteriocina en
distintos alimentos para estudiar su efectividad como antimicrobiano (Buyong y col., 1998;
Bennik y col., 1999; Loesner y col., 2003). Con la aplicacién de pediocina, en combinacion
con otros métodos como la irradiacién, se ha logrado un efecto sinérgico en la inhibicién de
L. monocytogenes en salchichas inoculadas con este patégeno (Chen y col., 2004). Daeschel
y Klaenhammer (1985) reportan la inhibicion de varias cepas de P. pentosaceus, P.
acidilactici, S. aureus, L. lactis, Lactobacillus spp., C. botulinum, C. perfringens y C.

sporogenes.

Muchos investigadores han trabajado en la dilucidacién de los mecanismos de
expresion genética de estas sustancias. Los trabajos reportados hasta el momento indican, en
la mayoria de los casos, una codificacién plasmidica para la produccion de pediocina, siendo

dichos plasmidos generalmente menores a 20 kpb (Ray y Miller, 2000).

La producciéon de esta pediocina parece estar mediada por un operén que contiene
cuatro genes: pedA, B, Cy D (papA, B, C y D) (Marugg y col., 1992; Bukhtiyarova y col.,
1994; Motlagh y col., 1994; Venema y col., 1995). Estudios de mutacion y delecion de estos
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cuatro genes revelaron que la pediocina PA-1/AcH se producia s6lo en las células
transformadas que tenian intactos los genes ped (pap) A y D, mientras que el gen C, junto
con el D, serian necesarios para el transporte de la pediocina. La funcién de pedB esta
relacionada con la inmunidad de la bacteria hacia su propia bacteriocina (Marugg y col.,
1992; Bukhtiyarova y col., 1994; Venema y col., 1995). Miller y col. (2005) analizaron la
secuencia y localizacion de plasmidos de P. parvulus, P. pentosaceus y L. plantarum
productores de pediocina AcH y encontraron que el operon que codifica para la produccion
de esta bacteriocina, y que se encuentra codificado en pldsmidos distintos, es idéntico en

distintas especies y géneros de bacterias acidolacticas.

1.4.7. Enterocinas

Las bacteriocinas producidas por especies de enterococos (enterocinas) muestran una
diversidad variable. Las especies de Enterococcus asociadas a produccion de bacteriocinas
son E. faecalis, E. faecium, E. durans y E. mundtii. El andlisis de las secuencias
aminoacidicas y/o nucleotidicas y su amplio espectro inhibitorio las incluye dentro del grupo
de compuestos del “tipo pediocina” (Aymerich y col., 1996). Segtn esto, y de acuerdo a la
clasificacion anteriormente presentada, pertenecen al grupo II de bacteriocinas no
lantibidticos, de bajo peso molecular y estables al calor. Las enterocinas L50 A y B han sido
incluidas en la Clase IId (Cintas y col., 1995) ya que no comparten la similitud de secuencias
descritas para las bacteriocinas de la Clase Ila. Cintas y col. (2001) reportaron ademads la

produccién de una enterocina de alto peso molecular, perteneciente a la Clase III.

La primera enterocina purificada y caracterizada a nivel aminoacidico fue la
enterocina A. También se han caracterizado la enterocina B y la P, todas ellas producidas
por cepas de E. faecium aisladas de productos carnicos fermentados (Aymerich y col., 1996;
Casaus y col., 1997; Franz y col., 1999). Diversos aislamientos reportados posteriormente de
cepas de E. faecium resultaron ser similares o idénticas a las enterocinas A 'y B (Franz y col.,
1999; Du Toit y col., 2000; Ennahar y col., 2001; Losteinkit y col., 2001). La enterocina A
pertenece al grupo “tipo pediocina” mientras que las enterocinas B, L50A, L50B, enterocina

P, enterocina Q y enterocina I no han sido incluidas en este grupo (Floriano y col., 1998;
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Cintas y col., 2000).

Con respecto a su espectro inhibitorio, Ananou y col. (2004) utilizaron enterocina
AS-48 producida por E. faecalis para controlar una cepa enterotoxigénica de S. aureus.
Estos autores combinaron métodos de preservacion con la aplicaciéon de la enterocina
obteniendo los mejores resultados a 4°C y con altas concentraciones de NaCl (6-7%).
Aymerich y col. (2000b) también demostraron la efectividad de las enterocinas A y B para el
control de L. innocua en varios productos cérnicos (jamén cocido, paté, fermentados)
logrando reducciones de hasta 8 y 9 érdenes de magnitud en productos almacenados a 7°C
durante 37 dias. Ananou y col. (2004) encontraron inhibicién de varias especies de
Staphylococcus por la enterocina AS-48. Ennahar y Deschamps (2000) encontraron alta

actividad de la enterocina A producida por E. faecium contra 13 cepas de L. monocytogenes.

La genética de estas bacteriocinas también resulta variable entre ellas. La enterocina
A no esté codificada por plasmidos, sino que los genes estructurales para su biosintesis se
hallan en el cromosoma, a diferencia de la L50A, L50B, Q y B que estdn codificadas por
plasmidos (Franz y col., 1999; Cintas y col., 2001). Recientemente fue reportada la
localizacién en un plasmido conjugativo de los genes que codifican para la produccion de

Enterocina EJ97 producida por E. faecalis EJ97 (Sdnchez-Hidalgo y col., 2003).

Estudios previos realizados con la bacteriocina producida por E. faecalis MXVK22
demostraron su resistencia a altas temperaturas. Por otra parte su actividad se mantuvo en un
intervalo amplio de pH (2.6 a 10), si bien a pH alcalinos disminuy6 notablemente. El
tratamiento con pepsina, proteinasa K y a-quimotripsina produjo pérdida total de la

actividad (Kuri, 1998).

1.5. Aplicaciones en biotecnologia

La utilizacién de bacterias lacticas en tecnologia de alimentos estd ampliamente
difundida y en los dltimos afios los avances sobre la genética de estas bacterias han sido

extensos. La mayor parte de estos estudios se realizaron con Lactococcus, microorganismo
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ampliamente utilizado como cultivo iniciador en productos lacteos, aunque las tultimas
investigaciones se han trasladado también a bacterias lacticas productoras de bacteriocinas
de la clase Ila, como el caso de Pediococcus. Si bien este tipo de microorganismo es
utilizado mayormente en productos carnicos, la gran efectividad contra L. monocytogenes de
las cepas productoras de pediocina las hace muy interesantes para la industria lactea. Como
estas cepas no tienen la capacidad de digerir la lactosa algunos investigadores se han

centrado en el disefio de microorganismos que combinen ambas propiedades.

Chikindas y col. (1995) lograron la expresion del operén de la pediocina PA-1 en L.
lactis y el de lactococcina A en P. acidilactici, logrando cepas productoras de ambas
bacteriocinas. Coderre y Somkuti (1999) también trabajaron en la expresion heterdloga de
bacteriocinas en cepas de interés para la industria lactea (Streptococcus thermophilus) asi
como Buyong y col. (1998) y Horn y col. (1999) con L. lactis. El mismo principio puede ser
aplicado a cultivos iniciadores de interés para la industria cdrnica, con el objeto de
incorporarles la produccion de bacteriocinas y asi sumarle actividad antimicrobiana a las
propiedades tecnoldgicas. Biet y col. (1998) trabajaron en la expresion heterologa de la
mesentericina, mientras que van Reenen y col. (2003) reportaron la expresion heteréloga de
la plantaricina 423 (perteneciente a la Clase Ila) de L. plantarum en Saccharomyces
cerevisiae. Martinez y col. (2000a) también realizaron la produccién heteréloga de

enterocina A y pediocina PA-1 en L. lactis.

Este sistema ademads de lograr que una cepa no productora de bacteriocinas se vuelva
productora, permite también aumentar el espectro antimicrobiano de la cepa por la expresion

de varias bacteriocinas con distintos espectros de accién en un mismo microorganismo

(Allison y col., 1995).

Otra de las posibles aplicaciones de las bacteriocinas ha sido enfocada al drea de
salud animal, puntualmente en el caso de ciertas enfermedades como es la mastitis en
ganado bovino lechero. Oldham y Daley (1991) utilizaron con éxito lisostatina, una proteina
antimicrobiana producida por S. simulans, en el tratamiento de mastitis producidas por S.

aureus. También Ryan y col. (1998) lograron muy buenos resultados en la prevencion de
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mastitis por Streptococcus y Staphylococcus al utilizar lacticina y nisina en selladores

mamarios utilizados para el periodo de secado de bovinos lecheros.

Finalmente, la adicién de cepas de bacterias l4cticas con actividad probidtica a
suplementos dietarios o productos lacteos es uno de los campos que se ha desarrollado de
manera muy importante en los dltimos tiempos (Garriga y col., 1998; Rowland, 2004; Aubin
y col., 2005; Bouzaine y col., 2005; Medici y col., 2005) y que parece tener grandes
perspectivas para la prevencion y/o curacion de cierto tipo de enfermedades, tanto en

humanos como en animales.
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2.Hipotesis y Objetivos

Hipotesis:

Si las bacteriocinas producidas por Pediococcus parvulus MXVKI133 y Enterococcus
faecalis MXVK22 pertenecen al grupo de bacteriocinas clase Ila, con gran eficacia frente a

Listeria, podrian presentar un gran potencial para ser utilizadas como agentes de
biopreservacion en alimentos.

Objetivos:

General

Caracterizar funcional, estructural y molecularmente las bacteriocinas producidas por

bacterias ldcticas aisladas de productos cdrnicos mexicanos para su posible

utilizacion en la preservacion de alimentos.
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Particulares:

e Estudiar la cinética de crecimiento y produccién de bacteriocinas de Pediococcus

parvulus MXVK133 y Enterococcus faecalis MXVK22

e Determinar la actividad inhibitoria de las bacteriocinas contra gérmenes patégenos y

de deterioro de interés para la industria cdrnica

e Obtener las bacteriocinas en forma purificada para posteriores andlisis de la

secuencia de aminoacidos

e Clonar el gen que las codifican y determinar la secuencia de nucledtidos para realizar

comparaciones con otras bacteriocinas descritas anteriormente
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3.Materiales y Métodos

3.1. Identificacion de las cepas

La identificacion de las cepas productoras de bacteriocinas se realizé por el método de
secuenciacion del gen correspondiente al ARNr 16S (MIDI LABS, Inc., Nueva Jersey)
realizdndose la comparacion de secuencias homodlogas de acuerdo al BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.2. Caracterizacion bioquimica y purificacion de las bacteriocinas

3.2.1. Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento

Las cepas productoras de bacteriocinas, P. parvulus y E. faecalis, fueron aisladas de
chorizo mexicano (producto cdrnico fermentado) por el grupo de trabajo del Dr. M. Collins
de la Queen’s University of Belfast. Las cepas utilizadas para la prueba de inhibicién se
obtuvieron de diferentes fuentes (Tabla 5). Las cepas se conservaron en viales con glicerol
al 30% a -80°C. Para su reactivacion se colocé el contenido de un criovial en un tubo con 9
mL del caldo de cultivo correspondiente. P. parvulus y E. faecalis fueron cultivado en

medio CGB (caldo caseina-glucosa; extracto de levadura 0.5%, Biox6n, México, peptona

y * 29
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biotriptasa 2 %, Bioxén, México, glucosa 1%, J.T. Baker, México, tween 80 0.1%, sulfato
de magnesio 0.01%, J.T. Baker, México, sulfato de manganeso 0.005 %, J.T. Baker,
México, citrato de amonio, J.T. Baker, México, 0.2%, fosfato disédico, 0.2%, J.T. Baker,
México) a 37°C. Los microorganismos utilizados para evaluar la actividad inhibitoria
Bacillus subtilis, Brochothrix thermosphacta, Clostridium sporogenes, Enterococcus
faecium, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Stapylococcus
carnosus 'y Escherichia coli se cultivaron en caldo TSB (tripticasa soya, Difco
Laboratories, Detroit, Michigan) a 37°C, salvo B. thermosphacta que se incub6 a 30°C.
Clostridium sporogenes se incubd en anaerobiosis con 11% CO,. Campylobacter spp. se

cultivé en caldo Miiller-Hinton (Difco Laboratories, Detroit, Michigan).

Tabla 5. Cepas utilizadas

Cepa

Bacillus subtilis PL1 (1)

Brochothrix thermosphacta NCIB-10018 (2)
Clostridium sporogenes NCTC 8594 (2)
Escherichia coli JIM P101 (1)

Enterococcus faecium 29 (2)

Listeria innocua ATCC33090 (2)

Listeria innocua MP 2418 (1)

Listeria monocytogenes Scott A (4)

Listeria monocytogenes LM 82 (3)

Listeria monocytogenes LMB 92000/48 (4)
Listeria monocytogenes LMB 911204/47 (4)
Staphylococcus aureus NCTC 8325 (2)
Staphylococcus carnosus (2)

Campylobacter jejuni dolyei NCTC11987 HG2 (1)
Campylobacter jejuni NCTC 12500 HG2 (1)
Campylobacter coli NCTC 12143 HG2 (1)
Campylobacter fetus NCTC 10842 (1)

Dr. M Collins, Queen’s University of Belfast, Irlanda
Laboratorio de Macromoléculas, Universidad Auténoma Metropolitana, México

Dr. J M Uruburu, Universidad de Valencia, Espaiia

bl

Dr. F M Iniesta, Universidad de Murcia, Espana

3.2.2. Determinacion de la actividad inhibitoria

La actividad antimicrobiana se midi6 por el método de difusion en agar (Schillinger y
Liicke, 1989) con modificaciones, utilizando L. innocua MP 2418 como cepa sensible. Para
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ello se cubrieron placas con agar TSB con 12 mL de agar suave (0.8%) sembrados con
70 uL de un cultivo en fase logaritmica de L. innocua (D.0=0.45 a 600 nm). Una vez
solidificada la capa de agar suave, se realizaron en la misma pozos de 0.4 cm de didmetro,
donde se colocaron 30 pL del sobrenadante de los cultivos de las cepas productoras para
evaluar su actividad inhibitoria. Para descartar la presencia de halos de inhibicién derivados
de la produccion de peréxido de hidrégeno los tubos con las cepas productoras se incubaron
en condiciones de anaerobiosis. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 horas y
finalmente se midieron los halos de inhibicién, calculdndose las unidades arbitrarias (UA)
seglin las siguiente relacion: el inverso de la mayor dilucién que produjo un halo de
inhibicién de dos mm de didmetro multiplicado por 1/0.030 mL (volumen de bacteriocina

colocado en cada pozo).

3.2.3. Tratamiento con proteinasa K

En este punto se evalué el efecto de la aplicacion de proteinasa K (Promega, Madison,
Wisconsin) en dos concentraciones diferentes, sobre la actividad de las bacteriocinas. Para
esto se incubaron alicuotas de las bacteriocinas con proteinasa K en concentraciones finales
de 0,5 y 1 mg/mL de enzima, utilizindose controles negativos sin proteinasa. Las muestras
asi conformadas se incubaron 15 minutos a 37°C. Finalmente se evalu6 la actividad

antimicrobiana de las muestras segun la técnica descrita en el punto anterior.

3.2.4. Produccion de bacteriocinas asociada al crecimiento celular

Tubos con 9 mL de caldo CGB y TGE (caldo triptona-glucosa; extracto de levadura
2%, triptona 2 %, glucosa 2%, tween 80 0.1%; sulfato de magnesio 0.05%; sulfato de
manganeso 0.005 %) se inocularon al 1% v/v a partir de un cultivo de 16 horas de P.
parvulus y E. faecalis, respectivamente, y se incubaron a 37°C. Durante 16 horas y con
intervalos de dos horas se midi6 la absorbancia a 600 nm de las muestras utilizando un
espectrofotometro Beckman DU 650 (Bekman, Fullertown, EUA). Para cada una de las
fracciones obtenidas se midid la actividad antimicrobiana y se realizé la curva de

crecimiento versus produccion de bacteriocina.
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3.2.5. Espectro inhibitorio

El sobrenadante que contenia la bacteriocina se obtuvo por centrifugaciéon de un
cultivo de 16 horas de cada una de las cepas productoras, P. parvulus y E. faecalis. Para la
determinacion de la actividad antagénica se utilizé el método de difusion en agar
(Schillinger y Liicke, 1989). Los microorganismos patégenos y deteriorantes de alimentos
utilizados para evaluar su sensibilidad fueron: B. thermosphacta, C. sporogenes, E.
faecium, E. coli, C. jejuni, C. coli, C. fetus, B. subtilis, L. innocua, L. monocytogenes, S.

carnosus, S. aureus, L. plantarum y P. pentosaceus.

3.2.6. Termoestabilidad

El objetivo de este experimento fue determinar la resistencia a la temperatura de las
bacteriocinas a distintos valores de pH. El sobrenadante resultante de centrifugar el cultivo
de 16 horas de E. faecalis MXVK22 y P. parvulus MXVK133 se dividié en 5 fracciones,
las cuales se ajustaron a valores de pH 4 a 8. Cada una de estas fracciones se dividi6 en tres
alicuotas que fueron sometidas a los tratamientos térmicos correspondientes (95°C/15
minutos, 121°C/15 minutos y control sin calentamiento). Posteriormente, las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente, se ajustaron a pH 6 y se evalué su actividad

antimicrobiana.

3.2.7. Determinacion de los valores de pH 6ptimos para la adsorcion y

desorcion de las bacteriocinas a las células productoras.

Este ensayo se realizo con el objetivo de optimizar la técnica de purificacion de
bacteriocinas descrita por Yang y col. (1992) para la enterocina producida por E. faecalis
MXVK?22, ya que las condiciones 6ptimas para la purificacién de la pediocina producida
por P. parvulus MXVKI133 fueron establecidas segun lo reportado por Hernandez-Lo6pez
(2002) quien trabajé con la misma bacteriocina. Un cultivo de 16 horas de E. faecalis

MXVK?22 fue calentado durante 30 minutos a 70°C (Yang y col., 1992) y posteriormente
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dividido en 9 fracciones calibradas a valores de pH 1 a 9; a continuacién los tubos se
mantuvieron en agitacion moderada a 4°C durante 4 horas. Transcurrido este periodo se
procedi6 a centrifugar las muestras a 3100 x g durante 20 minutos. Los sobrenadantes se
llevaron a pH 6 y las células se resuspendieron en 1 mL de bufer fosfato pH 6 para evaluar
posteriormente la actividad antimicrobiana residual en los sobrenadantes y lo adsorbido en
las células. El pH 6ptimo de desorcidon se determiné en el valor para el cual se registré la
menor actividad inhibitoria en las células y la mayor en el sobrenadante (se consider6 el
punto donde la diferencia entre la actividad en el sobrenadante y la actividad en las células

fuese mayor).

3.2.8. Purificacion de las bacteriocinas

La purificacion de las bacteriocinas se llevd a cabo mediante el método de
adsorcion-desorcion descrito previamente (Yang y col., 1992) con algunas modificaciones.
Cultivos de 16 horas de P. parvulus y E. faecalis se calentaron a 70°C durante 30 minutos
para eliminar proteasas que pudieran estar presentes en el medio. Posteriormente, se ajustd
el pH del cultivo a 5.0 con una soluciéon 10 M de NaOH y se mantuvo en agitacion
moderada durante 4 horas a 4°C para permitir la adsorcién de la bacteriocina a la
membrana celular bacteriana. Pasado este tiempo, los cultivos se centrifugaron a 3100 x g
durante 20 minutos, se eliminé el sobrenadante y el precipitado celular se lavé dos veces
con bufer de fosfatos (5 mM fosfato de sodio, pH 6). Finalmente, las células se
resuspendieron en una solucién 100 mM de NaCl, pH 1 (5% del volumen original); este
valor de pH favorece la desorcion de la bacteriocina desde la membrana celular de las
bacterias hacia el medio. Las células se mantuvieron en agitaciéon a 4°C durante 10 horas,
luego se procedi6 a centrifugar a 3100 x g durante 20 minutos para, finalmente, descartar

las células reteniendo el sobrenadante con la bacteriocina.

3.2.8.1. Ultrafiltracion de las bacteriocinas

Una vez obtenido el extracto semipurificado por la técnica de adsorcion dependiente

del pH se realizé la concentracion del extracto. Para esto se realizé una ultrafiltracion a
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través de membranas de 10000 y 5000 kDa didmetro nominal de corte (YM 10/YM 5
Centricon, Millipore, Billerica, Massachusset) siguiendo las instrucciones del fabricante. El

extracto concentrado se mantuvo a -80°C hasta su uso.

3.2.8.2. Recuperacion de bacteriocinas utilizando diferentes medios de

cultivo.

En este experimento se evalud la recuperaciéon de ambas bacteriocinas aplicando el
método de purificacion descrito en el punto 3.1.8 y utilizando tres medios de cultivo
diferentes para el crecimiento de las cepas productoras. Los medios evaluados fueron TGE,
CGB y MRS (caldo de Mann-Rogosa-Sharpe: extracto de levadura 0.5%, glucosa 2%,
sulfato de magnesio 0.01%, sulfato de manganeso 0.005 %, citrato de amonio 0.2%, fosfato
dipotésico 0.2%, polisorbato 80 0.1%, extracto de carne 1%, proteosa peptona 1%). Para
ello fueron inoculados al 1% con P. parvulus MXVKI133 y E. faecalis MXVK22 tubos con
9 mL de cada uno de los medios, incubandose 16 horas a 37°C. Posteriormente, los cultivos
se centrifugaron a 3100 x g durante 20 minutos y se procedié a la purificacion de las
bacteriocinas segin el método mencionado anteriormente. La actividad antimicrobiana se
midié en el extracto crudo, en la fase de post-adsorcién y en el concentrado final. Los
resultados se analizaron segun un disefio factorial 3x3 por andlisis de la varianza y la

prueba de comparacion multiple de medias de Duncan (Anexo 4).

3.2.9. Isoelectroenfoque preparativo

Para la realizacion del isoelectroenfoque se utilizaron dos tipos de extractos. En
primer lugar se utilizé el extracto crudo obtenido de centrifugar durante 20 minutos a
3100 x g un cultivo de 16 horas de P. parvulus MXVK133 y otro de E. faecalis MXVK22.
En segundo lugar se utilizaron los extractos semipurificados obtenidos después de aplicada
la técnica de adsorcion dependiente del pH a cultivos de 16 horas de cada una de las cepas
productoras. Ambos extractos, crudo y semipurificado, fueron dializados durante 48 horas a

4°C contra agua desionizada, realizando cambios frecuentes de la misma para lograr el
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desalado. A 50 mL de cada dializado se le agregaron anfolitos Bio-Lyte® 3/10 (BioRad,
Richmond, California) en concentracion final de 1%. La muestra se colocé en una célula de
Rotofor de BioRad (Richmond, California) y la separacion se llevé a cabo durante 3 horas.
Posteriormente se colectaron las distintas fracciones y se procedié a medir el pH de
cada una de ellas, ajustarlo a un valor cercano a 6 para finalmente determinar la actividad

inhibitoria de las fracciones.

3.2.10. Electroforesis

Las electroforesis se realizaron a partir del extracto semipurificado por la técnica de
adsorcién dependiente del pH y ultrafiltrado, siguiendo la técnica de tricina-SDS-PAGE
descrita por Schigger y von Jagow (1987) para péptidos pequefios. Esta técnica utiliza dos
geles, uno de 10 y otro de 16 (%T) para mejorar la separacion de los péptidos mds
pequefios. La separacion electroforética se llevd a cabo en una cdmara Mini Protean II
(Bio-Rad, Hercules, California). Las condiciones de experimentacién fueron 90 V, 50 W y
5 mA durante 3.5 horas a 5°C. Una vez separados los péptidos, uno de los geles se utilizé
para medir la actividad de bacteriocina (Bhunia y col., 1987) y el otro se tifié con nitrato de

plata para la visualizacion de las bandas (Oakley y col., 1980).

El gel de actividad fue fijado durante 2 horas en una solucién con 20% de propanol
y 10% acido acético. Pasado este tiempo se realizaron lavados en agua desionizada estéril
durante tres horas, con cambios frecuentes. Por tltimo se coloco el gel en una placa de Petri
con agar tripticasa soya y se vertieron sobre el mismo 12 mL de agar suave con 70 uL de L.
innocua (DOgrp=0.45). Esta placa fue incubada a 37°C durante 16 horas y examinada luego

para determinar la presencia de una zona de inhibicién.

Finalmente se compararon ambos geles (tefiido y de actividad) para determinar qué
banda correspondia a la bacteriocina. Se corrieron dos tipos de muestras: la primera con
SDS adicional (concentracion final de 2%) y la segunda sin este ultimo, para evaluar la
efectividad del SDS en la ruptura de los posibles agregados de las moléculas de
bacteriocina que pudieran afectar a la resolucion de las bandas obtenidas.
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3.2.11. Secuenciacion de aminoacidos

3.2.11.1. Inmovilizacion de proteinas a membranas

Una vez realizada la separacion electroforética y visualizadas las bandas de interés,
es posible inmovilizar las proteinas en una membrana de fluoruro de polivinilideno (Sequi-
Blot PVDF Membrane for Protein Sequencing; Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California). Esto impide la difusiéon o el lavado de las proteinas y permite la aplicacion
directa de la membrana a un secuenciador automatizado de proteinas. Normalmente una
banda visualizada a través de la tincién con azul de Coomasie (1-10 pg) aporta suficiente
cantidad de proteina para obtener la secuencia aminoacidica del extremo N-terminal. Los
pasos detallados a continuacion corresponden al tratamiento de las membranas previo a la

transferencia (segun indicaciones del fabricante):

1. Se sumergieron las membranas en 100 % metanol por unos segundos hasta que se

tornaron transparentes.
2. Luego se transfiri6 la membrana a metanol 50 % hasta quedar totalmente saturada.
3. Por ultimo se colocd la membrana en el bufer de transferencia (Towbin bufer: 25
mM tris; 192 mM glicina; 20% metanol) manteniéndola alli hasta su colocacion en

el médulo.

Armado del casete de transferencia

Una vez preparada la membrana se procedié al armado del casete para la
electrotransferencia (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) segin se detalla a

continuacion:
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Catodo (-)

e papel de filtro

e SDS-PAGE gel

* membrana PVDF
® papel de filtro
Anodo (+)

Antes de cerrar el casete se rold por encima del papel filtro un tubo de vidrio para
eliminar las burbujas de aire que pudieran quedar atrapadas. Seguidamente se cerrd el
casete y se coloco en el mddulo de transferencia. La electrotransferencia se llevd a cabo a
90 V durante 40 minutos. Pasado este tiempo se procedid al desarmado del casete y a la
tincion de la membrana con azul de Coomasie (Azul de coomasie R-250 al 0.025% en
metanol al 40%) sin afiadir 4cido acético. La membrana puede mantenerse a 4°C hasta su

utilizacion.

3.2.11.2. Secuenciacion

Una vez realizada la transferencia a la membrana PVDF se recort6 la banda de
interés y se colocd directamente en el secuenciador automatico de proteinas Procise 491
Protein Sequencing System (Applied Biosystems, Inc., Foster City, California). Se utilizé
el cartucho especial para muestras transferidas a membrana de PVDF (Blot cartridge) y se

empled el método Pulsed-liquid Blot (Anexo 1).

En la secciéon 3.1 se ha descrito la metodologia empleada para la caracterizacién
bioquimica de las bacteriocinas producidas por E. faecalis MXVK?22 y P. parvulus
MXVK133. En la siguiente seccion se describe la caracterizacion a nivel molecular de la
pediocina  MXVK133, unicamente. Las razones de continuar solamente con la
caracterizacion de la pediocina estan basadas fundamentalmente en su potencial para ser
utilizada a corto plazo como agente antimicrobiano en alimentos. Asimismo, la realizacién

de estudios en paralelo desarrollados con la misma pediocina en nuestro laboratorio, como
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son la incorporacién a recubrimientos comestibles y los estudios sobre generacién de
resistencia en cepas de Listeria, requerian informacién complementaria sobre esta

bacteriocina con prioridad sobre la enterocina.

3.3.  Caracterizacion molecular de la pediocina MXVK133

Para la localizacion de los genes de producciéon de esta bacteriocina se empled la
técnica de hibridacion de Southern. Para esto, se extrajo el ADN total de P. parvulus
MXVK133 para luego realizar una digestiéon del mismo con enzimas de restriccion. El gel
de agarosa con los fragmentos digeridos se utilizé para transferir a una membrana de nylon
para su posterior hibridacion con sondas homdlogas. A continuacion se describen los

protocolos utilizados para la realizacién de este apartado.

3.3.1. Aislamiento de ADN total

La técnica utilizada para el aislamiento de ADN total fue la descrita por Lawson y

col. (1993), con modificaciones El protocolo utilizado fue el siguiente:

e (Centrifugar un cultivo (1-10 mL) de 16 horas (5000 x g durante 3 minutos)

de la cepa productora correspondiente

e Lisis: Resuspender las células en 500 uL de bifer TES (0.05 M Tris, 0.05
M de NaCl, 0.005 M EDTA pH 8), agregar 35 puL de lisozima (10 mg/mL)

e incubar 15-30 minutos a 37°C.

e Agregar 1.4 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y 2.7 pL. de RNAsa (10

mg/mL), mezclar e incubar el vial durante 1 hora a 65°C.

e Posteriormente agregar 20 pLL de una solucién de SDS al 25% e incubar

durante 10 minutos a 50°C.
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¢ Fenolizacion: Afadir un volumen de fenol neutro (anexo 2) y mezclar 5
minutos. Centrifugar a 14000 x g durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

e Tomar cuidadosamente con micropipeta la fase superior acuosa, que

contiene el ADN, y transferir a un vial nuevo.

® Homogeneizar agregando un volumen de fenol-CIA (anexo 2), mezclar 5

minutos y centrifugar a 14000 x g durante 5 minutos.

e Repetir los dos dltimos pasos.

¢ Precipitacion: Transferir la fase superior acuosa a un nuevo tubo y agregar
1/10 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 2.5 volimenes de etanol

absoluto a -20° C. Dejar precipitar 12 horas a -20° C.

e Centrifugar 30 minutos a 14000 x g a 4°C y eliminar cuidadosamente el

sobrenadante cuidando de no perder el precipitado de ADN.

e Lavar el precipitado con 500 mL de etanol al 70% a temperatura ambiente.

e (Centrifugar 5 minutos a 14000 x g y eliminar el sobrenadante.

e Dejar secar el precipitado colocando el tubo abierto a 37° C durante 1 hora

para permitir la evaporacion del etanol remanente.

e Resuspender el precipitado en 30 pl. de agua destilada estéril o TE y

conservar a -20°C.
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3.3.2. Digestion con enzimas de restriccion

Una vez obtenido el ADN total se procedié a realizar la digestiéon con enzimas de
restriccion para lograr fragmentos identificables. Las enzimas utilizadas fueron EcoRI e
Hindlll (Invitrogen, California). El protocolo seguido fue el siguiente (para una reaccién de

40 l totales):

ADN 10 uL
Enzima (10U/uL) 2 ul
Tamp6n (10X) 4 ulL
Agua 24 ul.

Las digestiones del ADN total se llevaron a cabo a 37° C. Una vez transcurridas dos
horas de incubacioén se procedié a extraer el ADN digerido con fenol-cloroformo y a
precipitarlo con etanol. Posteriormente se analiz6 el ADN por electroforesis en un gel de

agarosa.

3.3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Una vez disuelto el precipitado de ADN se procedi6 a su andlisis por electroforesis
en gel de agarosa al 0.7 %. Para esto se mezclaron 5 plL del ADN con 2 pL de bifer de
corrida y se completaron los 12 pL. con agua destilada estéril. Una vez colocada la muestra
en los pocillos del gel se procedié a realizar la corrida a 100 V durante 1 hora,
aproximadamente.

Una vez finalizada la corrida se tifi6 el gel durante veinte minutos en una solucién
de bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y se analiz6 bajo luz ultravioleta a 280 nm en un

analizador de imédgenes (GelDoc 2000, Bio-Rad, Hércules, California).
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3.3.4. Disefo de sondas

A partir de la secuencia aminoacidica obtenida se disefiaron las sondas necesarias
para la hibridacion. Para esto se realizé un andlisis de la utilizacion mdés frecuente de
codones en Pediococcus. Con estos datos se determiné la traduccion mds probable de la
secuencia aminoacidica obtenida para esta bacteria. Finalmente se realizé la traduccion de
las secuencias aminoacidicas utilizando el programa de andlisis de secuencias DNASTAR

(DNASTAR, Inc., Madison, Wisconsin). A continuacion se presentan las sondas utilizadas:

5’ GIN-ACN-CAA-GGN-AAA-CAY-WSW-CAA 3’

3" TTT-ATG-ATG-CCN-TTR-CCN-CAN-TGN 5’

3.3.5. Hibridacion de Southern

La deteccion del fragmento de interés por hibridacion de Southern requirié de varias
etapas. En primer lugar se realizé una separacion electroforética en un gel de agarosa del
ADN digerido con enzimas de restriccion. La utilizacion de ADN digerido nos permitié
asociar con un determinado tamafio y corte el fragmento deseado (aquel que presenta
similitud con la sonda). Se debe tener en cuenta en este paso la colocacion en el mismo gel
de marcadores de peso molecular adecuado, para la determinacién posterior del tamafio de
los fragmentos detectados. Una vez realizado el gel, se tifié con bromuro de etidio por el
procedimiento normal y se fotografio, cuidando de colocar una regla a la hora de capturar la

imagen.

3.3.5.1. Transferencia a membrana de nylon a partir del gel de agarosa

Una vez fotografiado el gel se somete a los siguientes tratamientos:
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1. Lavado en soluciéon de HCl 0.25 N durante 15 minutos con agitacién moderada.
Transcurrido este tiempo se lavo el gel con agua destilada, realizando varios

cambios.

2. Se coloco el gel en solucion desnaturalizante (Anexo 2) durante 30 minutos, con

agitacion moderada, y se lavo con agua destilada.

3. Se sumergi6 en solucion neutralizante (Anexo 2) durante 30 minutos con agitacion

moderada. Se lavé nuevamente con agua destilada.

4. Se coloco un taco de papel absorbente de unos 5 centimetros de grosor y de las
mismas dimensiones del gel en un recipiente apropiado. Sobre este taco se
acomodaron dos ldminas de papel de filtro (Whatman 3 mm) del mismo tamafio del

gel, humedecidas en bufer de transferencia (Anexo 2).

5. Se coloco el gel encima de los papeles de filtro y se situé la membrana de nylon
(Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, Nueva Jersey)
directamente sobre el gel. La membrana debe tener un centimetro mas en anchura y
longitud que el gel y debe humedecerse previamente en agua destilada primero y

luego en bufer de transferencia antes de su colocacion.

6. Se acomodaron dos papeles de filtro Whatman 3MM, humedecidos en bifer de
transferencia, sobre la membrana e inmediatamente encima se coloco otro taco de
papeles asorbentes de unos 10 centimetros de espesor. Finalmente se puso encima

un objeto pesado (500 g, aproximadamente).

7. Se virti6 bufer de transferencia (Anexo 2) en el recipiente hasta alcanzar
aproximadamente el limite superior del primer taco de papeles. El sistema se

mantuvo en reposo durante aproximadamente 16 horas.

y * 42

Doctorado en Biotecnologia Raguel Schneider



Caracterizacion bioguimica y molecular de las bacteriocinas. .. Materiales y métodos

8. Transcurrido ese tiempo se retiraron los papeles, se marcd la ubicacién de los
pocillos en la membrana y se lavé en una soluciéon de SSC 5X. El lavado debe ser

cuidadoso ya que el ADN atn no estd fijado a la membrana.

9. Se dej6 secar la membrana entre dos papeles de filtro y se fij6 el ADN con
irradiacion UV en un transiluminador UVP (Bio-link, San Francisco, California)
durante 4 minutos. Las membranas asi tratadas se mantuvieron a 4°C hasta su
utilizacion.

3.3.5.2. Marcaje de sondas

El marcaje se hizo utilizando la enzima T, polinucleétido quinasa, que cataliza la

transferencia del fosfato en posicion gamma del ATP al OH 5' del ADN sonda.

Reaccién de marcaje

oligonucleotido (20 pmol/uL) 1 uL
5X T4 bufer quinasa SuL

T4 quinasa (10 U) 1 uL
P*? y ATP (20 pmoles, >5000 Ci/mmole) 12.5uL
Agua estéril 5.5uL
Total 25 uL

Se incub6 10 minutos a 37°C y se inactivo a 65°C durante 10 minutos.

3.3.5.3. Purificacion de la sonda

Finalizada la incubacion se procedi6 a la purificacion de la sonda marcada mediante
la utilizacion de cromatografia de filtracion en gel. Para esto se utilizaron columnas de
matriz de gel de poliacrilamida (Econo-Pac® 10DG, Bio-Rad, Hercules, California) con

tamafo de exclusién de solutos mayor a 6,000 Da, permitiendo la salida de la sonda en el
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volumen muerto. El procedimiento de lavado de la columna y recuperacion de la sonda se

describe en el anexo 3.

Prehibridacion

e Se realiz6 a 55°C (10°C menos de la Tm recomendada por el fabricante del

oligonucledtido) durante 2 horas con la siguiente solucién (Church y Gilbert, 1984):

Bufer fosfato 0.5M
EDTA 1 mM
SDS 7 %
BSA 1 %

Se puede utilizar la misma solucién para la hibridacion, agregando en este caso la

sonda marcada al liquido. El volumen de solucion a utilizar es de 30 },lL/sz de filtro.
Hibridacion

Se 1llevo a cabo a la misma temperatura (55°C), en las mismas botellas y utilizando
el mismo tampon de la prehibridacién. La sonda marcada y purificada se agregé
directamente a la misma botella y se incub6 en horno rotativo durante 16 horas. Debido a
que la sonda utilizada era ADN de cadena simple no fue necesario el paso de

desnaturalizacién previo a la hibridacion.
Lavados
Finalizada la hibridacién, se retiraron las botellas del horno y se elimin6

cuidadosamente la solucion con la sonda. Posteriormente se agregaron 50 mL de solucion

de lavado 1 (SDS 0.1 % y SSC 2X) a cada botella de hibridacion para realizar un arrastre
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del material no adherido a las membranas.

Realizado este primer enjuague se retiraron las membranas y se colocaron en un
recipiente para el lavado de las mismas. En primer lugar se lavé durante 10 minutos con
solucién de lavado 1 y se verifico la sefial. Como todavia se registraba sefial importante se
realizé un segundo lavado con solucion de lavado 2 (SDS al 0.1% y SSC al 0.1X). Estos

lavados se realizaron a 55°C.

Debe recordarse que la astringencia aumenta disminuyendo la concentracion de
sales 0 aumentando la concentracién de detergentes en el bifer de lavado o aumentando la

temperatura y la duracion del lavado.

Revelado:

Las membranas se colocaron en pantallas intensificadoras en contacto con placas de
radiografias durante tres dias y se mantuvieron a -80°C. Pasado este tiempo se revelaron las
placas expuestas y se localizaron los fragmentos hibridados para la determinacion del peso
molecular aproximado del fragmento marcado. Para esto se realizé una recta de regresion
con las bandas del marcador de peso molecular conocido y en base a éstas se calculd el

peso molecular aproximado del fragmento hibridado.

3.3.6. PCR

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar un
segmento de la cadena de ADN a partir de cebadores de secuencia conocida y

complementaria a los extremos 3’ de la cadena de ADN blanco.

En el presente caso los cebadores fueron disefiados con base en la secuencia
nucleotidica completa del operén de la pediocina AcH reportado por Miller y col. (2005),
ya que los aminodcidos obtenidos de la secuenciacién del extremo amino terminal no

permitieron disefiar cebadores del tamano suficiente para la realizacion de un PCR.
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La secuencia de los cebadores utilizados se detalla a continuacion:

(57 a 37) AGA GGA TCC TTG ACA TTT AAA TTG AGT GGG AAC T

(3”7 a 5’) TAT CTG ATA AGA ACA GGC ACT TTA GCT TAA GCA G

La composicion de la reaccion para el PCR fue la siguiente:

Bufer 10X SuL
Mg,CI (50 mM) 1.5uL
ADN total SuL
Cebador 1 (20 uM) 2.5 uL
Cebador 2 (20 uM) 2.5uL
dNTPs (10 mM) 1 uL
Taq Polimerasa (10U x uL) 0.5 uL
H,O 27 uL

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

N° de Ciclos Fase Tiempo y Temperatura
1 desnaturalizacion 94°C durante 30 segundos
desnaturalizacion 94°C durante 30 segundos
30 hibridacién 58°C durante 30 segundos
polimerizacion 72°C durante 1 minuto
1 polimerizacion 72°C durante 1.30 minutos

Finalmente el fragmento amplificado bajo estas condiciones fue purificado
utilizando el kit de purificacion de ADN QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia,
California) y secuenciado en un secuenciador automdtico ABI PRISM 3100 Genetic

Analyzer 16 capilares (Applied Biosystems, California).
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3.3.7. Determinacion de la localizacion en pldsmido del gen para la

pediocina

Los genes para las bacteriocinas pueden estar localizados en pldsmidos o integrados
en el cromosoma. Para determinar si la produccién de la pediocina MXVK133 estaba
codificada en pldsmido se realiz6 el curado de la cepa. La técnica utilizada fue la
reportada por Ruiz-Barba y col. (1991), utilizando novobiocina como agente curante. En
primer lugar se inocularon tubos con 10 mL de caldo TGE con concentraciones crecientes
de novobiocina (1 a 10 pg/mL) (Sigma Aldrich, San Louis, Missuri) con 10 uL. de un
cultivo de 18 horas de P. parvulus. Estos tubos se incubaron durante 72 horas a 37°C.
Transcurrido este tiempo se seleccionaron los tubos que presentaban crecimiento visible
con la mayor concentracion de novobiocina y se sembraron alicuotas en placas de TGE
agar, incubandolas durante 18 horas a 37°C. Posteriormente, se seleccionaron colonias al
azar para determinar la produccidn de bacteriocina. Finalmente, se realiz6 la extraccion
del ADN total de la cepas que habian perdido la actividad inhibitoria y se realizé un PCR
en las mismas condiciones descritas en el punto anterior, con el ADN de la cepa sin curar

como control positivo.
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4.Resultados y Discusion

4.1. Identificacion de las cepas

Las cepas de P. parvulus MXVKI133 y E faecalis MXVK22 fueron aisladas de
productos carnicos mexicanos (chorizo y carne de cerdo) por el Dr. Victor Kuri en trabajos
previos (Kuri, 1998). En ese mismo trabajo se establecieron algunas caracteristicas
generales de las cepas como Gram, morfologia y produccion de compuestos
antimicrobianos, entre otros. A partir de esta primera clasificacion general se realiz6 la
comparacion de secuencias del gen para ARNr 16S con el objeto de conseguir la

identificacion a nivel de especie.

Esta técnica permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los
microorganismos procariéticos, lo que tiene gran importancia en taxonomia bacteriana,
permitiendo la identificacion rdpida y precisa de las bacterias. Una vez determinada la
secuencia de nucledtidos y establecidas las comparaciones, serd el grado de similitud entre
las secuencias de los ADNr 16S de dos bacterias lo que indique su relacion evolutiva.
Ademads, el andlisis comparativo de secuencias permite construir drboles filogenéticos que
reflejan graficamente la genealogia molecular de la bacteria, mostrando su posicién

evolutiva en el contexto de los organismos comparados (Rodicio y Mendoza, 2004 ).

y * 48

Doctorado en Biotecnologia Raguel Schneider



Caracterizacion bioguimica y molecular de las bacteriocinas. .. Resultados y Discusion

La técnica consta de cuatro pasos basicos:
Obtencion del ADN total del microrganismo

Amplificacién del fragmento de la region ADNr 16S con oligonucleétidos

universales por PCR
Secuenciacion del fragmento obtenido

Comparacién de secuencias en base de datos y determinacion de porcentajes

de similitud

La comparaciéon de secuencias del ADNr 16S de las cepas productoras de
bacteriocinas indicé altos porcentajes de similitud (99.8 %) con P. parvulus, la primera, y

con E. faecalis 1a segunda (99.8 %).

4.2. Caracterizacion bioquimica y purificacion de las bacteriocinas

4.2.1. Tratamiento con enzimas

El tratamiento con enzimas proteoliticas es uno de los test cominmente reportados
por diversos autores para identificar la composicion proteica o no proteica de las
bacteriocinas (van Reenen y col., 1998; Kang y Lee, 2005; Todorov y Dicks, 2005;
Yanagida y col., 2005). Las enzimas proteoliticas frecuentemente utilizadas para evaluar

esta caracteristica son pepsina, tripsina, pronasa, proteinasa K y papaina, entre otras.

En este estudio se evalud la actividad que ejercia la proteinasa K en concentraciones
de 0.5 y 1 mg/mL sobre la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas. En ambos casos el
tratamiento con las dos concentraciones de enzima mencionadas resultd en la pérdida total
de actividad, lo que indica el caricter proteico de estas sustancias (Figura 3). Esta
caracteristica resulta de gran importancia para aplicaciones futuras, ya que las bacteriocinas

serian degradadas en el tracto gastrointestinal cuando fueran ingeridas con los alimentos.
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K i

Figura 3. Accién de la proteinasa K sobre la pediocina MXVKI133 y la enterocina
MXVK22. Ped. orig. y Ent. orig.: Pozos conteniendo extracto crudo de pediocina y
enterocina, respectivamente. PK 0.5 y 1: Pozos conteniendo bacteriocinas tratadas con

proteinasa K en concentracion de 0.5 y 1 mg/mL respectivamente.

4.2.2. Espectro inhibitorio

Los resultados se presentan en la Tabla 6. La actividad de la pediocina MXVK133 y la
enterocina MXVK22 contra otros microorganismos como Staplylococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, ademds de las 6 cepas de Listeria probadas, demostré que ambas
bacteriocinas poseen amplio espectro de inhibicién. La enterocina MXVK22 posee un
espectro inhibitorio atin mayor al de la pediocina MXVK133, ya que fue capaz de inhibir a
Brochothrix thermosphacta y Clostridium sporogenes, que no fueron afectadas por la

pediocina.
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Tabla 6. Espectro inhibitorio de la pediocina MXVK133 y enterocina MXVK22

Microorganismos probados Enterocina Pediocina

Bacillus subtilis PL1 - R

Brochotrix thermosphacta NCIB-10018 + -
Campylobacter coli NCTC 12143 HG2 - -
Campylobacter fetus NCTC 10842 - -
Campylobacter jejuni dolyei NCTC11987 HG2 - -

Campylobacter jejuni NCTC 12500 HG2 - -

Clostridium sporogenus NCTC 8594 + -

Enterococcus faecium 29 + +

Escherichia coli JIM P101 - -

Listeria innocua ATCC33090 + +
Listeria innocua MP 2418 + +
Listeria monocytogenes Scott A + +
Listeria monocytogenes LM 82 + +
Listeria monocytogenes LMB 92000/48 + +
Listeria monocytogenes LMB 911204/47 + +
Staphylococcus carnosus + +

Staphylococcus aureus NCTC 8325 - -

(-) sin halo de inhibicion visible (+) halo de inhibicién detectado

La totalidad de las cepas de Listeria probadas, tanto de L. innocua como de L.
monocytogenes, fueron inhibidas por ambas bacteriocinas, coincidiendo con lo reportado
por la bibliografia para bacteriocinas similares (Aymerich y col., 1996; Casaus y col., 1997,
Bennik y col., 1999; Meghrous y col., 1999). Aymerich y col., (2000a), describieron una
reduccién de 5.26 ciclos logaritmicos en los recuentos de L. innocua en carnes con
enterocinas Ay B y Aymerich y col. (2000b) lograron reducciones de 1.13 ciclos
logaritmicos de Listeria en embutidos secos fermentados con enterocinas. Cintas y col.
(1998) describieron la inhibicién de L. monocytogenes, S. aureus, y varias cepas de
Lactobacillus. Casaus y col. (1997) reportaron la inhibicién de C. sporogenes y C.
tyrobutyricum, S. aureus y S. carnosus; Lactobacillus sake, L. curvatus y P. pentosaceus
por las enterocinas A y B, pero no de C. perfringens y C. botulinum. Arqués y col. (2005)
obtuvieron recientemente 4 ciclos logaritmicos de reduccion en los conteos de S. aureus en
quesos, combinando la aplicaciéon de una cepa bacteriocigénica de Enterococcus y

tratamientos de alta presiéon. Bennik y col. (1997) reportaron la inhibicién de varias cepas
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de L. monocytogenes y de C. botulinum por una pediocina producida por P. parvulus.
Cintas y col. (1998) también reportan la inhibicién de C. perfringens, C. botulinum y C.
sporogenes por una pediocina. En nuestro caso, no se obtuvo inhibicién de C. sporogenes
cuando se utiliz6 pediocina MXVK133. Du Toit y col. (2000) encontraron actividad
inhibitoria de enterocinas producidas por E. faecium contra C. sporogenes pero no
produjeron inhibicién aquellas producidas por E. faecalis, contrariamente a nuestros

resultados.

Bacillus subtilis no fue inhibido por la enterocina MXVK22. Los reportes sobre el
efecto inhibitorio de enterocinas sobre Bacillus spp. son variables. Algunos autores
describen la inhibicion de Bacillus spp. por diferentes enterocinas. Abriouel y col. (2002) y
Muiioz y col. (2005) reportan la inhibicién de B. cereus por la enterocina AS-48; Garcia y
col., (2004) lograron inhibir cepas de B. macroides y B. maroccanus con la enterocina EJ97
producida por E. faecalis. Cintas y col.. (1998) obtuvieron muy buenos resultados con
enterocina L50 contra B. cereus, pero solamente cuando se utilizé un extracto purificado
concentrado (no se inhibio al utilizar el sobrenadante crudo obtenido de la simple
centrifugacion del cultivo). Esta ausencia de inhibicion podria deberse a diferencias de
sensibilidad entre las distintas cepas, mediada probablemente por bajo ndmero o la ausencia

de receptores especificos a nivel de membrana.

Tanto la pediocina MXVK133 como la enterocina MXVK22 inhibieron a S. carnosus
coincidiendo con Cintas y col. (1998) quienes evaluaron la pediocina PA-1 (P. acidilactici)
y la enterocina L50 (E. faecium). B. thermosphacta sélo fue inhibida por la enterocina
MXVK?22, no siendo afectada por la pediocina MXVK133, coincidiendo con Achemchem
y col. (2005) quienes describieron la inhibiciéon de Brochothrix por la enterocina L50

producida por E. faecium F58.

Las bacterias Gram negativas probadas no fueron sensibles a ninguna de las
bacteriocinas, sin embargo la adicidén de sustancias quelantes como el EDTA podria tornar
susceptibles a estos microorganismos. Este efecto estaria mediado por la captura de iones

magnesio por el EDTA, lo que desestabilizaria la capa de lipopolisacaridos provocando la
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ruptura de la membrana externa de las bacterias Gram negativas (Nikaido y Vaara, 1987;
Stevens y col., 1992). Eijsink y col. (1998) probaron cuatro bacteriocinas de la clase Ila
(pediocin PA-1, enterocina A, sakacina P y curvacina A) para determinar su espectro
inhibitorio. Estos autores encontraron que la pediocina PA-1 y la enterocina A tienen un

espectro inhibitorio mas amplio y fueron més activas que la sakacina y la curvacina.

4.2.3. Recuperacion de bacteriocinas en diferentes medios de cultivo

El objetivo de este experimento fue comparar tres medios de cultivo (MRS, TGE y
CGB) para determinar si existian diferencias entre los mismos con respecto a la produccién
y recuperacion final de ambas bacteriocinas después de aplicada la técnica de purificacion

de adsorcidn-desorcion dependiente del pH.

Tanto P. parvulus MXVK133 como E. faecalis MXVK22 produjeron bacteriocina
en los tres medios probados. Sin embargo, al aplicar la técnica de purificacién mencionada,
el TGE resulté el medio del cual se recuperé mayor producto con actividad antimicrobiana,

con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), (Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Recuperacion de enterocina MXVK?22 en diferentes medios de

cultivo
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Figura 5. Recuperacion de pediocina MXVK133 en diferentes medios de

cultivo

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Biswas y col. (1991), quienes
obtuvieron mayor produccion de bacteriocina usando medio TGE. Sin embargo, los
mismos autores obtuvieron mayor densidad celular con el medio MRS, mientras que en
nuestro estudio la mayor densidad celular se obtuvo también utilizando el medio TGE. La
produccién de bacteriocinas puede verse afectada segun los componentes del medio de

cultivo utilizado (Bhunia y col., 1991; Ray y Miller, 2000).

La mayor producciéon en medio TGE podria deberse a que éste es mds rico en
algunos componentes como dextrosa y extracto de levadura (Cabo y col., 2001), lo que
permitiria lograr un mayor crecimiento celular y valores de pH final mds bajos que
mejorarfan la produccidn de la bacteriocina (ver Tabla 7). Yang y col. (1992) obtuvieron un
rendimiento del 90% de pediocina partiendo de cultivos crecidos en TGE utilizando la

técnica de purificacion de adsorcidn-desorcion dependiente del pH.

Probablemente la presencia de sustancias como fosfato, acetato y citrato en los otros
medios utilizados podria interferir en la adsorcion de las bacteriocinas sobre las células y
por consiguiente afectar el rendimiento en el concentrado final. Por otra parte los medios en
los que se observa una caida de pH mayor han sido reportados como aquellos con mayor

produccion de bacteriocinas, debido en parte a que a valores de pH mads bajos la adsorcion
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de la bacteriocina sobre las células productoras es menor que a valores mas altos, lo que
resulta en mayor actividad antimicrobiana aparente (Guerra y Pastrana, 2002); mas aun, la
tasa mdxima de produccion y liberacion de bacteriocinas se da a valores de pH maés bajos

que el 6ptimo para el crecimiento del microorganismo productor (Drosinos y col., 2005).

Tabla 7. Composicién de medios de cultivo utilizados.

Componentes (g/L) TGE | CGB | MRS

Extracto de levadura 20 5 5
Dextrosa 20 10 20
Triptona 20 20 | --e--
Tween 80 01% | 0.1% | --------

Sulfato de magnesio 0.5 0.1 0.1

Sulfato de manganeso 0.05 0.05 0.05

Citrato de amonio | -------- 2 2
Fosfato disédico | -------- P R
Fosfato dipotdsico | -------- | -==----- 2
Polisorbato 80 | —---—--- | —m--m-- 1
Extracto de carne | -------- | ---oo--- 10
Proteosa peptona | —------- | —mmeee- 10

4.2.4. Determinacion de los valores de pH de mdxima y minima

adsorcidon para la enterocina producida por E. faecalis MXVK22.

Este experimento se realizd para poner a punto la técnica de purificaciéon de la
enterocina MXVK22. Para la pediocina MXVK133 se utilizaron los valores reportados
por Hernandez-Lopez (2002) quién trabajé con la misma bacteriocina. Para determinar el
pH de maxima y minima adsorcion para la enterocina se realiz6 el experimento con valores

de pH en un rango de 1 a 9. Los resultados se presentan en la Figura 6 .
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Figura 6. Determinacion del pH de mdxima y minima adsorcién celular para la enterocina.

El valor de pH donde se encuentra mayor cantidad de bacteriocina adsorbida a las células es 5.0. La mayor

actividad en el sobrenadante y menor actividad en las células se encontré a pH 1.

Como se desprende de los resultados obtenidos, el pH de 5.0 es el que presenta
menor actividad en el sobrenadante y mayor actividad en las células, por lo que se infiere
que la mayor cantidad de bacteriocina esta adsorbida en las mismas. A su vez el pH de
menor grado de adsorcion registrado fue de 1, coincidiendo aqui la mayor actividad en el
sobrenadante con la menor actividad inhibitoria en las células. Si bien no se encontraron
reportes sobre la utilizacion del método de adsorcion-pH dependiente para la purificacion
parcial de enterocinas, estos valores son similares a los reportados para otras bacteriocinas
del tipo pediocina (Bhunia y col., 1991; Hernandez-Lopez, 2002) leucocina, nisina y
sakacina (Yang y col.; 1992). El efecto de mayor o menor adsorcién de la bacteriocina a las
células se debe fundamentalmente a las interacciones electrostéticas entre los fosfolipidos

anionicos de la membrana y la bacteriocina de carécter catidnico.

4.2.5. Determinacion de la produccion maxima de las bacteriocinas

segun la fase de crecimiento

Este ensayo tuvo como objetivo determinar en que fase del crecimiento se daba la

maxima produccion de bacteriocinas. Para el caso de E. faecalis, 1a mayor produccion se
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registré a partir de las doce horas de incubacién. Este tiempo corresponde a los inicios de la
fase estacionaria-finales de fase logaritimica de crecimiento de la cepa productora
semejante a lo descrito por Du Toit y col. (2000) para cepas de E. faecium y E. faecalis
productoras de bacteriocinas. Para el caso de P. parvulus, el resultado fue similar,
registrandose la maxima produccion a las 12 horas de incubacién, difiriendo en cierto grado
este valor con lo reportado por Hendndez-Lépez (2002), quién obtuvo tasas maximas de
produccion de 12 horas al utilizar temperaturas de incubacion de 30°C. Estas diferencias
podrian deberse a pequefias modificaciones en los experimentos, tal como cantidad de

in6culo inicial y/o a diferencias en la medicion de los halos de inhibicidn.

El patréon de produccién de bacteriocinas tanto para la enterocina MXVK22 como
para la pediocina MXVKI133 parece ser el de metabolitos secundarios, en donde el
incremento en la tasa de crecimiento celular no va directamente asociado con el incremento
en la produccién de bacteriocina. Esta caracteristica ha sido reportada por varios autores
para diversas bacteriocinas de la clase Ila (Parente y col., 1996; Leroy y de Vuyst, 1999;

Guerra y Pastrana, 2002). En la Figura 7 se presentan los resultados.
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Figura 7. Produccién de bacteriocinas en relacion a la curva de crecimiento microbiano.
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4.2.6. Termoestabilidad de las bacteriocinas a diferentes valores de pH

Dos tratamientos de altas temperaturas y con distintos valores de pH fueron
aplicados a ambas bacteriocinas. Las Figuras 8 y 9 muestran los resultados obtenidos
después de los tratamientos térmicos de 95°C y 115°C durante 15 minutos y con valores de
pH entre 4 y 8. Como puede apreciarse el valor de pH de los extractos fue determinante
sobre la estabilidad térmica de la pediocina MXVKI133 y la enterocina MXVK22. Los
extractos con valores de pH bajos (4-5) tuvieron pérdidas minimas o nulas de su actividad

antimicrobiana. Sin embargo al aumentar el pH las soluciones perdieron totalmente su

actividad.
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Figura 8. Termoestabilidad de la enterocina. Figura 9. Termoestabilidad de la pediocina.
Actividad antimicrobiana de la enterocina después de Actividad antimicrobiana de la pediocina después de
tratamientos térmicos a 95°C y 121°C durante 15 tratamientos térmicos a 95°C y 121°C durante 15
minutos a diferentes valores de pH. minutos a diferentes valores de pH.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Bhunia y col. (1988), Ray
y Miller (2000) y Foulquie y col. (2003) para otras pediocinas y enterocinas. Estos autores
reportan datos similares, mencionando también la notoria influencia del pH sobre la
resistencia a la temperatura de varias bacteriocinas. Las condiciones de esterilizacién que
inactivaron los extractos a pH 8 en ambas bacteriocinas y atn los de pH 7 de pediocina,
mantuvieron una actividad superior al 90% a pH 4. Este efecto podria explicarse debido a la

estructura que adoptarian estos péptidos con valores de pH maéas bajos. Abriouel y col.
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(2001), estudiaron la influencia de factores fisico quimicos sobre la oligomerizacién y la
actividad biolégica de una bacteriocina producida por E. faecalis. Los autores encontraron
que el pH y la concentracién de proteina podian modificar la oligomerizacion de la
bacteriocina, de forma que altos valores de pH (6-8) y de proteinas (mas de 0.55 mg/mL)
favorecieron la formaciéon de dimeros. Como estos valores de pH inducen el mayor grado
de oligomerizacion, los resultados sugieren que los oligdmeros son mucho menos estables
que los mondmeros. Se conoce que las pediocinas son capaces de formar dimeros y
precipitar cuando se obtienen en extractos altamente purificados (Ray y Miller, 2000). De
Vuyst y Vandame (1994b) sugieren que la termoestabilidad podria deberse a la formacién

de estructuras globulares compactas estabilizadas por uniones covalentes.

Por otra parte, los puentes disulfuro entre los grupos sulfidrilo de las cisteinas
presentes en las bacteriocinas de la clase Ila confieren estabilidad al péptido y son en parte
los responsables de la rigidez y plegamientos de la molécula, manteniendo su estabilidad en
diferentes condiciones de pH, osmolaridad y temperatura. Estos datos resultan de gran
importancia en vista de la aplicacion potencial de estas sustancias como antimicrobianos en
alimentos, fundamentalmente en aquellos que requieran de tratamientos térmicos durante su

procesado.

4.2.7. Isoelectroenfoque preparativo

La separaciéon por isoelectroenfoque preparativo de las bacteriocinas utilizando
extractos sin purificar (Figuras 11 y 13) resulté mds precisa que aquella realizada con el
extracto purificado (Figuras 10 y 12). Cuando se emplearon estos tltimos no se obtuvo una
separacion eficiente apareciendo actividad antimicrobiana en gran parte de las fracciones
dentro de la escala de pH. Esto podria explicarse en parte por el fenémeno de agregacion,
ya comentado anteriormente y descrito para algunas bacteriocinas en extractos
concentrados y purificados. La formacion de estos agregados impediria la separacion
correcta de las bacteriocinas, encontrandose actividad antimicrobiana en gran parte de las
fracciones. Por otra parte, los anfolitos utilizados fueron de intervalo amplio, para valores
de pH de 3 a 10. La utilizacién de anfolitos de menor intervalo de pH y mads cercano al
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punto isoeléctrico de las bacteriocinas probablemente podria traducirse en una separacion
mads eficiente del extracto purificado. Segun lo indicado en las Figuras 11 y 13 la mayor
actividad antimicrobiana se encontr6 en el valor de pH de 8.65 para la pediocina y 8.8 para
la enterocina. Estos valores son similares a los que se reportan para bacteriocinas de la clase

ITa (Nes y Holo, 2000).

La pediocina PA-1 tiene un pl de 9.6 segun Ray y Miller (2000), mientras que
Venema y col. (1997) encontraron un pl cercano a 9 cuando purificaron por
isoelectroenfoque esta misma pediocina. El cdlculo tedrico en base a la secuencia de

aminodcidos de la pediocina MXVK133 es de 8.53.

Para las enterocinas, los pl citados por la bibliografia son variables. Casaus y col.
(1997) encontraron un pl de 9.49 para la enterocina B; Ennahar y col. (2001) citan un pl
calculado en 9.07 para la enterocina A. Estos valores aproximados de punto isoeléctrico
implicarian que la solubilidad de la bacteriocina aumentard a pH bajos. Al aumentar el pH
podrian formarse agregados resultando en una pérdida de actividad aparente como lo
mencionan Schved y col. (1993). Este efecto se puede ver notoriamente en los resultados de
inactivacion por calor de la pediocina al compararlo con el control. En el caso de la

enterocina no se aprecia una inactivacion tan marcada a pH alto.
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Figura 10. Isoelectroenfoque utilizando Figura 11. Isoelectroenfoque utilizando
extracto purificado de enterocina. extracto crudo de enterocina.
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Figura 12. Isoelectroenfoque utilizando Figura 13. Isoelectroenfoque utilizando
extracto purificado de pediocina extracto crudo de pediocina

4.2.8. Electroforesis

El peso molecular estimado para la enterocina fue de 5.9 kDa (Figura 14) mientras
que para la pediocina fue de 5 kDa (Figura 15). En las dos figuras se puede observar las

muestras corridas tanto con SDS como sin €l.

En el caso de la pediocina se observa que la resolucién de las bandas mejora en
parte con la adicion de SDS, en comparacion con el carril sin la adiciéon de dicho
compuesto. No ocurrié lo mismo con la enterocina, para la cual no se detectaron diferencias
entre el carril con SDS o sin €l. Sin embargo, los halos inhibitorios de las muestras con
SDS son algo mayores en el gel de actividad que los de las muestras sin SDS, indicando
probablemente que esta sustancia ejerza un efecto de disrupcion de algunos oligémeros
resultantes del fendmeno de agregacion mencionado por Ray y Miller (2000), lo que podria

traducirse en un aumento aparente de la actividad antimicrobiana.
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Figura 14. Tricina-SDS-PAGE (10-16 % T) de la enterocina MXVK?22.
El carril 1 muestra los marcadores de peso molecular. Los carriles 2 y 3 contienen las muestras de enterocina
sin SDS y con 2% de SDS extra en la muestra, respectivamente. La linea negra indica el peso molecular
estimado de la bacteriocina (5.9 kDa) sobre el gel de actividad. Los carriles 2a y 3a corresponden a las

bandas activas de los carriles 2 y 3 respectivamente.

26.6
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1443
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Figura 15. Tricina-SDS-Page (10-16 % T) de la pediocina MXVK133.
El carril 1 muestra los marcadores de peso molecular. El carril 2 contiene la pediocina MXVK133 sin la
adicion de SDS extra. La linea indica la localizacién de la banda activa y su peso molecular aproximado (5
kDa). El carril 3 contiene pediocina con 2% de SDS adicional. En este caso, la definicién de la banda no fue
clara y la banda de actividad resulté mds difusa que en la muestra del carril 2. Los carriles 2a y 3a

corresponden a los geles de actividad de los carriles 2 y 3 respectivamente.
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4.2.9. Determinacion parcial de la secuencia de aminodcidos

Para la secuenciacién aminoacidica se transfirié el gel de electroforesis a una
membrana de PVDF y de alli se recortaron los trozos de membrana con las bandas de
interés. La secuenciacion se realizé en un secuenciador automatico de proteinas aplicando
directamente los trozos de membrana mencionados. Los ciclos que se obtuvieron

claramente fueron 17 para la pediocina y 15 para enterocina.

Las secuencias resultantes de la degradacion de Edman de la molécula intacta de

cada una de las bacteriocinas se presentan a continuacion:

KYY G NGVT CGIKHS CS VD
Pediocina:  Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Thr-Cys-Gly-Lys-His-Ser-Cys-Ser-Val-Asp

K YYGN GV T QG KHS QS
Enterocina:  Lys-Tyr-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Thr-GIn-Gly-Lys-His-Ser-Gln-Ser

Estos datos se introdujeron a la base de datos NCBI para realizar una comparacion
de “secuencias cortas de alta coincidencia’(short, nearly sequences) y determinar si existia

similitud con secuencias de bacteriocinas reportadas anteriormente.

A continuacion se presentan las secuencias que presentaban un mayor porcentaje de
similitud con la pediocina MXVK133 (Tabla 8), en primer lugar, y posteriormente con la

enterocina MXVK?22 (Tabla 9).

y * 63

Doctorado en Biotecnologia Raguel Schneider



Caracterizacion bioguimica y molecular de las bacteriocinas. .. Resultados y Discusion

Pediocina MXVK133

Tabla 8. Comparacion de secuencias cortas y de alineacion casi exacta para pediocina

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Pediocina [P. pavulus MXVK133] KYYGNGVTCGKHSCSVD
Enterocina [E. faecalis MXVK22] KYYGNGVTQGKHSQS

Pediocin PA-1 [P. acidilactici] AAB23877(1) KYYGNGVTCGKHSCSVD
CoaA [B. coagulans] AAG28763(2) KYYGNGVTCGKHSCSVD
prebacteriocin 423 [L. plantarum]AAL09346(3) KYYGNGVTCGKHSCSVN
Bacteriocin sakacin P precursor [L. sakei] AAM88858(4) KYYGNGVHCGKHSCTVD

(1) Nieto Lozano y col., 1992; (2) Le Marrec y col., 2000; (3) van Reenen y col., 2003; (4) Larsen y col., 1993.

Como se desprende de esta comparacion, los primeros 17 aminodcidos en el
extremo N-terminal de la pediocina MXVK133 son idénticos a los de la pediocina A-1
(producida por P. acidilactici), y otras bacteriocinas de la clase Ila, como la coagulina
producida por B. coagulans, y que difiere s6lo en el aminoécido de la posiciéon 41 (que en

la pediocina A-1 es asparagina y en la coagulina es treonina) (Le Marrec y col., 2000).

La prebacteriocina 423, el precursor de una bacteriocina producida por L.
plantarum, y el precursor de sakacina difieren de la pediocina producida por P. parvulus

MXVK133 por uno y dos aminodacidos, respectivamente.

Estos datos sumados a las caracteristicas fisicoquimicas descritas anteriormente,
como peso molecular estimado, termorresistencia, punto isoeléctrico y su espectro
inhibitorio nos indican que la pediocina producida por P. parvulus MXVKI133 es otra
bacteriocina de la clase Ila “tipo pediocina”. Sin embargo seria necesaria la secuenciacion
completa del péptido para poder afirmar contundentemente que se trata de una nueva

bacteriocina.

El andlisis Blast para enterocina MXVK?22 result6 en lo siguiente:
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Enterocina MXVK?22

Tabla 9. Comparacidn de secuencias cortas y de alineacidn casi exacta para enterocina

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Enterocina (E. faecalis MXVK22) KYYGNGVTQGKHSQS
Pediocin PA-1 [Pediococcus acidilactici] AAB23877(1) KYYGNGVTCGKHSCS
prebacteriocin 423 [Lactobacillus plantarum]AAL09346(2) KYYGNGVTCGKHSCS
CoaA [Bacillus coagulans]AAG28763(3) KYYGNGVTCGKHSCS
Bacteriocin sakacin P precursor [L. sakei] AAM88858(4) KYYGNGVHCGKHSCT

(1) Nieto Lozano y col., 1992; (2) van Reenen y col., 2003; (3) Le Marrec y col., 2000; (4) Larsen y col., 1993.
En primer lugar se indica el nombre de la bacteriocina seguido por el nombre del microorganismo productor y

finalmente el nimero de acceso en la base de datos.

Tabla 10. Secuencias de las enterocinas mas estudiadas

Enterocina (E. faecalis MXVK22) KYYGNGVTQGKHSQS
Enterocina CRL 35 [E. faecium] AAB37715 (1) KYYGNGVTLNKXGXS
Enterocina A [E. faecium] CAA63890 (2) KYYGNGVYCTKNKCT
Mundticin [E. mundtii] P80925 (3) KYYGNGVSCNKKGCSV
Enterocina P [E. faecium] AAC45870 (4) ATRSYGNGVYCNNSK
Enterocina L50 A [E.faecium]CAA11520 (5) MGAIAKLVTKEGWP
Enterocina I [E. faecium]CAR76199 (6) MGAIAKLVAKFGWPI
Enterocina Q [E. faecium]AAP83165 (7) MNFLKNGIAKWMTGA

(1) Farias y col., 1996 ; (2) Aymerich y col., 1996; (3) Bennik y col., 1998; (4) Cintas y col., 1997; (5) Cintas y
col., 1998; (6) Floriano y col., 1998; (7) Cintas y col., 2000. En primer lugar se indica el nombre de la
bacteriocina seguido por el nombre del microorganismo productor y finalmente el nimero de acceso en la

base de datos.

Las secuencias resultantes de la comparacion de Blast (Tabla 9) muestran alto
porcentaje de similitud con las bacteriocinas de la clase Ila “tipo pediocinas”. La enterocina

producida por E. faecalis MXVK22, ademas, difiere de las demds enterocinas reportadas
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(Tabla 10). Los resultados indican que al menos los 15 primeros aminodcidos del extremo
N-terminal de la enterocina poseen mayor parecido con la pediocina A-1 que con cualquier

otra enterocina.

Con las enterocinas pertenecientes a la misma clase Ila, la enterocina MXVK22
comparte sélo cinco aminodcidos pertenecientes a la secuencia consenso YGNGV. Una
caracteristica importante de la bacteriocina producida por E. faecalis MXVK?22 es la
ausencia de las cisteinas de las posiciones 9 y 14, las cuales son caracteristicas de los
péptidos miembros de la clase Ila similares a pediocina AcH y que en la enterocina

MXVK?22 se encuentran reemplazadas por el aminodcido glutamina.

El contenido de cisteinas parecen estar relacionado con la eficacia antimicrobiana
de las bacteriocinas (Jack y col., 1995); aquellas que contienen dos 0 mds cisteinas capaces
de formar puentes disulfuro tienen un espectro inhibitorio mas amplio, mientras que las que
no tienen cisteinas poseen un espectro inhibitorio reducido (Eijsink y col., 1998). Entre las
enterocinas, la enterocina 4, la AS 48 y la ENTI no poseen cisteinas pero tienen un espectro
de inhibicién amplio (Martinez-Bueno y col., 1994; Joosten y col., 1996; Floriano y col.,
1998), como pareciera ser también el caso de la enterocina caracterizada en este estudio, lo

cual contradice la teoria planteada por los autores mencionados anteriormente.

Tal como lo demuestra la secuencia aminoacidica del extremo amino terminal, las
propiedades de termoestabilidad, su pl aproximado y el espectro inhibitorio que posee, la
enterocina producida por E. faecalis MXVK?22 podria tratarse de una nueva bacteriocina,
perteneciente a la clase Ila de bacteriocinas “tipo pediocina” y de secuencia consenso
YGNGV en su extremo amino terminal, si bien es necesaria la secuenciacion del gen

estructural o la secuencia de aminodcidos completa para poder confirmar esto.

4.3. Caracterizacion molecular de la pediocina producida por P. parvulus

MXVK133
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La caracterizacion molecular de la pediocina se realiz6 con el objetivo de
identificar el gen estructural de produccién de la misma. Esto se llevo a cabo mediante la
aplicacion de la técnica conocida como hibridacion de Southern y a través de la cual se
logré la deteccion de fragmentos de ADN donde se localizan los genes involucrados en la
produccién de la pediocina MXVK133. Por otra parte también se realizaron ensayos para
determinar si la produccién de pediocina estaba codificada en plasmido. Finalmente se
trabajo con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar y posteriormente

secuenciar el fragmento de interés.

4.3.1. Determinacion de la localizacién en pldsmido del gen para la

pediocina

Dentro de las bacteriocinas producidas por microorganismos Gram positivos,
incluido Pediococcus, el gen estructural que codifica para la produccién de una
bacteriocina especifica puede estar ligado a un plasmido o al cromosoma. Entre las cepas
de Pediococcus productoras de bacteriocina estudiadas hasta el momento los determinantes
genéticos de esta caracteristica han estado siempre ligados a pldsmidos (Daeschel y
Klaenhammer, 1985; Gonzalez y Kunka, 1987; Kim y col., 1992; Ray y col., 1992; Daba y
col., 1994; Ray y Miller, 2000; Miller y col., 2005).

Este estudio se realizé con el objetivo de conocer si la produccién de bacteriocina
por P. parvulus VKMX133 estaba también codificada por un plasmido. Para esto se incubd
la cepa en concentraciones crecientes de novobiocina y se seleccionaron colonias obtenidas
del cultivo que presentd crecimiento visible en los tubos con mayores concentraciones del
antibidtico, que en nuestro caso fue de 4 ug/mL de novobiocina. Estas colonias fueron
evaluadas para produccién de bacteriocina mediante la técnica descrita en Materiales y
Métodos (punto 3.1.3) resultando todas negativas, lo que implica que la eliminacién de

plasmidos es suficiente para que desaparezca la producién de bacteriocina.

4.3.2. Hibridacion de Southern

y * 67

Doctorado en Biotecnologia Raguel Schneider



Caracterizacion bioguimica y molecular de las bacteriocinas. .. Resultados y Discusion

4.3.2.1. Diseno de sondas

El disefio de sondas necesarias para la hibridacién de Southern se realizé en base a
la secuencia aminoacidica del extremo amino terminal de la pediocina MXVK133. Como
un determinado aminodcido puede estar codificado por mds de un triplete, se realiz6 una
busqueda de patron de utilizacion de codones para el género Pediococcus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para de esta manera mejorar la especificidad de la

hibridaciéon. La Tabla 11 muestra la variabilidad de codones para un aminodcido

determinado.

Tabla 11. Posibles codones para la codificacion de los diferentes aminodcidos

AGA UUA AGC

AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC ucc ACC GUC
GCG CGG AAC GAC UGC GAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG

GCU CGU AAU GAU UGU GAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU UGG ACU UAU GUU

ala arg asn asp cys glu gly his ile leu lys met phe pro ser trp thr tyr val

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Basados en los cddigos preferenciales encontrados se realizé la deduccién de
codones de nucledtidos a partir de la lectura de aminodcidos obtenida de la secuenciacién

del extremo amino terminal, resultando en las siguientes sondas:

PI1: (5" a 3’) GTI ACI TGT GGI AAA CAT WSW GTI GAT
PI12: (37 a 5’) TTT ATG ATG CCI TTR CCI CAI TGI
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La W corresponde a Ao T,laSaCoG,laRaAoGylalainosina (una base
inusual que puede aparearse con cualquiera de las otras bases, excepto con G). Estas bases
se colocaron para disminuir la probabilidad de error que podria darse en determinados

aminodcidos que tenian varios posibles tripletes de codificacion.

4.3.2.2. Hibridacion

Los resultados obtenidos de la hibridacion de Southern realizada con las dos sondas
disefiadas a partir del extremo amino terminal de la pediocina MXVK133 se muestran en la

Figura 16.

Figura 16. Hibridacién de la pediocina MXVK133

La Figura 16 muestra la sefial presentada al hibridar con las sondas el ADN digerido
de P. parvulus. Las digestiones se realizaron con las enzimas de restriccion HindIll y
EcoRI. Los fragmentos para los que se indica peso molecular estimado son los que se
consideraron como positivos y se extrajeron para clonacién. Las bandas marcadas
presentaron un tamafio de 4.9 kpb y 9.8 kpb para los cortes con Hindlll y EcoRlI,
respectivamente. Digestiones idénticas del ADN de P. parvulus fueron separadas en un gel
de agarosa y los fragmentos de tamafio aproximado al esperado fueron sometidos a ligacién
en pldsmido y transformacion (de forma que se obtuviera una biblioteca parcial enriquecida

en los tamafos de interés). Tras hibridar las colonias obtenidas con las dos sondas
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anteriormente mencionadas no se pudo obtener ninguna que hubiera incorporado los

fragmentos de ADN que contenian los genes para pediocina.

Como estrategia alternativa, con los cebadores o sondas disefiados en el punto
anterior se intentd la clonacion del fragmento por PCR inversa, algo ya contemplado como
posibilidad a la hora del disefo inicial de las sondas. Esta es una técnica particular de PCR
que amplifica las cadenas hacia los extremos partiendo de dos cebadores especificos que se
unen a ADN circularizado. Esta técnica podria resultar ttil para los casos en que no se
conoce mds que una pequefia parte de la secuencia problema y resulta insuficiente para
disefiar cebadores de tamano apropiado para la realizaciéon de un PCR convencional. Se
trabaj0 con el ADN total de P. parvulus digerido con enzimas de restriccién y
posteriormente ligado para la generacion de los fragmentos circulares. En la generacion de
estos fragmentos se evaluaron diversas variables como tiempo de ligacion de los
fragmentos, volumen de la mezcla de ligacion, diferentes ligasas y concentraciones de
ADN. Por otro lado también se probaron distintas variables en las condiciones de la
amplificacion para establecer las condiciones adecuadas, como fueron: tiempo y
temperatura de hibridacion, polimerasas, tiempo de polimerizacién y concentracién de

cloruro de magnesio.

Si bien la utilizacién de la PCR inversa resultaba una técnica interesante para
nuestros objetivos, no se lograron resultados positivos de la aplicacion de la misma durante
el desarrollo de esta tesis. Ciertos pasos de esta técnica, como son la circularizacién de los
fragmentos de ADN digeridos y la utilizacién de cebadores muy pequeios que requieren
temperaturas de hibridacion relativamente bajas, son claves y deben ser optimizados en el

futuro para lograr la amplificacion del fragmento de interés.

4.3.3. Clonacion por PCR del operdn de la pediocina

La amplificacién del cluster de genes de pediocina se consigui6 finalmente mediante

y * 70

Doctorado en Biotecnologia Raguel Schneider



Caracterizacion bioguimica y molecular de las bacteriocinas. .. Resultados y Discusion

un PCR tradicional utilizando cebadores basados en el operén de la pediocina AcH
reportado por Miller y col. (2005), uno de cada extremo del operén y bajo las condiciones

descritas en el punto 3.3.6.

La banda amplificada obtenida presenté un tamafio aproximado de 3.5 kpb y se

muestra en el carril 1 de la Figura 17.

Figura 17. Fragmento amplificado por PCR correspondiente al gen estructural de la

pediocina MXVKI133.

Carril 1: marcador de peso molecular lambda EcoRI. Carril 2: Fragmento amplificado partiendo del ADN de

P. parvulus MXVK133 de aproximadamente 3.5 kpb.

4.3.4. PCR de cepas curadas y cepa original

Como prueba confirmatoria para determinar la codificacion plasmidica de la
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produccién de bacteriocina, se procedié a extraer el ADN total de una de las colonias de la
cepa curada y se realiz6 un PCR teniendo como control positivo la cepa original (no

curada) de P. parvulus MXVK133.

Los resultados se muestran en la Figura 18. En el carril 1 se muestra la banda
amplificada por PCR utilizando ADN de la cepa de P. parvulus MXVK133 original con los
oligonucledtidos citados en el punto 3.2.6, mientras que el carril 2 contiene la muestra de
ADN de la cepa curada sometida a las mismas condiciones de amplificaciéon que 1. Como
puede observarse la cepa curada no registra amplificacion alguna, por lo que podemos

deducir que la produccién de pediocina MXVK133 es de codificacion plasmidica.

Figura 18. PCR de cepas curadas y no curadas de P. parvulus MXVK133.

Carril 1: banda amplificada por PCR utilizando ADN de la cepa de P. parvulus MXVK133 original. Carril 2:
PCR del ADN de la cepa curada. Carril 3: marcadador de peso molecular (lambda HindlIII). Carriles 4 y 5:
ADN total de la cepa de P. parvulus MXVK133 original y de la cepa curada utilizado para las reacciones 1y

2 respectivamente.

4.3.5. Analisis de secuencia
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El producto del PCR se purific6 mediante un kit de purificaciéon de productos de
PCR QIAquick PCR Purification (Qiagen, Valencia, California) y el ADN recuperado se
utiliz6 para la determinacién de su secuencia de nucledtidos. Esta se realiz6 con los dos

cebadores utilizados para el PCR con el fin de obtener datos mas certeros.
Una vez obtenida la secuencia se realizd6 un andlisis por BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), para establecer la similitud con secuencias reportadas

anteriormente.

Los resultados de alineacién por similitud fueron los siguientes:

AY705375.1| Pediococcus acidilactici strain K10 pediocin operon

U02482.2|PAU02482 Pediococcus acidilactici H plasmid pSMB74

M83924.1|PDCBCTCN Pediococcus acidilactici bacteriocin operon genes

AY316525.1| Pediococcus pentosaceus plasmid pS34 pediocin AcH production operon
AY316524.1| Pediococcus parvulus plasmid pAT077 pediocin AcH production operon
AY316526.1| Lactobacillus plantarum plasmid pWHE92 pediocin AcH production operon
AF300457.1|AF300457 Bacillus coagulans plasmid pl4 coagulin operon

AY083244.3| Pediococcus acidilactici pediocin (pedA) gene
AJ242489.1|LPL242489 Lactobacillus plantarum pedB gene for putative pediocin AcH/PA-1

immunity protein

AJ242488.1|PPA242488 Pediococcus parvulus pedB gene for putative pediocin AcH/PA-1 immunity

protein

La alineacion con estos microorganismos se da a nivel del operén de la pediocina
Al o AcH, ya que todos ellos son productores de dicha pediocina. La Figura 19 muestra la
secuencia obtenida de la pediocina MXVK133 alineada con la secuencia del operén de la

pediocina Al reportada en base de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El cebador

utilizado para la secuenciacion de este fragmento se detalla a continuacion:

PPR: (5’ a 3’) GAC GAA TTC GAT TTC ACG GAC AAG AAT AGT CTA T

L 19
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740
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R
ATCTAACTAATACTTGACATTTAAATTGAGTGGGAACTAGAATAAGCGCGTATTAAGGAT

PATTTAAGAAGAACCAGA T

FErrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
AATTTAAGAAGAAGGAGATTTTTGTGATGAAAAAAATTGAAAAATTAACTGAAAAAGAAA

GO - ™ 7. G C TGAGCTGGCATCAATAR]
FEEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
CTACTGGTGGACATCAAGGTAATCATAAATGCTAGCATTATGCTGAGCTGGCATCAATAA

EGGGGTGATTTTATGAATAAGACTAAGTCGGAACATATTAAACAACAAGCTTTGGACTTN

R
AGGGGTGATTTTATGAATAAGACTAAGTCGGAACATATTAAACAACAAGCTTTGGACTTA

|TTTACTAGGCTACAGTTTTTACTACAGAAGCACGATACTATCGAACCTTACCAGTACGTﬂ

R
TTTACTAGGCTACAGTTTTTACTACAGAAGCACGATACTATCGAACCTTACCAGTACGTT

|TTAGATATTCTGGAGACTGGTATCAGTAAAACTAAACATAACCAGCAAACGCCTGAACGN

R R
TTAGATATTCTGGAGACTGGTATCAGTAAAACTAAACATAACCAGCAAACGCCTGAACGA

|CAAGCTCGTGTAGTCTACAACAAGATTGCCAGCCAAGCGTTAGTAGATAAGTTACATTTﬂ

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CAAGCTCGTGTAGTCTACAACAAGATTGCCAGCCAAGCGTTAGTAGATAAGTTACATTTT

bcTGCCGAAGAAAACAAAGTTCTAGCAGCCATCAATGAATTGGCGCATTCTCAAAAAGGG

Frrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e
ACTGCCGAAGAARACAAAGTTCTAGCAGCCATCAATGAATTGGCGCATTCTCAARAAGGG

|TGGGGCGAGTTTAACATGCTAGATACTACCIATACGTGGCCTAGCCAATAGTACTGATAN

FErrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e
TGGGGCGAGTTTAACATGCTAGATACTACCAATACGTGGCCTAGCCAATAGTACTGATAA

EGGGGATATTGTAGTTGTCTAAGAAATTTTGGTCAAATATCTTTTTAGCATTAIGCGTCﬂ

R
AGGGGATATTGTAGTTGTCTAAGAAATTTTGGTCAAATATCTTTTTAGCATTAGGCGTCT

|TTCTTGCTTTTGCAGGAGTTGCTACCATATCGGIGAGTGCTGACAGTTCCGCTACTATAQ

R
TTCTTGCTTTTGCAGGAGTTGCTACCATATCGGTGAGTGCTGACAGTTCCGCTACTATAG

RARCARATNCTACTCCARATCATCGATGGTGCAACTTATGAAGARR 785

NN
AATCAAATACTAGCTCGAARATCATCGATGGTGCAACTTATGAAGAAR 875
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619
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739
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Figura 19. Comparacién de la secuencia nucleotidica obtenida para P. parvulus

MXVK133 con la pediocina AcH.

Secuencia nucleotidica de la pediocina MXVKI133 (en recuadro) comparada con la secuencia de la

pediocina AcH (abajo). En verde se muestra la ubicacién del gen pedA que es idéntico al de la pediocina

AcH y en amarillo el gen pedB asociado con la inmunidad a la propia bacteriocina, también idéntico al de la

pediocina AcH. Los recuadros en celeste indican los puntos de no coincidencia o de no lectura en la
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secuencia de la pediocina MXVK133.

Como se ve en la comparacion de secuencias el gen de inmunidad y el gen de la
prepediocina de la pediocina Al o AcH (pedB y pedA respectivamente), son idénticos al
de la pediocina MXVK133. En la pediocina MXVK133 se localiza el gen de inmunidad
pedB a partir de la base 272 hasta la base 650 y el pedA a partir de la base 39 y hasta la
base 234.

Estos resultados complementan los datos de la secuencia aminoacidica y nos
permiten concluir que la pediocina producida por P. parvulus MXVK133 es idéntica a la
pediocina Al o AcH. Varios microorganismos, entre ellos algunas especies de
Pediococcus, Lactobacillus y Bacillus han sido descritos como productores de esta
bacteriocina (Nieto Lozano y col., 1992; Le Marrec y col., 2000; van Reenen y col., 2003;
Larsen y col., 1993). Un trabajo recientemente publicado por Miller y col. (2005)
demostré que la produccién de pediocina AcH esta dirigida por un cassete de genes
comun que estd diseminado en plasmidos unicos en diferentes géneros de bacterias

acidolacticas (L. plantarum WHE92, P. pentosaceus S34, P. parvulus ATO77).
Estudios en particular sobre la conformacion plasmidica y la organizacién del

operén productor de la pediocina MXVKI133 resultan aun interesantes para poder

continuar con el desarrollo de cepas de alta produccion y/o expresion heterdloga.

4.4. Sintesis de resultados
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Los compuestos antimicrobianos producidos por P. parvulus MXVKI133 y E. faecalis

MXVK?22 son de origen proteico

Estas sustancias presentan un espectro antimicrobiano similar a las bacteriocinas de la

clase Ila con gran actividad frente a Listeria

La recuperacion de bacteriocinas mediante la técnica de purificacion de adsorcién pH

dependiente es mayor en medio TGE

A valor de pH 5 la médxima cantidad de enterocina estd adsorbida a las células,

mientras que a pH 1 se presenta la adsorcion minima

El incremento en la produccién de bacteriocinas estd asociado al crecimiento celular en

ambas cepas

Ambas bacteriocinas son termoestables y su termoestabilidad aumenta al disminuir el

pH

El punto isoeléctrico de la pediocina se encuentra aproximadamente en 8.65 mientras

que el de la enterocina estd a pH 8.8.

El peso molecular estimado por electroforesis es de 5.9 para la enterocina de 5.00 para

la pediocina

La secuencia aminoacidica del extremo aminoterminal de la pediocina es idéntica a la

de la pediocina A-1 o AcH

La secuencia aminoacidica de la enterocina no muestra coincidencia total con las
enterocinas reportadas en bases de datos, aunque sus caracteristicas bioquimicas son

muy similares a las de las bacteriocinas de la clase 1la
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La pediocina producida por P.parvulus MXVK133 es de codificacion plasmidica

4.5. Conclusiones finales

Las propiedades fisicoquimicas y finalmente, la secuencia nucleotidica de la
pediocina producida por P. parvulus MXVK133 indica que es idéntica a la pediocina AcH,
bacteriocina de la clase Ila, con gran actividad contra Listeria y con la secuencia consenso

YGNGYV en su parte amino terminal.

En el caso de la enterocina MXVK22, podria tratarse de un miembro de este
mismo grupo de bacteriocinas “tipo pediocina”, ya que su secuencia de aminoécidos difiere
por lo menos en dos residuos con las bacteriocinas reportadas previamente. Sin embargo es

necesaria la secuenciacion completa de esta bacteriocina para poder confirmar este dato.

4.6. Perspectivas

La tendencia de los consumidores al consumo de productos naturales, sin el uso
de aditivos o sustancias sintéticas agregadas que pudieran causar algin efecto nocivo a
corto o largo plazo en su salud, plantean una problemadtica secundaria referida a la vida de
anaquel de los alimentos. Muchas de estas sustancias tienen la funcién de prolongar la vida
de anaquel del mismo al evitar o retrasar la proliferacion de microorganismos patdgenos
y/o de deterioro . Las bacteriocinas parecerian ser parte de la solucion a este problema, ya
que son sustancias naturales, susceptibles de degradacién por las enzimas del tracto

digestivo y que no resultan toxicas al ser ingeridas.

Muchos estudios se han publicado sobre estas sustancias y su aplicacion eficaz
como antimicrobiano en alimentos, tanto como sustancias purificadas o por aplicacién
directa de los cultivos productores de las mismas. Por otra parte, se han estudiado en detalle
las caracteristicas genético-moleculares de estas sustancias lo cual ha aportado informacion
relevante sobre los procesos de sintesis, transporte, mecanismos de accidn, resistencia e
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inmunidad, entre otros. Si bien estos avances han mejorado mucho el conocimiento sobre
estas sustancias, aun quedan muchos puntos a estudiar para su aplicacién directa a
productos de consumo. Para el caso de las pediocina MXVKI133 actualmente se estd
experimentando su comportamiento en peliculas comestibles para su aplicacién en

alimentos sélidos.

Si bien lo datos reportados en esta tesis presentan una caracterizacion general de
pediocina MXVK133 y enterocina MXVK?22, atn resta la profundizaciéon sobre sus
caracteristicas genético-moleculares para poder continuar con la sobreexpresion de la
pediocina o la produccién heteréloga en la misma cepa de dos o mds bacteriocinas de
interés como podrian ser la nisina o la enterocina MXVK?22 y asi ampliar el espectro

inhibitorio de la cepa que las contiene.

Por otra parte también es necesario obtener mayores datos sobre la
implementacion de estas bacteriocinas directamente en alimentos carnicos para determinar
cuales son las condiciones Optimas de estabilidad y de efectividad al ser aplicadas sobre

estos productos.
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Anexo 1:

Secuenciacion de aminoacidos

Referencia: ProciseTM Sequencing System User’s Manual Set (1994). Applied

Biosystems, Foster City, California.

El método “Pulsed-Liquid Blot” utilizado para la secuenciacion de las bacteriocinas
transferidas a membrana PVDF emplea varios submétodos que se mencionan a

continuacion:

-Flask Standar, para el tratamiento del estindar de PTH-aminodcidos (que es una mezcla de

los derivados fenilthiohidantoin de los 20 aminoécidos, excepto cisteina).

-Fast Normal I, para la separacion cromatografica mediante HPLC de los PTH-aminoacidos

(tanto del estandar como de los sucesivos PTH-aminoécidos de la proteina problema)

-Cart Pulsed-liquid Blot, para la degradaciéon de Edman automdtica sucesiva de cada
aminodcido de la proteina estudiada, y que dd como resultado derivados anilinotiazolinona

de los sucesivos residuos de la proteina.

-Flask Normal Blot, para la conversion de los derivados anilinotiazolinona de los sucesivos

aminoacidos a derivados feniltiohidantoin
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Anexo 2

1. Soluciones y tampones para el aislamiento de ADN:
e STET: EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa al 8 % (p/v), Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
Tritén X-100 al 0.5 % (v/v)

e Fenol neutro:

1.

5.

Disolver los cristales de fenol en bafio maria. Una vez disuelto, agregar un
volumen igual de agua destilada estéril. Agitar esta solucion 15 minutos para
mezclar bien las dos fases y posteriormente dejar en reposo hasta que se
separen bien las dos fases. Retirar cuidadosamente la fase superior con
pipeta

Agregar un volumen igual de 0.1 M Tris-Cl (pH 8). Agitar en agitador
magnético durante 15 minutos. Dejar en reposo hasta que se separen bien las
dos fases y retirar la fase acuosa superior como se describi6 en el punto 1
Repetir las extracciones con Tris-Cl (pH 8) hasta que el pH de la fase
fendlica sea mayor a 7 (medido con papel indicador)

Una vez equilibrado el fenol y retirada la fase acuosa superior se agrega 0.1
volumen de 0.1 M de Tris-Cl (pH 8)

Conservar en refrigeracion y protegido de la luz

e (CIA: Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1

2. Soluciones y tampones para la hibridacion:
e SSC 20X: citrato sédico 0.3 M y NaCl 3 M, ajustar a pH 7 con NaOH.
¢ Solucién desnaturalizante: NaCl 1.5 M y NaOH 0.5M
¢ Solucién neutralizante: NaCl 3 M y Tris-HC1 1 M pH 7.5.
e Bufer de transferencia: SSC 10X.
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Anexo 3:

Purificaciéon de la sonda de ADN marcada radiactivamente para la hibridacion de
Southern

El lavado de la columna de filtracion en gel (Econo-Pac® 10DG, Bio-Rad,
Hercules, California) se realiz6 mediante el paso de 10 mL de agua destilada estéril y
finalmente se introdujo 1 mL de la sonda marcada radiactivamente. Se recuperaron
alicuotas de 0.5 mL y se midi6 la radiactividad en cpm (cuentas por minuto) mediante un
contador tipo Geiger para cada una de las alicuotas. Los resultados se pueden apreciar en la

siguiente grafica:

cromatograma sonda marcada

100000 +

—<O— sefial radioactiva

80000 -

60000 -

40000 ~

cuentas por millon

20000 -

fracciones (0,5 mL/min)

De las fracciones obtenidas se recogieron las que presentaron mayor actividad (4 y 5).
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Anexo 4
Analisis estadistico
Recuperacion de bacteriocinas utilizando diferentes medios de cultivo.
Enterocina MXVK?22
Factores
N

Fase 1 Extracto crudo 12

2 Post adsorcion 12

3 Extracto Final 12
Medio 1 TGE 12

2 MRS 12

3 CGB 12
ANOVA
Variable dependiente: inhibicién
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F Significancia

cuadrados libertad medio

Fase 63.597 2 31.799 327.071 .000
Medio 3.014 2 1.507 15.500 .000
Fase-Medio | 2.069 4 517 5.321 .003
Error 2.625 27
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Test de Duncan
Fase
Fase N 1 3
2.00 Post adsorcién 12 4.4583
1.00 Extracto crudo 12 6.2500
3.00 Extracto final 12 7.7083
Alfa: .05
Medio
Medio N 1 3
2.00 MRS 12 5.7917
3.00 CGB 12 6.1250
1.00 TGE 12 6.5000
Alfa: .05
Pediocina MXVK133
Factores
N

Fase 1 Extracto crudo 9

2 Post adsorcién 9

3 Extracto final 9
Medio 1 TGE 9

2 CGB 9

3 MRS 9
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Anexos

ANOVA

Variable dependiente: inhibicion

Fuente Suma de

cuadrados

Grados de
libertad

Cuadrado

medio

Significancia

66.07
6.74
2.37

Fase
Medio
Fase-Medio

2
2
4

33.03
3.37
.59

74.33
7.58
1.33

.000
.004
.296

Test de Duncan

Fase

Fase

Post adsorcion
Extracto crudo

Extracto final

6.55

o o v Z

7.88

10.33

Alfa: .05

Medio

Medio

CGB
MRS
TGE

7.66
8.22

o o ol Z

8.88

Alfa: .05
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