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RESUMEN 

1 

RESUMEN 

Los microorganismos conforman la mayor parte de los seres vivos del planeta. 

Estos se pueden encontrar en prácticamente cualquier ambiente formando comunidades 

microbianas complejas esenciales para la salud humana, ambiental y en múltiples áreas 

biotecnológicas. Sin embargo, a pesar del gran impacto para la humanidad nuestro 

conocimiento de los principios que gobiernan la estructuración y funcionamiento de los 

ecosistemas microbianos es muy limitada, lo que implica una escasa capacidad para un 

control y optimización racional de las comunidades microbianas. En estas comunidades 

se producen multitud de interacciones esenciales en la estructuración, mantenimiento y 

desarrollo de las mismas, siendo el antagonismo clave en la configuración del equilibrio 

entre las poblaciones. Múltiples sustancias antimicrobianas están involucradas en el 

antagonismo, destacando los péptidos antimicrobianos producidos por bacterias 

(bacteriocinas), como uno de los compuestos antagónicos más comunes en las especies 

microbianas. Su producción implica la expresión coordinada de varios grupos de genes 

distribuidos en uno o más operones, pudiendo estar ubicados tanto en el cromosoma como 

en plásmidos. En la producción de estas sustancias antibióticas es esencial que los 

productores porten su propio gen de inmunidad para evitar la autoinhibición.  

Sabemos que la producción de bacteriocinas está ampliamente distribuida entre 

las especies bacterianas, sin embargo, esto contrasta con la alta diversidad de 

comunidades de microorganismos a las que pertenecen, lo que parece contradecir el 

efecto letal de las bacteriocinas. Su estudio se ha limitado a un punto de vista local en la 

interacción bilateral entre cepas productora y sensible, dejando de lado que suelen vivir 

en ambientes de diferente grado de complejidad microbiológica. Además, los estudios de 

inmunidad se centran en los patrones de resistencia en la propia inmunidad del organismo 

productor, pero con poca frecuencia indagan en los patrones de resistencia de otros 

individuos que puedan coexistir con los productores. Por ello, el objetivo general de la 

presente tesis ha sido discernir los mecanismos moleculares y ecológicos que explican 

los patrones de producción y resistencia de péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) en 

comunidades de bacterias lácticas.  

Para ello se comenzó estudiando las bases moleculares de la producción y 

resistencia a bacteriocinas de distintas estirpes mediante ensayos de inmunidad cruzada 

entre cepas productoras de las bacteriocinas AS-48, en concreto Enterococcus faecalis A-
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48-32, y diversos mutantes de la misma; y cepas productoras de MR10A/B como 

Enterococcus faecalis MRR10-3. Estos ensayos mostraron que la resistencia cruzada por 

parte de las cepas productoras de AS-48 a la enterocina MR10A/B se debe a la presencia 

de un transportador ABC (Transportador-2 en el cluster de AS-48). Dicho transportador 

aparece tanto en el cluster de genes de AS-48 como de MR10-3, siendo el responsable de 

la inmunidad en cada caso. Pare estos análisis, describimos la composición del cluster 

génico de MR10A/B, que aún no estaba descrito. Estos hallazgos abren el camino a la 

investigación de la resistencia más allá de las variantes de una misma bacteriocina.  

La constatación de este mecanismo compartido de inmunidad condujo a estudiar 

la variabilidad de dichos genes de inmunidad (Transportador-2) y su distribución en otras 

especies. En concreto este transportador se encontró en múltiples poblaciones de 

enterococos y asociado con diferentes bacteriocinas más allá de AS-48 o variantes de 

MR10A/B, así como huérfano en bacteriocinas. Teniendo en cuenta este último caso, la 

resistencia a la bacteriocina podría movilizarse independientemente de su bacteriocina 

asociada, lo que podría generar diversas poblaciones que compartan un sistema de 

resistencia común. Esta característica es crucial para desarrollar modelos más precisos de 

dinámica de producción/resistencia en la naturaleza. Adicionalmente, durante estos 

estudios pusimos de manifiesto el papel clave de Mr10E en el grado de 

inmunidad/resistencia, componente del que se desconoce su función. Al estudiar la 

especificidad de cada componente del transportador se mostró que la secuencia primaria 

de Mr10E cambia en función de la bacteriocina de su cluster correspondiente, mientras 

que el resto de componentes cambian en función de la especie en la que se localizan, 

independientemente de la bacteriocina a la que se asocie.  

Dada la posibilidad de aparición de diversos grupos de poblaciones con un sistema 

de resistencia común, se realizó un estudio de genómica comparativa utilizando las cepas 

de E. faecalis S-48, E. faecalis UGRA10 y E. faecalis MRR10-3 como bacterias modelo 

para los productores de enterocina AS-48 y L50. Mediante la secuenciación de dichos 

genomas y el análisis genómico comparativo con los genomas de E. faecalis disponibles 

públicamente, pusimos de manifiesto poca cohesión entre estos productores; sin embargo, 

algunas enterocinas podrían impulsar la expansión clonal de poblaciones específicas. 

Para finalizar, se ha estudiado el efecto de la producción de bacteriocinas a nivel 

de poblaciones y comunidades de bacterias lácticas. Para ello se utilizó la microbiota de 

quesos como sistema modelo; y más concretamente el género Enterococcus como 
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bacteria bacteriocinogénica modelo debido a su frecuente producción de enterocinas y 

presencia en niveles variables en estas comunidades. Mediante la caracterización y 

cuantificación de las poblaciones de enterococos y comunidades de bacterias lácticas, así 

como gracias a la detección y cuantificación de las capacidades enterocinogénicas de las 

poblaciones de enterococos, se ha puesto de manifiesto una tendencia general de mayor 

diversidad en las comunidades de bacterias lácticas asociadas a los productores de 

enterocina. Sin embargo, la mayor diversidad se encuentra relacionada negativamente 

con los productores de enterocinas, de forma que, a niveles bajos o moderados de 

productores de enterocinas mayor diversidad de bacterias lácticas se alcanzan en la 

comunidad del queso. En qué medida estos resultados pueden extenderse a otras especies 

de LAB o incluso a otros ecosistemas microbianos silvestres necesitará más 

investigación. De todos modos, nuestro estudio apunta a la producción de bacteriocinas 

como un factor importante a tener en cuenta para controlar las comunidades bacterianas. 

Por tanto, los resultados obtenidos en la presente tesis suponen un avance en el 

conocimiento de los patrones que gobiernan las comunidades microbianas, poniendo de 

manifiesto la importancia de las interacciones antagonistas mediadas por bacteriocinas en 

la estructuración y comprensión de las dinámicas poblacionales y comunitarias de 

microorganismos. Futuros estudios en otro tipo de comunidades lácticas o comunidades 

naturales más complejas permitirán obtener un conocimiento exhaustivo de cómo las 

poblaciones de una comunidad se organizan ante unas condiciones abióticas dadas, 

permitiendo así la predicción, el diseño y la explotación racional de las comunidades 

microbianas.  
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1. Introducción 

Los microorganismos son los organismos más abundantes de la Tierra, e 

intervienen en procesos vitales de los ecosistemas, como la producción primaria, la 

descomposición, el ciclo de nutrientes, la regulación del clima, el almacenamiento de 

carbono, la propagación de enfermedades y la transformación de contaminantes 

(Ducklow, 2008). De hecho, se estima que la Tierrra está habitada por entre 1011-1012 

especies microbianas (Locey & Lennon, 2016). Éstos han colonizado ambientes 

extremos, pudiendo encontrarlos en ambientes extremadamente ácidos, alcalinos, 

salados, ricos en metales, radiactivos o bajos en nutrientes, así como en ambientes de alta 

presión, de alta temperatura o temperaturas bajo cero en el hielo marino (O’Malley & 

Dupré, 2007). 

A pesar de su abundancia, en comparación con animales y las plantas, la 

diversidad microbiana es ampliamente desconocida. Hasta hace poco se tenía escasa 

información sobre la diversidad microbiana ya que el conocimiento sobre ésta se basaba 

en métodos de cultivo tradicionales, pero gracias al desarrollo de técnicas moleculares de 

secuenciación masiva y a los diseños experimentales high-throughput, se ha conseguido 

secuenciar genomas de comunidades enteras de forma más eficiente permitiendo un 

conocimiento más profundo de la diversidad de comunidades de microorganismos (Wang 

et al., 2020).  

Los estudios de diversidad microbiana se completan con el estudio de la estructura 

de la comunidad, es decir por qué están compuestas y cómo se relacionan entre sí. 

Mientras que la diversidad refleja los tipos de microbios presentes en un hábitat, la 

estructura de la comunidad abarca información cuantitativa sobre los diferentes taxones 

y gremios (Liesack et al., 1997). De hecho, el análisis de la estructura de la comunidad 

permite evaluar el papel y la importancia de los microbios en sus hábitats y ecosistemas. 

A pesar del papel clave que juegan los microorganismos en multitud de funciones 

importantes de los ecosistemas, aún no está claro hasta qué punto la diversidad 

microbiana o la composición de la comunidad son importantes para determinar las tasas 

funcionales del ecosistema (Morris et al., 2020). Esto, unido al rápido cambio global que 

se está produciendo, la comprensión de los mecanismos de control mediante los cuales 

las comunidades microbianas determinan el funcionamiento de los ecosistemas es 

particularmente relevante.  
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1.1. Distribución y composición de las comunidades microbianas 

Los microorganismos tienen una distribución ubicua, apareciendo en todos los 

ecosistemas de la biosfera, mostrando patrones biogeográficos bien diferenciados. Estos 

patrones se establecen debido a múltiples factores, tanto bióticos como abióticos, que, 

junto con procesos de mutación, selección, dispersión o deriva (Hanson et al., 2012), 

acabarán determinando la composición y dinámica microbianas de cada ecosistema de 

microorganismos. Pero además de en ambientes naturales, comunidades microbianas de 

distinta complejidad y composición, juegan un papel importante en múltiples procesos 

industriales, tales como la producción de alimentos o la biorremediación.  

1.1.1. Microorganismos en ambientes naturales 

1.1.1.1. Comunidades en aguas y suelos 

Un gramo típico de suelo contiene miles de millones de microorganismos 

individuales que representan miles de especies diferentes (Yarwood, 2021). La enorme 

biodiversidad de microorganismos vivos presentes en el suelo se puede considerar la 

denominada “biomasa microbiana del suelo” (Hirsch et al., 2010). Los estudios recientes 

con técnicas independientes de cultivo han podido obtener mayor información sobre la 

vida microbiana del suelo, poniéndose de manifiesto que en el suelo se pueden encontrar 

organismos pertenecientes a los tres principales dominios: Bacteria, Eucarya y Archaea 

(Gattinger et al., 2002).  

Las comunidades de microorganismos presentes en el suelo llevan a cabo 

múltiples actividades entre las que se incluyen: ciclo del carbono y el nitrógeno, 

renovación de materia orgánica, degradación de xenobióticos y formación de agregados 

en el suelo, además de interaccionar simbióticamente con las plantas (Hirsch et al., 2010). 

Por tanto, los cambios en la microbiota del suelo afectan directamente a las funciones de 

este ecosistema, especialmente los ciclos de carbono y nitrógeno (Deng et al., 2018) 

Se ha podido observar que la cantidad y el tipo de bacterias que podemos encontrar 

en los diferentes tipos de suelos dependen de las condiciones del mismo, incluyendo la 

temperatura, la humedad, la presencia de sal y otros productos químicos, así como la 

cantidad y tipos de plantas. Además, se ha visto que la distribución bacteriana en el suelo 

no es uniforme, siendo mucho mayor la concentración de bacterias que se encuentran 

alrededor de las raíces de las plantas, en la denominada rizosfera (Glick, 2012). La 
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interacción bacteria-plantas puede ser beneficiosa, dañina o neutral para la planta. 

Aquellas bacterias que benefician a las plantas se les denomina bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (o PGPB del inglés Plant Growth Promoting Bacteria) y se pueden 

encontrar en la rizósfera, en la superficie de la raíz o asociados a la misma (Grover et al., 

2011). La actividad de dichas bacterias es tan importante que en la agricultura se han 

estado introduciendo bacterias específicas en el suelo durante mucho tiempo. Estas 

bacterias suponen un beneficio para las plantas ya que se consideran suministro de 

nutrientes para los cultivos, estimulan el crecimiento de las plantas controlando los 

fitopatógenos, producen fitohormonas, mejoran la estructura general del suelo, acumulan 

compuestos inorgánicos y participan en la biorremediación de suelos contaminados con 

metales pesados (Ortiz & Sansinenea, 2022).  

Además de en el suelo, los microorganismos también constituyen un componente 

importante en los diversos ambientes acuáticos. En estos encontramos microbios 

funcionalmente diversos y que juegan un papel crucial en la calidad del agua y la salud 

humana. Gracias a la multitud de procesos biogeoquímicos en los que están implicados, 

mejoran la sostenibilidad, estabilidad y calidad de los ecosistemas acuáticos (Zinger et al., 

2012). Por ejemplo, multitud de microorganismos que habitan en el agua tiene la 

capacidad de eliminar metales pesados o el petróleo (Dixit et al., 2015). También nos 

encontramos microorganismos con capacidad de catalizar procesos de tratamiento de 

aguas residuales eliminando materia orgánica, metales tóxicos, olores o nutrientes, 

incluidos el nitrógeno y el fósforo (Ferrera & Sánchez, 2016).  

Los sistemas de agua dulce de interior como lagos, ríos o estanques, proporcionan 

diversos hábitats y recursos ambientales para el desarrollo de vida microbiana. Los 

microorganismos aquí presentes están implicados en la descomposición de la materia 

orgánica en otros nutrientes de los que pueden alimentarse otros organismos; controlan la 

calidad del agua; participan en la remineralizacion y restauración de nutrientes que 

influyen en la circulación de materiales dentro de estos ecosistemas; biodegradan 

compuestos contaminantes; y suponen una fuente de alimento para otros organismos 

(Newton et al., 2011).  

Gracias a técnicas independientes de cultivo, se ha puesto de manifiesto que en 

sistemas acuáticos de agua dulce hay presencia de bacterias Gram positivas, al contrario 

de lo que se pensaba inicialmente (Glöckner et al., 2000). De hecho, se ha podido 

determinar que especies pertenecientes a los filos Bacteroidota (anteriormente 
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denominado Bacteroidetes), Bacillota (anteriormente denominado Firmicutes), 

Pseudomonadota (anteriormente denominado Proteobacteria) y Actinomycetota 

(anteriormente denominado Actinobacteria) (Yang et al., 2019) son las mayoritarias, 

estas últimas especialmente abundantes en el bacterioplancton. De igual forma, se ha 

podido determinar que la mayoría de las bacterias que habitan en los sistemas de agua 

dulce son autóctonas del agua dulce, y difieren taxonómicamente de las bacterias que 

habitan en los ambientes terrestres circundantes.  

Además se ha visto que la distribución de estas bacterias autóctonas en la columna 

de agua responde a gradientes físico-químicos, tales como la concentración de nutrientes, 

la temperatura o la cantidad de luz (Burganskaya et al., 2018), además de jugar un papel 

relevante las interacciones bióticas como la depredación de metazooplancton y de 

protistas (Langenheder & Jürgens, 2001)  

En el caso de los océanos, los microorganismos representan más del 70% de la 

biomasa marina total (Bar-On et al., 2018) formando parte del microbioma oceánico. y 

siendo responsable de funciones metabólicas esenciales. Al igual que en las comunidades 

de agua dulce, en las comunidades oceánicas la composición también se ve influenciada 

por gradientes físico-químicos relacionados con los cambios estacionales, la profundidad 

y las características de la materia orgánica (Moran, 2015).  

Entre sus múltiples efectos, estas comunidades son esenciales en los niveles CO2 

atmosférico, siendo para ello de especial relevancia las interacciones bióticas que 

establecen complejas redes tróficas que van a determinar los flujos del carbono (Pomeroy 

et al., 2007). Sutiles cambios en la composición y actividad de los microorganismos 

pueden influir profundamente en el ciclo global del carbono. 

Como hemos visto existen multitud de microorganismos implicados en procesos 

fundamentales del océano y de la Tierra. Actualmente se sabe que las comunidades 

microbianas en el agua de mar conforman unidades ecológicas que se encuentran 

altamente interconectadas y funcionan en sintonía (Steele et al., 2011). Lo que implica 

que existan reglas de ensamblaje comunitario entre el plancton microbiano (Beman et al., 

2011) y que se coordinen procesos metabólicos complejos (Ottesen et al., 2014). Es por 

tanto crucial caracterizar las comunidades de microorganismos acuáticos y comprender 

su impacto en los entornos acuáticos.  
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1.1.1.2. Comunidades simbiontes 

Además de en ambientes naturales de vida libre, los microorganismos han creado 

nichos específicos estrechamente asociados con diferentes organismos adaptando su 

modo de vida a una interacción simbiótica (Kamagata & Narihiro, 2016). Actualmente, 

la simbiosis es uno de los procesos evolutivos más importantes que influyen en 

biodiversidad a lo largo de la historia de la vida en la Tierra. Esta podría definirse como 

cualquier tipo de interacción íntima y de largo plazo entre diferentes organismos (Raina 

et al., 2018). Las simbiosis microbianas pueden ir desde meras interacciones metabólicas 

y defensivas, hasta la integración celular y genómica completa. Además, las interacciones 

simbióticas no siempre benefician a ambos organismos implicados (mutualismo), 

pudiendo darse relaciones simbióticas comensalistas o parasitarias.  

En el caso de los humanos, cada persona tiene en torno a 10-100 mil millones de 

células microbianas que conviven simbióticamente en su cuerpo, localizándose la gran 

mayoría de ellas en el intestino (Ursell et al., 2012). Esto se traduce en que el 90% de las 

células que hay sobre y dentro del cuerpo humano son microbianas (Pflughoeft & 

Versalovic, 2012), estando dominadas por los filos bacterianos Bacteroidota, Bacillota, 

Actinomycetota y Pseudomonadota. Pero esta gran cantidad de microorganismos no se 

distribuye al azar, apareciendo patrones de composición microbianas específicos en 

función del sitio anatómico del cuerpo humano donde se desarrollan, según la 

complejidad y las funciones de la comunidad; además de que existe cierta correlación con 

el estado de salud, el genotipo, la dieta y la higiene de un individuo (Dekaboruah et al., 

2020).  

Desde que nacemos, se inicia una interacción constante entre el cuerpo humano y 

su microbiota autóctona, siendo estas interacciones importantes a la hora de mantener la 

salud y el bienestar general del individuo (Ogunrinola et al., 2020). La mayoría de los 

microbios presentes en el cuerpo humano son comensales, por tanto, esta asociación 

permite a los humanos beneficiarse de microorganismos sin sufrir daños (Ghosh, 2013). 

Aunque de forma esporádica, y bajo unas condiciones determinadas, los microbios 

comensales pueden actuar como patógenos oportunistas provocando infecciones, así 

como una cepa microbiana puede ser inocua para un hospedador y actuar como patógeno 

en otro (Ghosh, 2013).  

El intestino, es el órgano más estudiado a nivel de microbiota. La microbiota aquí 

presente varía a lo largo del tracto (desde el esófago al colon), pudiendo encontrar hasta 



CAPÍTULO I 

12 

más de 100 mil millones de microbios (Wang et al., 2017). Pero es en el intestino grueso 

donde podemos encontrar el ecosistema microbiano más complejo y dinámico (Martinez-

Guryn et al., 2019). Esta microbiota es la única que evoluciona continuamente durante la 

vida del hospedador,  debido a múltiples factores que influyen en la misma (Figura I.1). 

Las propias condiciones del nacimiento van a influir en la primera microbiota que 

colonice el intestino. Los lactantes nacidos por parto natural entran en contacto con la 

microbiota de la vagina materna, encontrándose mayores proporciones de lactobacilos en 

los primeros días de vida (Avershina et al., 2014). Sin embargo, aquellos lactantes 

nacidos por cesárea contienen una microbiota intestinal colonizada principalmente por 

especies de Clostridium (Jakobsson et al., 2014). Tras el nacimiento el intestino es 

colonizado primeramente por anaerobios facultativos que establecen un ambiente que 

favorecerá la posterior colonización de anaerobios estrictos como Bacteroides, 

Clostridium y Bifidobacterium spp. La leche materna juega un papel crucial en la 

configuración de la composición de la comunidad microbiana, encontrándose una 

microbiota más sana con una población dominada por Bifidobacterium y menos 

abundancia de especies como Clostridium difficile y Escherichia coli en comparación a 

los neonatos alimentados con fórmula (Rinninella et al., 2019). Sin embargo, al llegar al 

primer año de vida, la diversidad microbiana comienza a cambiar, adquiriendo una 

composición más similar a un perfil microbiano de adulto (Palmer et al., 2007), 

alcanzándose una mayor estabilidad a los 3 años de vida. En la edad adulta, la 

composición de la microbiota intestinal es más estable, aunque puede sufrir 

perturbaciones debido entre otros factores a la urbanización, la movilidad global, las 

dietas altamente procesadas, el saneamiento y la higiene o la toma de antibióticos 

(Dethlefsen & Relman, 2011). Las principales bacterias encontradas en el intestino 

pertenecen a los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, 

Peptostreptococcus, Clostridium, Peptococcus y Ruminococcus (Donaldson et al., 2016). 

Mientras que en el estómago e intestino delgado se encuentras las bacterias de los géneros 

Helicobacter, Streptococcus, Staphylococcus, Prevotella, Veilonella, Lactobacillus, 

Actinomyces o Rothia entre muchos otros (Dridi et al., 2012). Al llegar a la vejez en 

general se observa una disminución de la abundancia de especies  'asociadas con la salud', 

tales como las bifidobacterias, y una mayor abundancia de Pseudomonadotas (Martino 

et al., 2022) (Figura I.1). 
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Figura I.1. Cambios del ecosistema microbiano del intestino humano en función de la edad, así como 

posibles factores que podrían afectar la composición de la microbiota en diferentes etapas de la vida. 

Adaptado de Nagpal et al., (2018). 

Todas las comunidades de microorganismos presentes en el cuerpo humano 

benefician a su hospedador de múltiples formas. Las bacterias presentes en la piel y 

sistema respiratorio producen bacteriocinas, tóxicos o antibióticos que inhiben el 

crecimiento y colonización de otras cepas bacterianas patógenas (Chiller et al., 2001). La 

microbiota oral ayuda a la digestión, confiere inmunidad, resistencia a la colonización, 

síntesis de vitaminas (Dagli et al., 2016). La microbiota intestinal por su parte ayuda en 

la degradación de carbohidratos que no se pueden digerir tales como celulosa, 

hemicelulosa o pectina. También permiten la síntesis de vitaminas que mejoran la 

absorción de iones, controlan la proliferación y diferenciación del epitelio, así como 

inhiben la colonización de cepas patógenas (Hall et al., 2017). Sin embargo, las 

alteraciones de esta microbiota conllevan el desarrollo de enfermedades tales como 

impétigo, celulitis, acné, caries dentales, gingivitis, cáncer de colon o enfermedad de 

Crohn, faringitis, neumonía, entre muchas otras. 

Al igual que en humanos, la microbiota intestinal de los animales rumiantes juega 

un papel fundamental, especialmente la residente en el rumen. Dada su dieta basada en 

alimentos con alto contenido en celulosa y otros polisacáridos complejos, los rumiantes 

dependen de una relación simbiótica con los microorganismos presentes en el rumen, que, 
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gracias a la fermentación anaeróbica, son capaces de degradar dichos compuestos 

produciendo ácidos grasos volátiles, vitaminas, y proteínas útiles para los rumiantes, 

facilitando la posterior absorción por el resto del intestino (Xu et al., 2021). A su vez, es 

importante que el hospedador proporcione un entorno adecuado para la supervivencia de 

los microorganismos, estableciéndose así una relación comensal (Choudhury et al., 

2012).  

Si bien en general las bacterias ofrecen beneficios a los rumiantes en algunos casos 

pueden ser perjudiciales para el rendimiento animal. Por ejemplo, en ganado alimentado 

con grano, Streptococcus bovis provoca una rápida acumulación de ácido láctico que 

conlleva una acidosis ruminal. Fusobacterium necrophorum puede actuar como patógeno 

oportunista utilizando el lactato e infectando las úlceras ruminales. O las bacterias 

metanógenas que al producir metano no solo supone una pérdida de energía para el 

animal, sino que además contribuyen a la generación de gases de efecto invernadero 

asociados al calentamiento global (Wells & Varel, 2011). 

Otros vertebrados no mamíferos cuya microbiota intestinal simbionte está muy 

bien caracterizada es la de las aves. La amplia variedad de dietas y condiciones de vida 

de las aves las hace de particular interés para la investigación del microbioma. Las 

principales bacterias que se encuentran en el intestino aviar pertenecen a los filos 

Bacteroidota, Pseudomonadota y Bacillota (Waite & Taylor, 2014). Aunque se han 

encontrado diferencias significativas entre las aves en cautiverio y las silvestres debido a 

diferencias ambientales, dietéticas, sistemas de apareamiento únicos y capacidad 

migratoria de larga distancia. Por ejemplo, taxones específicos de Clostridiales, 

Synergistota y Actinomycetota predominan en aves silvestres mientras en aves cautivas, 

su microbioma intestinal está dominado por miembros de Gammaproteobacteria 

(Colston & Jackson, 2016). A pesar de que a partir de aves cautivas y silvestres se pueden 

aislar Bacillota, la proporción de los mismos es superior en aves de corral cautivas en 

comparación a las aves silvestres (Waite & Taylor, 2015). Además, se han encontrado 

diferencias en la composición microbiana de las aves silvestres en los meses de verano e 

invierno debido a cambios drásticos en la dieta, que los individuos en cautiverio no 

experimentan (Wienemann et al., 2011). Si las aves en libertad son migratorias, les 

permite entrar en contacto con diferentes hábitats y organismos intermedios, haciendo 

que las fuentes de su microbiota intestinal sean más diversificadas, y por tanto existiendo 
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mayor probabilidad de transmisión mutua de microorganismos intestinales (Sun et al., 

2022). 

En el caso de los insectos, su microbiota intestinal ha demostrado ofrecer 

múltiples efectos beneficiosos tales como mejoría en la calidad de las dietas, participación 

en la digestión de componentes recalcitrantes, protección frente a patógenos e incluso 

influyen en la fertilidad y reproducción (Engel & Moran, 2013). Al igual que los 

humanos, las comunidades microbianas son más abundantes en el intestino. De hecho, se 

ha comprobado que algunos microbios intestinales están implicados en la degradación de 

compuestos tóxicos ayudando a la adaptación ambiental de sus insectos hospedadores 

(Itoh et al., 2018). Además, se ha observado que la microbiota intestinal de los insectos 

tiene potencial para proporcionar recursos biológicos aplicables en la medicina y la 

industria, debido a los péptidos antimicrobianos y enzimas digestivas efectivos y 

optimizados (Jang & Kikuchi, 2020). Entre las bacterias más abundantes en el intestino 

de los insectos encontramos aquellas pertenecientes a los filos Pseudomonadota y 

Bacillota, seguidos de Bacteroidota, Mycoplasmatota y Actinomycetota (Yun et al., 

2014).  

Al igual que en animales y humanos, el desarrollo de los insectos también influye 

en su microbiota. Al nacer, la mayoría de los insectos son casi axénicos, a excepción de 

los microorganismos adquiridos verticalmente, y van adquiriendo su microbiota mediante 

coprofagia, canibalismo o trofalaxis. En insectos holometábolos, la microbiota que 

presentan durante la pupa es muy similar a cuando nacen, mientras que en el estado adulto 

prácticamente toda la microbiota es adquirida del medio ambiente después de emerger. 

Sin embargo, en los insectos hemimetábolos, los microbios que se adquieren después de 

la eclosión se pueden mantener durante toda la vida (Hammer & Moran, 2019).  

1.1.2. Microorganismos en ambientes industriales 

Existen multitud de entornos industriales en los que las comunidades microbianas 

son de elevado interés. La aplicación de los microorganismos en diversos procesos y 

sistemas ha mejorado los métodos de producción de materias primas, bienes de consumo 

o la gestión de residuos. Entre los productos que se pueden obtener gracias al uso de los 

microorganismos en la industria encontramos aditivos alimentarios, bebidas, productos 

fermentados, ácidos orgánicos, enzimas, vitaminas, biocombustibles, biofertilizantes, 

metabolitos, antibióticos o vacunas. 
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Uno los procesos biotecnológicos en los que están implicados los 

microorganismos es en la producción de biocombustibles. El consumo global de energía 

continuado ha provocado una demanda energética a la cual no podrá hacerse frente a corto 

plazo. Esto unido al agotamiento de combustibles fósiles, crea la necesidad de buscar 

alternativas renovables y sostenibles (Adegboye et al., 2021). Una viable alternativa es el 

uso de la biomasa lignocelulósica como materia prima para la producción de 

biocombustibles (Ashokkumar et al., 2022). Los microbios juegan un papel primordial en 

el pretratamiento de dicha materia prima, ya que las enzimas que producen permiten 

transformar la materia prima en un hidrolizado compuesto por una mezcla de azúcares y 

otros productos como ácidos orgánicos o compuestos fenólicos (Kumar et al., 2009). Se 

pueden destacar cepas de E. coli, Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis (Dien 

et al., 2003).  

Otro proceso importante donde participan los microorganismos es en la 

biorremediación. La biorremediación se basa en la degradación, erradicación, 

inmovilización o desintoxicación de compuestos peligrosos en el medio ambiente (suelos, 

sedimentos, sustancias o agua subterránea) a través de la acción de los microorganismos, 

transformándolos en formas menos tóxicas (Sharma, 2020). El uso de microorganismos 

en biorremediación tiene múltiples ventajas ya que estos son nutricionalmente y 

metabólicamente flexibles, pueden adaptarse a condiciones ambientales extremas, y 

producen enzimas que les permiten degradar los contaminantes complejos en carbono 

(Thakur et al., 2019). Los principales microorganismos que llevan a cabo la 

biodegradación son miembros activos de consorcios microbianos. Entre estos 

encontramos cepas de los géneros: Acinetobacter, Actinobacter, Acaligenes, 

Arthrobacter, Bacillins, Berijerinckia, Flavobacterium, Methylosinus, Mycrobacterium, 

Mycococcus, Nitrosomonas, Nocardia, Penicillium, Phanerochaete, Pseudomonas, 

Rhizoctomia, Serratia, Trametes y Xantofactor (Singh et al., 2014). Por sí solos son 

incapaces de degradar compuestos tóxicos siendo importante las interacciones entre 

diferentes especies de microbios biodegradores. Por ejemplo, la decoloración microbiana 

de los colorantes azoicos es más eficaz en condiciones anaeróbicas, pero estas 

condiciones conducen a la formación de aminas aromáticas que son tóxicas para los 

humanos, requiriéndose por tanto una etapa aeróbica para su degradación completa. En 

estos casos el uso de cultivos bacterianos mixtos como, Proteus sp., Pseudomonas sp. y 

Enterococcus sp. han resultado de utilidad en la biodegradación y decoloración del tinte 
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(Kouzuma & Watanabe, 2014). Por otro lado, se ha visto que los microbios también 

pueden eliminar metales tóxicos presentes en ambientes contaminados. Este es el caso de 

las bacterias disimilatorias reductoras de metales que reducen la forma oxidada soluble 

del uranio, U(VI), a U(IV) insoluble, evitando que se propague a sitios no contaminados 

(N’Guessan et al., 2008). Aunque muchos de estos procesos aún no se han aplicado en la 

práctica a la restauración ambiental a gran escala, conocer las interacciones microbio-

metal contribuirá a la búsqueda de nuevas estrategias de remediación. 

Muchos microbios producen una amplia variedad de enzimas tanto extracelular 

como intracelularmente que poseen características que las hace atractivas para su 

comercialización. El uso de las enzimas no solo garantiza una utilización eficiente de 

materias primas, sino que, además, implica la no generación de residuos o que estos sean 

mínimos y sustituyen a los productos químicos tóxicos (Singh & Bajaj, 2016). Las 

enzimas son proteínas que actúan como catalizadores de una reacción bioquímica 

específica (Gurung et al., 2013). Es tal la demanda de enzimas microbianas que entre los 

años 2012-2015 las ventas mundiales de enzimas industriales fueron creciendo desde $1 

mil millones hasta los $3,74 mil millones (Liu & Kokare, 2017). Entre las enzimas 

industriales, aproximadamente el 50% son producidas por hongos y levaduras, y el 35% 

por bacterias (Liu & Kokare, 2017). Algunas de las ventajas de usar enzimas producidas 

por microorganismos son que estas son más activas y estables que las producidas por 

plantas. Además, tienen un alto rendimiento y son fáciles de modificar y optimizar debido 

a la diversidad bioquímica y la susceptibilidad a la manipulación génica (Gurung et al., 

2013). Por último, gracias a la aplicación de técnicas más actuales, como la detección de 

metagenomas o la extracción de genomas, los microorganismos suponen una fuente de 

nuevas enzimas (Adrio & Demain, 2014). Entre las principales industrias donde el uso de 

enzimas es habitual encontramos la industria alimentaria (45%), detergentes (34%), 

textiles (11%), cuero (3%) y pulpa y papel (1.2%) (Singh, 2010). También se utilizan en 

el ámbito de la medicina. Por ejemplo, en la producción de antibióticos betalactámicos, 

como penicilinas y cefalosporinas (Volpato et al., 2010); o incluidos en ciertos 

medicamentos que se utilizan para reducir el colesterol en sangre (Ma et al., 2010).  

Por último, destacamos la importancia de los microorganismos en la industria 

alimentaria. Los alimentos se han considerado uno de los impulsores ambientales que más 

influyen en la microbiota humana a lo largo de la vida de los individuos. Los microbios, 

y más en concreto, las bacterias de los alimentos, se han asociado a una multitud variable 



CAPÍTULO I 

18 

de escenarios, ya sean positivos como negativos. Se ha observado que las comunidades 

bacterianas presentes en los alimentos pueden beneficiar la salud del hospedador, ayudar 

a mejorar la calidad del alimento (sobre todo en alimentos fermentados) o mejorar la 

conservación de los mismos prolongando su vida útil (Antunes et al., 2020). Sin embargo, 

también se han asociado a algunos efectos negativos como provocar cambios en el 

equilibrio de la comunidad microbiana del hospedador, transmitir enfermedades o 

deteriorar los alimentos (Antunes et al., 2020). Estos microorganismos patógenos 

normalmente proceden del propio alimento en crudo o pueden introducirse 

posteriormente a través de máquinas contaminadas, materiales de empaquetamiento o 

mala manipulación del alimento. En este sentido la formación de biopelículas es 

especialmente relevante por su persistencia en las instalaciones (Coughlan et al., 2016).  

Son de especial relevancia los microorganismos implicados en la fermentación de 

alimentos, puesto que participan tanto directamente en la transformación y producción 

del alimento fermentado, como influyen en la microbiota y la salud de los consumidores. 

La fermentación de alimentos se considera una de las formas más antiguas de 

procesamiento y conservación (Achi, 2005). Entre los principales alimentos fermentados 

producidos por la actividad microbiana encontramos: bebidas alcohólicas tales como vino 

de arroz, de frutas y cerveza; productos lácteos como yogur, crema agria y queso; 

productos de soja como el tofu o el cardamomo; verduras fermentadas como kimchi y 

chucrut; condimentos como vinagre, salsa amarilla y salsa de soja; y edulcorantes como 

el glutamato monosódico (abreviado como MSG por sus siglas en inglés, Monosodium 

Glutamate) (Chen, 2021). En estos alimentos es donde más notablemente se puede 

observar los cambios intrínsecos provocados por los microrganismos (Yap et al., 2022). 

Por ello, estos microorganismos son de gran importancia para la industria alimentaria, 

con un gran impacto económico en este sector. Los microbios que se encuentran en los 

alimentos fermentados pueden provenir de las materias primas o de los entornos de 

producción, es decir su introducción es espontánea, o pueden ser posteriormente 

inoculados en forma de cultivos iniciadores (Yap et al., 2022). Estos cultivos iniciadores 

producen diversos compuestos como enzimas, compuestos volátiles y moléculas 

antimicrobianas como ácidos orgánicos, ácidos grasos o bacteriocinas, que inhiben el 

crecimiento de patógenos y deterioradores de los alimentos (Reis et al., 2012).  

Entre las principales bacterias asociadas con productos fermentados destacamos 

Acetobacter y Glucanoacetobacter. Ambas, son bacterias del ácido acético que oxidan 
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sustratos de carbono siendo muy utilizadas en la producción de café, cacao y vinagre 

(Schwan & Ramos, 2014). Para la fermentación industrial de la soja se han utilizado 

durante mucho tiempo Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis gracias a su velocidad de 

crecimiento acelerando el proceso de fermentación (Schallmey et al., 2004). 

Por otra parte, las levaduras también juegan un papel importante en la producción 

de muchos alimentos fermentados. De hecho, su uso suele estar vinculado con los 

alimentos fermentados autóctonos, gracias a su capacidad de tolerar ambientes ácidos, de 

crecer a elevadas temperaturas y de estar presentes en muchos ambientes (Schwan & 

Ramos, 2014). Saccharomyces cerevisiae es la cepa más utilizada debido a su implicación 

en la fermentación.  

Por último, uno de los grupos bacterianos más importantes en productos 

fermentados es el de las bacterias del ácido láctico (BAL) (descritas posteriormente) 

(Hatti-Kaul et al., 2018). El papel que juegan estos microorganismos es múltiple: 

- Son ampliamente utilizadas en la producción de una gran variabilidad de 

productos, principalmente lácteos (quesos y leches fermentadas), pero 

también en carnes, pescado, verduras, salsas, cereales y bebidas alcohólicas 

(Leroy & De Vuyst, 2004). 

- Modifican la estructura, sabor y aroma de las materias primas, acelerando 

además el proceso de maduración (Hu et al., 2022). 

- Influyen en el equilibrio de las poblaciones microbianas de los alimentos, ya 

que, gracias a su capacidad inhibitoria de microorganismos patógenos 

alimentarios, previenen el deterioro de los alimentos y conservan las 

cualidades higiénicas de los mismos alimentarios. 

- Diversos géneros pertenecientes a las BAL como Lactobacillus o, 

Pediococcus, actúan como probióticos mejorando la salud humana. Su 

presencia en los alimentos, así como su consumo histórico contribuye a su 

aceptación natural como GRAS (de sus siglas en inglés Generally Recognized 

As Safe) para el consumo humano (Londoño et al., 2015). 

Por todo ello, el conocimiento en profundidad de estos microorganismos puede 

ser útil para su uso racional en la fabricación de alimentos fermentados, lo que puede ser 

decisivo para la generación de un producto final satisfactorio. A continuación, 

profundizaremos en la microbiología de los quesos, uno de los alimentos fermentados de 

mayor consumo mundial y, por tanto, de un gran impacto económico. 
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1.1.2.1. Microbiología de los quesos 

Como se ha comentado con anterioridad, el proceso de fermentación es uno de los 

métodos más antiguos utilizados para conservar alimentos y para mejorar su valor 

nutricional. Uno de los productos fermentados más antiguos es el queso. Su fabricación 

se remonta a hace unos 8.000 años en el oeste de Asia (Sandine & Elliker, 1970). 

Actualmente, el consumo y la producción de queso están en aumento. En el año 2014 la 

producción mundial de queso alcanzó los 21 millones de toneladas métricas y se espera 

que crezca a un valor de mercado global de 106 mil millones de dólares estadounidenses 

para 2026 (Reuben et al., 2023). Actualmente, existe una gran variedad de quesos con 

diferentes texturas, sabores y formas. Solo en el año 2020 se produjeron 25.947.072 

toneladas de queso en todo el mundo. Siendo Estados Unidos de América el mayor 

productor con 6.220.001 toneladas de queso, seguido de Alemania con 3.170.500 

toneladas y Francia con 2.233.225 toneladas (Figura I.2A). Además, hasta el año 2020, 

la leche de vaca, ya sea entera o desnatada, ha sido la más utilizada para producir queso 

(Figura I.2B) (Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación, 2023). 

El queso es una fuente rica en nutrientes esenciales, como proteínas, grasas, 

vitaminas y minerales. Además, sus componentes ejercen importantes beneficios para la 

salud (Walther et al., 2008). Por tanto, es normal que cada vez se estudie con más detalle 

los procesos microbianos que suceden durante la elaboración y maduración de los quesos. 

Estos estudios se han centrado principalmente en conocer los microorganismos que 

participan en la transformación de la leche durante la elaboración del queso. Pero también 

en conocer la seguridad de los mismos, ya que pueden contaminarse con microbios 

patógenos y provocar enfermedades o causar alteraciones de la leche y queso haciéndolos 

no aptos para su consumo.  

La microbiota de los quesos es muy compleja y se caracteriza por la sucesión de 

diferentes microorganismos a lo largo de la elaboración del queso (Irlinger & Mounier, 

2009). 
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Figura I.2. Principales países productores de queso a nivel mundial (A) y producción mundial de 

queso por tipo de leche (B). 

Para elaborar queso es necesario cuajar la leche, nata o suero de leche de animales 

rumiantes; principalmente vaca, cabra y oveja o una mezcla de ellos. En general, a la 

leche se le añade cuajo (enzimas) junto con una cantidad controlada de bacterias, 

principalmente BAL, que acidifican el medio, permitiendo la coagulación de las proteínas 

de la leche. Durante la elaboración del queso, además de las proteínas de la leche, cambian 

sus azúcares; en concreto, la lactosa se descompone en ácido láctico gracias a la acción 

de las BAL (FAQ, 2015). Tras esto se elimina el suero y el producto restante se madurará 

durante un periodo variable según se desee (Figura I.3). 
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Figura I.3. Proceso de fabricación del queso. Adaptado de Nam et al., (2021). 

Los principales microorganismos que aparecen en el queso se pueden dividir en 

dos grupos: cultivos iniciadores y cultivos secundarios.  

Los cultivos iniciadores suele ser una mezcla de microorganismos en los que 

predominan las BAL, aunque también puede contener microorganismos no BAL. Estos 

cultivos participan principalmente en la producción de ácido láctico acidificando el medio 

permitiendo la coagulación de la leche (Kongo, 2013). La acidificación adecuada 

determina la fuerza del coágulo, la tasa de crecimiento microbiano, la solubilidad del 

fosfato cálcico etc; en definitiva, las propiedades reológicas del queso (Lucey et al., 

2003). Aunque tradicionalmente se hacía uso de las BAL presentes de forma natural en 

la leche, ahora es común añadir intencionadamente cultivos iniciadores industriales a la 

leche. Generalmente son grupos ya definidos de bacterias que se han seleccionado 

específicamente para su uso en elaboración del queso. Estos cultivos iniciadores se 

seleccionan en función de la tasa de acidificación a una temperatura determinada, de su 

insensibilidad a los fagos, de su facilidad de manejo y de su estabilidad (Høier et al., 

2010). 

Estos cultivos iniciadores también pueden contribuir a la maduración gracias a la 

producción de enzimas y metabolitos que degradan proteína, lípidos y aminoácidos 

contribuyendo al sabor del producto final (McSweeney, 2007). Además, gracias a la 

producción de bacteriocinas, ácidos orgánicos o peróxido de hidrógeno por parte de estos 

cultivos iniciadores, se inhibe el crecimiento de microorganismos patógenos 

obteniéndose productos microbiológicamente seguros. (Parente et al., 2017). Entre las 

cepas BAL empleadas como cultivos iniciadores encontramos Lactococcus, Leuconostoc 

y Enterococcus, dentro de cultivos mesófilos (aquellos cuya temperatura óptima esta 
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entre 30-37ºC); y Streptococcus thermophilus y algunas especies de Lactobacillus como 

Lactobacillus delbrueckii o Lactobacillus helveticus en el caso de cepas termófilas 

(temperatura óptima de crecimiento entre 40-45ºC) (Coelho et al., 2022). Actualmente, a 

pesar de que a Enterococcus no se le otorga la calificación de GRAS, se siguen utilizando 

algunos debido a sus propiedades beneficiosas (Ben Braïek & Smaoui, 2019).  

Los cultivos iniciadores están compuestos por diferentes especies o por diferentes 

cepas de una misma especie. Por tanto, se pueden dividir en cultivo definidos y no 

definidos en función del conocimiento que se tenga sobre su composición (Høier et al., 

2010). A su vez se pueden subdividir en (1) cultivos definidos formados por múltiples 

cepas (por ejemplo, Lactococcus. lactis subsp. lactis y Lc. lactis subsp. cremoris, típico 

del queso Camembert) (2) cultivos definidos compuestos por una sola cepa (como S. 

thermophilus en el queso Mozzarella); (3) cultivos mixtos definidos (S. thermophilus, Lb. 

helveticus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y 

Propionibacterium shermanii en el queso Emmental); y (4) cultivos mixtos no definidos 

(como se da en el queso italiano Parmigiano Reggiano) (Gatti et al., 2014; Høier et al., 

2010). 

Además de BAL iniciadoras, en los quesos se pueden encontrar BAL no 

iniciadoras, llamada NSLAB según sus siglas en inglés (non starter lactic acid bacteria). 

Estos cultivos normalmente se desarrollan espontáneamente en los quesos o por 

contaminación de los materiales usados o del ambiente, pero en algunos casos pueden 

adicionarse con el fin de acelerar el proceso de maduración y producir el sabor deseado 

en forma de cultivos secundarios (Gobbetti et al., 2015). Dichos cultivos se seleccionan 

para sobrevivir a las temperaturas de cocción de la cuajada de queso y participar en el 

desarrollo del sabor en una etapa posterior de la maduración del queso. Esta microbiota 

está compuesta principalmente por lactobacilos mesófilos heterofermentadores 

facultativos y obligados como Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei, 

Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus, Latilactobacillus curvatus, 

Lactiplantibacillus pentosus, Limosilactobacillus fermentum, Lentilactobacillus 

buchneri, Lactobacillus parabuchneri y Levilactobacillus brevis (Beresford et al., 2001). 

Aunque también encontramos especies de los géneros Enterococcus (como Enterococcus 

durans, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium), Pediococcus (como Pediococcus 

acidilactici y Pediococcus pentosaceus) y Leuconostoc (como Leuconostoc 

mesenteroides y Leuconostoc peseudomesenteroides) (Beresford et al., 2001). 
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Con respecto a los cultivos iniciadores secundarios su principal función es 

participar en el aroma, color y textura de los quesos (Irlinger et al., 2017). Estos están 

compuestos por diferentes especies de mohos, levaduras y bacterias, destacando 

Geotrichum candidum, Debaryomyces hansenii, Penicillium camemberti, Penicillium 

roquefortí, Brevibacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, Micrococcus, 

Propionibacterium sp. y lactobacilos heterofermentadores. Excepto Propionibacterium y 

los lactobacilos, el resto de cultivos secundarios crecen principalmente en la corteza.  

Entre otros microorganismos presentes en los quesos encontramos las bacterias 

corineformes, generalmente situadas en la superficie de quesos de untar. Entre estos 

destacamos Brevibacterium, seguido de Arthrobacter, Agrococcus, Brachybacterium, 

Corynebacterium, y Microbacterium spp (Cogan, 2011). Estos microorganismos son 

responsables del color rojo o naranja. En la superficie de quesos duros, semiduros y 

blandos también se encuentran especies de Micrococcus y Staphylococcus cuya principal 

función se cree que es la producción de proteinasas y lipasas (Beresford et al., 2001). 

Las bacterias del ácido propiónico (BAP) son muy típicas en quesos suizos del 

tipo Emmental. Participan principalmente en el metabolismo del lactato producido por 

las BAL iniciadoras en propionato, acetato y CO2. Este último es el responsable de los 

típicos agujeros, llamados ojos, de estos quesos. Propionibacterium freudenreichii, Prop. 

thoenii, Prop. jensenii y Prop. acidipropionici son las especies más importantes de BAP. 

Aunque tradicionalmente las cepas de BAP surgían de forma natural, actualmente se 

adicionan deliberadamente a la leche (Cogan, 2011). 

Por último, otro gran grupo presente en los quesos son las levaduras y los mohos. 

A pesar de que no se tiene clara su función y que se consideran contaminantes adventicios, 

en algunos casos se adicionan deliberadamente después de la salmuera. Se sitúan en 

superficie de quesos curados con moho, como el queso azul o el Camembert. Destacan 

Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces 

marxianus, S. cerevisiae y Yarrowia lipolytica. (Bintsis, 2021). 

Todos estos grupos de microorganismos no están presentes a la vez en el queso, 

si no que se van sucediendo los unos a los otros a lo largo del proceso de producción del 

mismo. En el queso que proviene de leche pasteurizada, la principal microbiota que se 

encuentra tras el tratamiento son cepas de bacterias termodúricas y esporas. Destacando 

los géneros de BAL Lactobacillus, Streptococcus y Enterococcus (Richter & Vedamuthu, 

2001). Posteriormente es normal adicionarle un cultivo iniciador, compuesto por BAL 
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principalmente, que suelen alcanzar valores máximos al segundo día de fermentación 

(Crow et al., 1995). Los cultivos iniciadores son fundamentales en las primeras horas de 

elaboración del queso, pero al comenzar la maduración, el número de BAL disminuye 

drásticamente debido al gasto de lactosa y a su propio comportamiento autolítico (Gatti 

et al., 2014). Aunque los iniciadores también están presentes durante el proceso de 

maduración, gracias a la producción enzimática que interviene en la proteolisis y la 

conversión de aminoácidos en compuestos de sabor. Por el contrario, las NSLAB no 

crecen adecuadamente en la leche, por lo que se encuentran en bajas densidades al 

principio de la producción del queso, no contribuyendo a la producción de ácido láctico 

durante la fabricación (Beresford et al., 2001). Al llegar a la maduración estas proliferan 

rápidamente utilizando como fuente de energía la lactosa residual o el D-lactato 

proveniente de la isomerización del L-lactato producido por las BAL (McSweeney et al., 

2017). Las NSLAB intervienen en la textura, acidez y sabor del queso al fermentar la 

lactosa y convertir las proteínas de la leche, el citrato y los lípidos en compuestos 

aromáticos volátiles (Broadbent & Steele, 2005). Este lactato también es utilizado por las 

BAP, creciendo en número estas y generando los típicos ojos del queso Emmental. Así 

como es especialmente relevante en la maduración de quesos con moho en la superficie 

como el Camembert o el Brie. Especies como Geotrichum candidum o Penicillium 

camemberti aumentan su número durante la maduración gracias al metabolismo del 

lactato mediante oxidación a CO2 y O2, desacidificando la superficie del queso, 

generándose un gradiente de pH del centro hacia fuera. Conforme aumenta el pH de la 

superficie del queso, el fosfato de calcio precipita como una capa de Ca3(PO4)2, 

generándose también un gradiente de fosfato de calcio del centro a la superficie y 

migrando este hacia la superficie. La reducción en la concentración de fosfato de calcio, 

junto con la disminución del pH provoca un ablandamiento del interior característico del 

queso Camembert (McSweeney & Fox, 2004). La desadificación de la superficie de los 

quesos permite que otras cepas menos tolerantes al ácido prosperen y colonicen el queso 

como Arthobacter arilaitensis o Corynebacterium casei (Licitra et al., 2007). 

En este ambiente con tipos tan diferentes de microorganismos, que se van 

sucediendo, se producen multitud de interacciones entre ellos, ya sea beneficiosas, neutras 

o perjudiciales. Entre las interacciones negativas, como la competición, se ha encontrado 

que ciertas cepas de Arthrobacter, Corynebacterium y levaduras producen sideróforos 

que les ayuda a absorber oligoelementos limitantes como el hierro o el zinc, mientras que 
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otros microorganismos como Brevibacterium y Microbacterium han desarrollado 

mecanismos para “robar” los sideroforos a los productores (Noordman et al., 2006).  

Por otra parte, la producción del ácido láctico, acético y ciertas sustancias 

antimicrobianas, como bacteriocinas, por parte de las BAL inhibe el crecimiento de 

microorganismos susceptibles o patógenos (Arqués et al., 2015; Silva et al., 2018). 

Ciertas cepas productoras de bacteriocinas se utilizan como “cultivos protectores”  

fundamentales en la inhibición de patógenos como Listeria monocytogenes, S. aureus, 

Salmonella sp. o Clostridium sp. y otros microbios indeseables (Bassi et al., 2020). Estas 

bacteriocinas también podrían tener un efecto subinhibitorio ayudando a la sucesión de 

microbios en la fermentación de la leche (Herve-Jimenez et al., 2009). La actividad 

antimicrobiana que se produce en el queso se ha asociado con un consorcio de 

microorganismos, por ejemplo, ciertos consorcios microbianos de la corteza de quesos 

madurados de untar tienen un importante efecto antilisteria (Bleicher et al., 2010). 

Además de compuestos antibacterianos, algunas BAL producen compuestos antifúngicos 

como ácidos orgánicos, ácidos grasos, ciclopéptidos o diacetilo que inhiben el 

crecimiento de otros microrganismos (Leyva Salas et al., 2019). Pero, no solo las BAL 

producen dichos compuestos, si no que otros microbios como levaduras, inhiben el 

crecimiento de otras levaduras.  

Por otro lado, entre las interacciones neutras, se ha observado que la presencia de 

las BAL en la leche permite el crecimiento de cepas no proteolíticas gracias a la 

producción de proteinasas, sin suponer ningún beneficio ni perjudicar a las BAL (Senaka 

Ranadheera et al., 2012). En quesos con presencia de BAP, como se ha comentado con 

anterioridad, estas se aprovechan del lactato producido por las BAL para levar a cabo su 

metabolismo, pero se ha encontrado que otros componentes como aminoácidos y péptidos 

que son liberados por los sistemas proteolíticos de las BAL favorecen el crecimiento de 

las BAP. De manera similar, el crecimiento de ciertas bacterias se ve favorecido por la 

presencia de levaduras, sin beneficio aparente para estas últimas (Álvarez-Martín et al., 

2008). Por ejemplo, durante los primeros días de maduración, las levaduras y/o mohos 

colonizan las superficies del queso y utilizan el lactato (Callon et al., 2006).  

Entre las interacciones beneficiosas encontramos la cooperación entre diversas 

especies de BAL, como la que se produce entre Lc. lactis y L. casei durante la proteólisis 

de las proteínas de la leche en el proceso de maduración (Desfossés-Foucault et al., 2014). 

También existe cooperación entre diferentes especies de BAL y levaduras. Se ha visto 
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que las levaduras proporcionan vitaminas o fuentes de carbono y nitrógeno a las BAL (De 

Freitas et al., 2009), mientras que estas últimas producen ácido láctico que puede ser 

utilizado por levaduras que no usan la lactosa como fuente de energía. En el estudio de 

Dugat-Bony et al., (2015) se realizó un análisis de las interacciones que se producían en 

la corteza de un modelo de queso con una microbiota sintética compuesta por Lc. lactis, 

Brevibacterium aurantiacum, Glutamicibacter arilaitensis, Corynebacterium casei, 

Hafnia alvei y Staphylococcus equorum, junto con ciertas especies de levaduras como 

son Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum y Kluyveromyces lactis. Los 

resultados que obtuvieron pusieron de manifiesto el desarrollo sucesivo y la cooperación 

metabólica de diferentes grupos microbianos. Durante los primeros días de maduración 

del queso Lc. lactis y la levadura K. lactis fermentaron rápidamente la lactosa. Esta 

fermentación proporcionó el lactato necesario para el crecimiento de las especies de 

levadura D. hansenii y G. candidum que sustituyeron a las anteriores. Al consumirse el 

lactato se desacidifica el medio desarrollándose las cinco bacterias sensibles a los ácidos. 

Como se ha visto, la composición fisicoquímica heterogénea que caracteriza al 

queso ofrece la posibilidad de desarrollarse comunidades microbianas multiespecies 

interactuantes y la ocupación a la vez de múltiples nichos por cepas "especializadas", 

utilizando diferentes sustratos (Sieuwerts et al., 2008). La complejidad de las 

comunidades aquí presentes es muy reducida en comparación a otros hábitats 

microbianos como puede ser el cuerpo humano (Gill et al., 2006), lo que facilita su 

manejo y estudio. Estas comunidades son fácilmente cultivables y manipulables en el 

laboratorio, permitiendo la recreación de la formación de las mismas en el laboratorio y 

el estudio de la dinámica temporal que se produce durante la formación de la comunidad 

(Wolfe et al., 2014). Además, la manejabilidad del sistema hace que pueda ser útil para 

comparar con otros sistemas menos manejables donde coexisten especies similares de 

bacterias y hongos. Adicionalmente, se pueden obtener gran cantidad de réplicas 

recopilando grandes conjuntos de datos y permitiendo análisis más exhaustivos (Wolfe & 

Dutton, 2013). Todo esto hace del queso un ecosistema microbiano modelo que permite 

unir estudios in situ e in vitro para comprender mejor los patrones y los mecanismos 

subyacentes del ensamblaje, función y las interacciones de las comunidades microbianas. 

1.2. Bacterias del Ácido Láctico 

Las BAL constituyen un grupo polifilético variado de géneros bacterianos Gram 

positivos, de morfología cocoidea o bacilar, catalasa negativos, no formadores de esporas 



CAPÍTULO I 

28 

y anaerobios-aerotolerantes, con bajo contenido en G+C, que originan ácido láctico como 

principal producto final de la fermentación de azúcares (Castellone et al., 2021). En 

función de los productos finales de la fermentación de carbohidratos las BAL se pueden 

agrupar en homofermentativas, si el único producto final de fermentación es el ácido 

láctico; y en heterofermentativas, si además de ácido láctico producen etanol, acetato y 

CO2 (Raj et al., 2022).  

Actualmente, las BAL están clasificadas dentro del filo Bacillota, en la clase 

Bacilli y del orden de los Latobacillales (Mokoena, 2017). La morfología celular, el tipo 

de fermentación de la glucosa, la temperatura de crecimiento y la utilización de 

carbohidratos son criterios que se utilizan para clasificar los diferentes géneros de BAL 

(Quinto et al., 2014). Entre los géneros que componen este grupo encontramos: 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, 

Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Khalid, 2011).  

Son uno de los grupos más extendido en la naturaleza, debido a su capacidad para 

crecer en diversos sustratos y bajo diversas condiciones (Mokoena, 2017). Estas se 

pueden encontrar desde en plantas a alimentos fermentados, así como en superficies 

mucosas de humanos y animales. En el cuerpo humano, las BAL forman parte de la 

microbiota del tracto gastrointestinal y genitourinario (Panagiota Florou-Paneri, 2013). 

Destaca su presencia en alimentos, especialmente en alimentos fermentados. Debido a su 

prolongado consumo por la humanidad, y las escasas asociaciones a infecciones, como 

se comentó con antrioridad las BAL han sido catalogadas como microorganismos GRAS 

(Londoño et al., 2015). De hecho, es en estos alimentos fermentados donde se han venido 

utilizando durante décadas como cultivos iniciadores, siendo su aplicación principal, la 

elaboración de diversas variedades de quesos y leches fermentadas. Como se ha 

comentado anteriormente, estos microorganismos cumplen importantes y diversas 

funciones en los alimentos fermentados como pueden ser el desarrollo de propiedades 

organolépticas, conservar las cualidades nutritivas de los mismo e incrementar la vida útil 

gracias a la inhibición de patógenos. Esta inhibición principalmente es debida a la 

competencia por los nutrientes entre los distintos microorganismos, así como debido a la 

producción de sustancias inhibidoras por parte de las BAL como el ácido láctico, el 

peróxido de hidrógeno o las bacteriocinas (Wang et al., 2021).  
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Si por algo destacan las BAL es por su papel en la industria biotecnológica. 

Además de su papel en la producción de alimentos fermentados, más recientemente las 

BAL están despertando interés como hospedadores alternativos a E. coli y S. cerevisiae, 

en la producción de plásticos, nailon, combustibles o ingredientes farmacéuticos, 

alimentarios y cosméticos (Börner et al., 2019). Por otra parte, al formar parte de la 

microbiota de las plantas, presentan un gran potencial como biofertilizantes, agentes de 

biocontrol y bioestimulantes (Lamont et al., 2017). Además, muchas BAL producen 

compuestos antimicrobianos que se postulan como posibles alternativas a antibióticos 

gracias a su alta especificidad y potencia in vivo. Quizás unas de las aplicaciones más 

novedosas de las BAL es su utilización en el ámbito médico, concretamente como agentes 

vehiculares de fármacos, así como su uso en las vacunas (Szatraj et al., 2017). Por último, 

ciertas BAL no patógenas, principalmente Lactobacilos y Pediocococos, así como 

algunas cepas de Bifidobacterias, son empleadas como probióticos (Tabla I.1) gracias a 

su capacidad de producir sustancias antimicrobianas, así como de conferir beneficios 

nutricionales y de salud al hospedador (Zielińska & Kolożyn-Krajewska, 2018). Algunas 

especies de Enterococcus y Streptococcus también tiene potencial como probióticos 

(Burton et al., 2017; Franz et al., 2011). Para que un microorganismo pueda ser utilizado 

como probiótico debe cumplir una serie de características como poseer la capacidad de 

adherirse al epitelio y colonizar el tracto gastrointestinal, estabilizar la microbiota 

intestinal ya presente, inhibir la acción de microorganismos patógenos, producir 

sustancias antimicrobianas y estimular la respuesta inmune (Panagiota Florou-Paneri, 

2013). Al llegar los microorganismos probióticos al tracto gastrointestinal pueden 

interactuar con los aquí presentes, principalmente estabilizando la comunidad bacteriana 

y restaurando la microbiota intestinal original (Zhao et al., 2021). Entre estas 

interacciones encontramos la competencia con patógenos por conseguir nutrientes o 

adherirse al epitelio. Algunos microorganismos probióticos como Lactobacilos o 

Bifidobacterias, pueden modificar el entorno, produciendo ácidos orgánicos que bajen el 

pH intestinal, inhibiendo de esta forma el crecimiento de microorganismos patógenos 

(Dobson et al., 2012). Otros regulan la expresión de genes relacionados con la secreción 

de moco intestinal, mejorando la función barrera y excluyendo a los patógenos (Sanders 

et al., 2019). Otro mecanismo de probiosis propuesto es la producción de sustancias 

antimicrobianas, como bacteriocinas, que suprimen el crecimiento de otros 

microorganismos patógenos (O’Shea et al., 2012). 
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Tabla I.1. BAL utilizadas comúnmente como probióticos. Adaptado de Raj et al, (2022)  

BAL 
Alimento 

Fermentado 
Efecto inmune 

Lactobacillus 

Arroz glutinoso 

fermentado 

(tapai pulut), 

tapioca (tapai 

ubi), dosa, 

kimchi y natto, 

chucrut y 

vinagre 

Anticancerígeno, 

antiestreñimiento y refuerzo 

del sistema inmunológico 

Antioxidante, 

antimicrobiano, 

antihipertensivo, 

antidiabético y antiobesidad 

L.alimentarius, 

L. pentosus 

Lpb. plantarum 

L.versmoldensis 

P. acidilactici 

P.pentosaceus 

 

Carnes 

fermentadas 

como Basterma, 

nem chua (carne 

magra de cerdo), 

belacan o kapi 

(pasta de 

gambas, budu 

(salsa de 

pescado) 

Aumento de la vida útil de 

la carne y sabor de los 

productos cárnicos. 

Lb. delbrueckii 

S. thermophilus 

Lpb. 

plantarum 

Lb. helveticus 

Leche cultivada, 

yogur, queso, 

fermentación de 

la lactosa. 

Mejora la inmunidad contra 

los patógenos y sirve como 

antioxidante. Mejorar la 

actividad la actividad 

antiinflamatoria, 

antihemolítica y 

antioxidante 

Lpb. plantarum 
Leche 

fermentada 

Actividad antioxidante, 

inmunomoduladora y 

antimicrobiana 

P. pentosaceus 

L. casei DK128 

Lpb.plantarum 

DK119 

Repollo 

fermentado 

coreano 

(Kimchi) 

Reduce la actividad del 

norovirus murino 

responsable de la 

gastroenteritis 

E. faecium L3 

Productos 

lácteos 

fermentados 

Reduce la infección causada 

por el virus de la influenza 

(H3N3, H1N1) 

 

La capacidad de los probióticos de provocar cambios en la microbiota intestinal 

se ha puesto de manifiesto en diversos estudios. Cox et al., (2010) analizaron la 

microbiota fecal de bebés de 6 meses que fueron tratados con suplementos de L. 

rhamnosus diariamente. Los resultados que obtuvieron pusieron de manifiesto una mayor 

abundancia de L. rhamnosus y mayor uniformidad en la microbiota fecal de los bebés, lo 

que apunta a que ayuden a la estabilidad ecológica de la microbiota. Preidis et al., (2012) 

observaron un aumento transitorio en la uniformidad y diversidad del microbioma 

intestinal de ratones tratados con Limosilactobacillus reuteri en comparación a los no 

tratados. La pérdida de diversidad está asociada con una disminución en la resilicencia 

ecológica, llegándose a asociar a enfermedades del tubo digestivo o afecciones cutáneas 
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(Forno et al., 2008; Manichanh et al., 2006). Los probióticos pueden inducir cambios en 

la microbiota intestinal y estabilizar las comunidades microbianas. Sin embargo, se 

necesitan más estudios en humanos para evaluar hasta qué punto los probióticos 

influencian el microbioma intestinal humano y si los cambios están asociados con 

beneficios clínicos en el hospedador. Gracias al uso de los probióticos se han podido tratar 

múltiples enfermedades, principalmente intestinales, aunque en el futuro se espera que 

ayuden en el tratamiento de enfermedades orales o respiratorias (Mortaz et al., 2013; 

Zhang et al., 2022a). 

1.3. Género Enterococcus 

Entre los microorganismos que con más frecuencia se aíslan de derivados lácteos, 

destaca el género Enterococcus, debido a la importancia que han adquirido sus 

bacteriocinas (enterocinas) en la última década. Estas bacterias juegan un papel 

fundamental en la elaboración de quesos, especialmente en la maduración, ya que 

contribuyen al gusto y aroma típico de los mismos gracias a procesos metabólicos como 

proteólisis, lipólisis y degradación del citrato (Foulquié Moreno et al., 2006). Además, 

muchas de las cepas de enterococos productoras de enterocinas presentan actividad frente 

a patógenos alimentarios como Listeria sp. y Clostridium sp., incluso se han descrito 

casos de actividad antiviral frente a algunos virus, como es el caso de enterocina CRL 35 

(Wachsman et al., 2003).  

Los enterococos son un género de BAL que se caracterizan por ser anaerobios 

aerotolerantes, catalasa negativos y no formadores de endosporas (Teixeira et al., 2015). 

Pueden crecer a temperatura de entre 10 y 45ºC, siendo la óptima entre 35 y 37 ºC, para 

la mayoría de especies, así como en un amplio rango de pH siendo el óptimo de 7,5-8,5. 

También toleran y crecen en ambientes con salinidad de hasta 6,5% NaCl y 40% de ácidos 

biliares (Fisher & Phillips, 2009; Van Tyne & Gilmore, 2014). Además, se caracterizan 

por catabolizar gran variedad de fuentes de energía como carbohidratos, glicerol, lactato, 

malato, citrato, arginina, agmatina y muchos cetoácidos (Stuart et al., 2006). 

No fue hasta finales del siglo XIX cuando los enterococos se reconocieron como 

género independiente de los estreptococos. Esta separación fue posible, en 1984, gracias 

a los análisis de ARN 16S, así como a estudios de hibridación de RNA-DNA y DNA-

DNA que revelaron que Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium (clasificados 
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como estreptococos hasta ese momento) estaban muy separados de estreptococos no 

enterococos como Streptococcus bovis (Ogier & Serror, 2008). 

Al contrario que otras BAL, los enterococos no están reconocidos como GRAS, 

de hecho, se utilizan como indicador fecal en el análisis de aguas contaminadas (Ogier & 

Serror, 2008). Sin embargo, diferentes especies del género Enterococcus, como 

Enterococcus faecium SF68 y E. faecalis Symbioflor 1, se están comercializando como 

probióticos, pudiendo llegar a ser idóneos sustitutos a los antibióticos (Torres-Henderson 

et al., 2017). En humanos se ha probado E. faecium SF68 para el tratamiento de diarrea y 

para el síndrome del intestino irritable, mejorando ambas patologías, ya sea reduciendo 

la duración como disminuyendo los síntomas; por su parte E. faecalis Symbioflor 1 

interviene regulando y estimulando el sistema inmune permitiendo combatir sinusitis 

crónica o bronquitis recurrente (Franz et al., 2011). 

Con respecto a la identificación de enterococos, se han aplicado durante años 

diversos métodos que permitan identificarlos adecuadamente. Entre estos métodos 

encontramos el análisis de plásmidos y enzimas de restricción (Restriction Enzyme 

Accessibility o REA) del ADN, electroforesis enzimática multilocus (del inglés 

Multilocus Enzyme Electrophoresis, MLEE), el análisis de endonucleasas de restricción 

utilizando electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) según sus siglas en inglés 

(Pulsed-Field Gel Electrophoresis), electroforesis en gel de campo invertido (FIGE, 

Field-Inversion Gel Electrophoresis) y electroforesis homogénea de campo eléctrico con 

abrazadera de contorno (CHEF, Clamped Homogeneous Electric Fields) (Teixeira & 

Merquior, 2013). Aun así, es complicado identificar y diferenciar entre especies de 

enterococos debido a la alta variabilidad fenotípica existente. Se están probando, de igual 

forma, diversos métodos que permitan diferenciar entre enterococos con diferente origen, 

entre los más recientes está el análisis Multilocus de Secuencias (MLSA) según sus siglas 

en inglés (Multilocus sequence analysis) basado en análisis de las secuencias parciales de 

una serie de genes conservados (De las Rivas et al., 2007).  

Actualmente se han podido identificar hasta 50 especies de enterococos 

ampliamente distribuidos en la naturaleza (Van Tyne & Gilmore, 2014). Aunque 

normalmente forman parte de la microbiología del tracto gastrointestinal de vertebrados, 

también se han podido aislar de productos lácteos, intestino de insectos, comida 

fermentada, plantas, suelo y agua (Ogier & Serror, 2008). 
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Es común encontrar enterococos formando parte de la microbiota normal de los 

mamíferos, específicamente en el tracto gastrointestinal. Es aquí donde se ha visto que 

ciertas especies de enterococos, como E. faecalis, cumple funciones clave relacionadas 

con el sistema inmune tales como el mantenimiento de la homeostasis de la inmunidad 

local o la ayuda en el establecimiento de la inmunidad de las mucosas (Kao & Kline, 

2019). Este efecto local en la inmunidad producido por E. faecalis se ha observado que 

también puede tener efectos sistémicos, por ejemplo, reduciendo la respuesta alérgica en 

diferentes partes del cuerpo o induciendo la producción de IgA (Rautava et al., 2006). Sin 

embargo, como muchas bacterias, E. faecalis ha desarrollado estrategias para evadir la 

vigilancia inmunológica y la muerte, lo que permite que pueda pasar de ser comensal a 

convertirse en patógeno; estando implicado en múltiples enfermedades principalmente en 

infecciones del tracto urinario, bacteremia y endocarditis, y rara vez causan infecciones 

intraabdominales y meningitis (Dubin & Pamer, 2014). 

1.3.1. Ecología de los enterococos 

Los enterococos son bacterias ubicuas que se pueden encontrar en la microbiota 

intestinal de humanos y animales vertebrados e invertebrados, así como en productos 

provenientes de animales, en ambientes contaminados por materia fecal, plantas, suelo, o 

aguas (Ogier & Serror, 2008). Es en estos ambientes donde están sometidos a múltiples 

factores bióticos y abióticos estresantes que pueden conducir a una reducción de su 

población. 

 Enterococos en animales 

El cuerpo humano, especialmente el tracto gastrointestinal, está colonizado por 

multitud de microorganismos. Entre estos microorganismos los enterococos se localizan 

principalmente en el intestino delgado y grueso, aunque constituyen una población 

minoritaria (hasta el 1%). De todos ellos destacan E. faecalis y E. faecium como los 

predominantes, aunque también se han detectado ocasionalmente en heces E. durans, 

Enterococcus avium y Enterococcus caccae (Lebreton et al., 2014). En concreto E. 

faecalis presenta una abundancia ligeramente superior a E. faecium (Dubin & Pamer, 

2014), aunque en algunos casos E. faecium se ha encontrado como cepa mayoritaria 

(Layton et al., 2010). En el caso del tracto gastrointestinal de otros mamíferos, podemos 

encontrar diferencias en las especies encontradas según el animal. En caballos las especies 

predominantes son E. faecalis, E. faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus gallinarum, 
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Enterococcus casseliflavus, y Enterococcus mundtii, siendo variable la proporción que se 

puede encontrar de cada una de las especies según el estudio llevado a cabo (Lebreton 

et al., 2014). En mascotas, tales como perros y gatos, se encuentran las especies E. 

faecium, E. faecalis, E. avium y E. hirae principalmente (Layton et al., 2010). De Graef 

et al., (2003) propusieron una nueva cepa de enterococo, Enterococcus canis sp. nov, 

asociada a perros, que mostraba una alta similitud en la secuencia de ADNr 16S (98,4% 

a 99%) con miembros del grupo de especies de E. faecium, mientras que el nivel de 

reasociación de ADN-ADN con estas especies era muy bajo (7-13%). Así como Naser et 

al., (2005) propusieron Enterococcus canintestini LMG 13590T como otra cepa asociada 

a la microbiota intestinal de perros, que presentaba una alta similitud en la secuencia de 

ADNr 16S (98–99%) con E. dispar, E. canis y E. asini. En lechones se han encontrado 

las especies E. faecium, E. hirae, E. faecalis, E. durans y Enterococcus cecorum. 

Presentándose una distribución similar en la microbiota de los jabalíes (Aarestrup et al., 

2002; Silva et al., 2012). En bovinos se ha descrito una colonización enterococócica 

dependiente de la edad, comenzando con una microbiota dominada por E. faecalis, E. 

faecium y E. avium, sustituyéndose progresivamente con la edad por E. cecorum 

(Lebreton et al., 2014).  

Al igual que en bovinos, en pollos se ha visto una sucesión de colonización de 

enterococos dependiendo de la edad. En un principio están colonizados por E. faecalis, 

que posteriormente es desplazada por E. faecium. El uso continuado de tilosina (promotor 

del crecimiento) ha provocado que E. faecium sea resistente a ella y por tanto se ha 

promovido la colonización el intestino de los pollos por parte de esta especie (Kaukas 

et al., 1987). En los pollos maduros se ha observado mayor proporción de E. cecorum, no 

encontrándose E. avium y E. gallinarum a pesar de que desde su descubrimiento se habían 

asociado a los pollos (Lebreton et al., 2014). En otras aves silvestres también se 

encontraron E. faecium como la especie predominante, pudiendo aislarse adicionalmente 

E. durans y E. gallinarum (Silva et al., 2011). 

Escarabajos, moscas, abejas o termitas están colonizados por enterococos 

igualmente. Entre los enterococos encontrados en estos insectos predominan E. faecalis 

y E. faecium, pero también se han aislado otras especies con menor prevalencia como E. 

casseliflavus, E. gallinaraum y E. durans (Cox & Gilmore, 2007). E. termitis y E. rotai, 

presentes en termitas y mosquitos respectivamente, han sido algunas de las últimas cepas 

identificadas (Sedláček et al., 2013; Švec et al., 2006). 
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 Enterococos en el medio ambiente 

Además de asociado a hospedadores, se han encontrado multitud de enterococos 

en hábitats extraintestinales muy diversos, aunque no está claro hasta qué punto estos 

enterococos provienen de fuentes animales por contaminación fecal. Una vez los 

enterococos se encuentran en estos hábitats naturales, su crecimiento y desarrollo depende 

del nicho y de los factores estresantes (como la luz, salinidad, nutrientes o depredación) 

a los que se vean expuestos (Staley et al., 2014). Los hábitats más comunes donde se 

aíslan enterococos son suelo, sedimentos, plantas y aguas. 

Se han encontrado enterococos en prácticamente todos los tipos de suelo, 

sedimentos marinos y de agua dulce y en la arena, encontrándose más estudios de suelos 

templados y tropicales (Byappanahalli et al., 2012a; Fujioka & Byappanahalli, 2001; Ran 

et al., 2013). Probablemente los enterococos presentes en el suelo derivan de 

contaminación por desechos humanos y animales y, con el tiempo, una parte de la 

población original se podría haber adaptado a este medio. De hecho, los enterococos 

derivados de contaminación han demostrado resistir largo tiempo las condiciones que se 

encuentran en el suelo, pudiendo verse afectados por la humedad o materia orgánica de 

los mismos o así como por la competencia por los nutrientes con otros microorganismos 

(Byappanahalli & Fujioka, 2004). Siendo los enterococos de sedimentos y estuarios los 

que presentan supervivencias más prolongadas (Anderson et al., 2005). Entre las especies 

más frecuentes encontradas en suelos de climas templados son E. faecalis, E. faecium, E. 

casseliflavus, E. hirae, E. mundtii, E. gallinarum, E. durans y E. avium variando la 

proporción de las mismas dependiendo de la muestra (Ran et al., 2013), siendo E. faecalis 

el que se encontró en mayor proporción. 

En el caso de los enterococos en sedimentos se ha observado que una perturbación 

de este medio provoca un aumento de concentración de enterococos en el agua sugiriendo 

que los microorganismos se adsorben a partículas de sedimento y posteriormente pueden 

ser resuspendidos en el agua (Staley et al., 2014). Además, las concentraciones de 

enterococos aquí presentes han demostrado variar en función de la descarga proveniente 

de diferentes fuentes como tratamientos de aguas residuales, arroyos y aguas pluviales 

(Ferguson et al., 2005). Los enterococos más comunes encontrados en sedimentos 

marinos son E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus y E. mundtii (Ferguson 

et al., 2005) y en menor medida E. gallinarum, E. durans y E. avium. Por último, aquellos 

enterococos encontrados en arenas de playas, tales como E. faecium, E. casseliflavus o E. 
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durans entre muchas otras no identificadas, aun no se tiene claro si son residentes 

naturales o transitorios, aunque se han encontrado enterococos formando biopelículas, 

sugiriendo que algunas de las poblaciones sí podrían ser residentes en la arena (Piggot 

et al., 2012). 

Los enterococos presentes en aguas dulces se han utilizado durante mucho tiempo 

como indicadores de contaminación fecal, sin embargo. la vegetación o los sedimentos 

contribuyen a la presencia de enterococos en el agua (Staley et al., 2012). Entre los 

enterococos más aislados en ríos y lagos encontramos E. casseliflavus, E. faecalis, E. 

faecium, E. hirae y E. mundtii (Badgley, Nayak, et al., 2010). El estudio llevado a cabo 

por Ahmed y Katouli (2008) reveló que el 95% de los enterococos coincidían con una 

librería de aislamientos de fuentes animales, apuntando que la mayoría de la población es 

de origen fecal. Sin embargo, en otros casos se ha encontrado E. casseliflavus como 

mayor representante de los enterococos (96,5%) sugiriendo que existen poblaciones 

potencialmente naturalizadas que estructuran la población de enterococos en la columna 

de agua (Badgley, Thomas, et al., 2010). En el caso de las poblaciones de enterococos en 

aguas marinas se ha observado que la concentración de los mismos varía en función del 

oleaje, del momento del día, de la marea y de la profundidad (Boehm et al., 2002). Entre 

las principales especies encontradas en aguas marinas encontramos E. casseliflavus, E. 

faecalis, E. faecium, E. hirae y E. mundtii (Badgley, Nayak, et al., 2010). 

Otro hábitat donde se encuentran los enterococos es en las plantas, terrestres y 

acuáticas. Pero, al igual que como sucede en ambientes acuáticos, no se tiene claro el 

origen de las cepas aquí presentes ya que podrían provenir de contaminación fecal, 

transportadas por insectos y viento o ser autóctonas (Lebreton et al., 2014; Staley et al., 

2014). Se han encontrado enterococos asociados a diversas formas de vegetación como 

algas, algas marinas, vegetación sumergida, plantas con flores y cultivos forrajeros, 

encontrándose el alga verde macrófita Cladophora, presente en aguas dulces y marinas, 

como una importante fuente de E. coli y enterococos. E. casseliflavus se ha encontrado 

como la especie dominante en vegetación acuática sumergida (Badgley, Thomas, et al., 

2010) mientras que E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. mundtii, E. 

sulfureus y muchas otras cepas que se asemejan a E. faecalis en cultivos forrajeros 

(Müller et al., 2001; Ott et al., 2001). 
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1.3.2. Factores que afectan al crecimiento de enterococos en el ambiente 

En estos ambientes extraentéricos, los enterococos están influenciados y limitados 

por factores abióticos y bióticos (Byappanahalli et al., 2012b). A pesar de esto, se ha visto 

que algunas poblaciones de enterococos han conseguido establecerse y naturalizarse, 

aunque suponen una minoría en estos ambientes. Entre los factores abióticos que limitan 

a los enterococos encontramos la luz solar, especialmente en ambientes marinos. La 

exposición a luz solar conlleva una fotoinactivación de las poblaciones de enterococos. 

Esta fotoinactivación puede ser directa, si componentes celulares como los ácidos 

nucleicos absorben fotones cambiando los enlaces químicos; o indirecta si son los 

sensibilizadores endógenos y exógenos los que absorben los fotones. Esta energía se 

transfiere posteriormente a los componentes celulares causando daño a la célula o 

reaccionan con el oxígeno formando especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés 

Reactive Oxygen Species) que causan daño fotooxidativo (Sassoubre et al., 2014). 

Comparativamente, la fotoinactivación solar ha resultado ser más acusada en aguas 

marinas que en aguas dulces (Byappanahalli et al., 2012b). Aun así, el efecto de la luz 

solar sobre los enterococos depende de múltiples factores como la composición química, 

la turbidez, la temperatura o la profundidad del agua, además la concentración de 

enterococos puede variar a lo largo del día (Byappanahalli et al., 2012b). 

Una de las características distintivas de los enterococos es su capacidad de crecer 

en ambientes salinos (hasta 6,5% de cloruro sódico) tolerando salinidades superiores que 

otros grupos bacterianos como los coliformes y E. coli y por tanto afianzándose como 

uno de los mejores indicadores de contaminación fecal en aguas recreativas. Aun así, 

diversos estudios han confirmado que la salinidad sí se correlaciona negativamente con 

el crecimiento de enterococos, pudiendo observarse una disminución de la concentración 

de los mismos en ambientes salinos en comparación con no salinos (Dorsey et al., 2010; 

Viau et al., 2011). 

Quizás el mayor factor limitante que puedan encontrar los enterococos en el medio 

ambiente es la inanición, ya que pasan del tracto gastrointestinal animal rico en nutrientes 

a ambientes oligotróficos. Algunos estudios han demostrado que bajo condiciones de 

escasez de nutrientes al menos se ven inducidas 42 proteínas, destacando la proteína 

gls24, cuyo gen está bajo el control de un operón inducible por estrés (Giard et al., 2000). 

Además de esta proteína, se han encontrado dos genes, sigV y rsiV codificantes de 

factores sigma y antisigma respectivamente, en E. faecalis están controlados por un 
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mismo operón. Este operón se expresa de manera diferencial en función de factores 

estresantes, sobreexpresándose en condiciones de inanición total (Benachour et al., 2005). 

Por último, también se ha observado que ciertas cepas de enterococos son capaces de 

adquirir un estado denominado viable pero no cultivable que les permite sobrevivir en 

ambientes estresantes durante un periodo de tiempo superior (Heim et al., 2002). 

Por último, la mortalidad de enterococos debido a la depredación por parte de 

protozoos y/o infección y lisis por bacteriófagos es una de las principales razones de su 

deterioro en el medio ambiente (Wanjugi & Harwood, 2013). De hecho, la depredación 

por protozoos puede llegar a generar un 90% de mortalidad tanto en microorganismos 

autóctonos como alóctonos en aguas marinas y dulces. Siendo mayor la depredación 

cuando la temperatura es más alta (Byappanahalli et al., 2012b). Por otra parte, a pesar de 

que aún faltan muchos estudios sobre el efecto de bacteriófagos en la disminución de las 

poblaciones enterococales, se han llegado a secuenciar 63 bacteriófagos de enterococos, 

número que sigue siendo bastante reducido en comparación a otras cepas bacterianas 

patógenas (Chatterjee et al., 2021) y encontrándose algunos bacteriófagos que pueden 

afectar a la formación del biofilm entercococal (Song et al., 2021). 

1.3.3. El género Enterococcus como patógeno nosocomial 

A pesar de ser bacterias comensales que forman parte de la microbiología del 

tracto gastrointestinal de vertebrados, los enterococos en ocasiones se pueden comportar 

como patógenos oportunistas pudiendo provocar infecciones del tracto urinario, sepsis o 

endocarditis, entre otras afecciones (Fisher & Phillips, 2009). De las 50 especies 

identificadas hasta la actualidad, E. faecalis y E. faecium son las mayoritarias aisladas del 

tracto gastrointestinal de humanos y vertebrados, pero también las que provocan en torno 

al 90% de infecciones enterococales (Van Tyne et al., 2013), aunque, sólo ciertas cepas 

de E. faecalis y E. faecium son las adaptadas a ambientes hospitalarios y causantes 

procesos infecciosos (Van Tyne & Gilmore, 2014). La versatilidad de los enterococos a 

proliferar en diferentes ambientes les predispone a mostrar resistencia, intrínseca o 

adquirida, a concentraciones bajas de diversos antibióticos (Ogier & Serror, 2008), la 

mayoría de ellos utilizados actualmente en clínica (Teixeira et al., 2015; Van Tyne & 

Gilmore, 2014). Dicha resistencia está asociada en parte a los más del 25 % de elementos 

móviles que se encuentran en su genoma, así como diversos factores de virulencia (Tabla 

I.2), relacionados con la colonización e invasión de tejidos y con la resistencia a 

mecanismos de defensa específicos y no específicos del hospedador (Franz et al., 2011). 
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Adicionalmente los elementos móviles pueden transferirse entre cepas, en la denominada 

transferencia horizontal de genes, contribuyendo a la supervivencia y evolución de los 

enterococos en entornos hospitalarios (Van Tyne et al., 2013). De hecho, ciertos estudios 

demostraron que las infecciones nosocomiales no estaban causadas por la propia flora 

prehospitalaria de los pacientes, si no que se producía la infección una vez llegados al 

hospital (Franz et al., 2003; Stuart et al., 2006). Entre los antibióticos a los que son 

resistentes los enterococos encontramos aminoglucósidos, beta-lactámicos, macrólidos, 

lincosamidas, estreptograminas y glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) 

(Hammerum, 2012). En particular, los enterococos resistentes a vancomicina (VRE de 

sus siglas en inglés Vancomycin-Resistant Enterococci) suponen actualmente un desafío 

en ambientes hospitalarios (Cetinkaya et al., 2000). 

La vancomicina se comenzó a utilizar en clínica en el 1972 y sólo 15 años después 

surgieron los primeros casos de enterococos resistentes a vancomicina en Francia e 

Inglaterra (Fisher & Phillips, 2009). El antibiótico actúa uniéndose al terminal D-alanina-

D-alanina (D-Ala-D-Ala) de los precursores de peptidoglucano, inhibiéndose la síntesis 

de pared celular bacteriana (Miller et al., 2014). La resistencia se produce cuando se 

genera un cambio en los aminoácidos terminales del precursor a D-Alanina-D-lactato o 

D-alanina-D-serina (Fisher & Phillips, 2009). Esta sustitución reduce la afinidad de unión 

de los precursores del péptidoglucano a la vancomicina permitiendo que se siga 

construyendo pared celular (Kristich et al., 2014). La capacidad de producir un terminal 

diferente en los precursores de peptidoglucanos está codificada en operones de resistencia 

situados en elementos genéticos móviles (Kristich et al., 2014; Van Tyne & Gilmore, 

2014). 

En la actualidad hay descritos hasta 9 clusters (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, 

vanG, vanL, vanM y vanN) que intervienen en la resistencia a vancomicina, aunque los 

aislados más comunes en los hospitales son los fenotipos VanA y VanB de E. faecalis y 

E. faecium (Van Tyne & Gilmore, 2014). VanA se codifica en el transposón Tn1546 y 

confiere resistencia a vancomicina y teicoplanina, mientras que VanB, se codifica en el 

transposón Tn5382/Tn1549 y confiere resistencia a vancomicina pero no a teicoplanina 

(Cetinkaya et al., 2000). Tanto vanA como vanB contienen tres genes 

(vanHAX and vanHBBXB) imprescindibles para la resistencia. Estos genes codifican para 

una deshidrogenasa (VanH y VanHb) encargada de reducir el piruvato en lactato; una 

ligasa (VanA y VanB) que sintetiza D-ala-D-lac, y una dipeptidasa (VanX o VanXb) que 
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hidroliza el terminal D-ala-D-ala. Por último, la expresión de ambos genes está regulada 

por un sistema de dos componentes compuesto por un regulador de respuesta situado en 

el citoplasma (VanS y VanSb) y un sensor kinasa anclado a la membrana (VanR y Van 

Rb) (Arthur & Quintiliani R., 2001). 

Tabla I.2. Factores de virulencia enterocócica y su asociación con el estadio de la enfermedad. 

Adaptado de Franz et al., (2011)

Factor de virulencia Asociación con el estadio de la enfermedad 

Sustancia de agregación (AS) Adhesina para unirse a células eucariotas, promueve la 

colonización 

Invasión de células eucariotas 

Adhesión a proteínas de la matriz extracelular (posible 

papel en la translocación) 

Aumenta la supervivencia de las células inmunitarias 

(evasión de la respuesta inmunitaria del hospedador) 

Citolisina (Cyl) Toxina de células eucariotas, lisa las células 

inmunitarias (evasión de la respuesta inmunitaria del 

hospedador) 

Gelatinasa (Gel) Hidroliza péptidos biológicos, p. colágeno y fibrina 

(posible papel en la translocación) 

Hidroliza péptidos antibacterianos (evasión de la 

respuesta inmunitaria del hospedador) 

Proteína de superficie 

enterocócica (Espfs and Espfm) 

Adhesina, favorece la colonización 

Muestra características de MSCRAMM (posible papel 

en la evasión de la respuesta inmune del hospedador) 

Adhesina al colágeno de E. 

faecalis (Ace) o E. 

faecium (Acm) 

Adhesión a proteínas de la matriz extracelular, posible 

papel en la translocación 

Muestra características de MSCRAMM (posible papel 

en la evasión de la respuesta inmune del hospedador) 

Antígeno de endocarditis de E. 

faecalis o E. faecium (EfaAfs y 

EfaAfm) 

Adhesina: juega un papel en la endocarditis 

Hialuronidasa Hidroliza el ácido hialurónico, posible papel en la 

translocación 

Feromona Provoca inflamación, inducE la producción de 

superóxido 

Antígeno secretado por Sag Adhesión a proteínas de la matriz extracelular 

Producción de superóxido y 

peróxido de hidrógeno 

Daño celular/ADN, promueve la colonización 

Cápsula Evasión de la respuesta inmune del hospedador 

Endocarditis y pelos asociados a 

biopelícula (Ebp) 

Adhesión, formación de biopelículas 

Potenciador de biopelículas en 

Enterococcus (Bee) 

Adhesión, formación de biopelículas 

 

 

Desde los primeros inicios de VRE, se ha ido expandiendo por todo el mundo, 

pasando por Australia, hasta Bélgica, Canadá, Italia o España, aumentando la prevalencia 

de casos de VRE en hospitales desde un 0,3% hasta un 7,9% en cuatro años (Cetinkaya 
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et al., 2000). La transmisión de VRE se produce principalmente por contacto directo de 

una persona a otra o por contacto indirecto a través de ambientes, superficies u objetos 

infectados. Eso supone un problema puesto que la bacteremia a causa de VRE tiene peor 

pronóstico que la producida por enterococos susceptibles a vancomicina (Rubinstein & 

Keynan, 2013). Puesto que el tratamiento de VRE es tan complicado y poco exitoso, es 

importante llevar a cabo medidas que permitan evitar el contagio y seguir difundiendo la 

resistencia (Rubinstein & Keynan, 2013) 

1.4. Factores influyentes en la estructura de la comunidad microbiana  

Los microorganismos no viven aislados en sus respectivos ambientes si no que 

forman comunidades de distinto nivel de complejidad con un número variable de 

especies. En estas comunidades se producen multitud de interacciones complejas ya sea 

entre microbios, con células eucariotas de los hospedadores o con su entorno (Dunny 

et al., 2008). Estas interacciones son fundamentales para el establecimiento y prosperidad 

de las poblaciones microbianas en diferentes ambientes u hospedadores, ya que alteran la 

fisiología, expresión génica y supervivencia de las células individuales, pero también 

impactan en la dinámica y funcionalidad de toda la comunidad (Blanchard & Lu, 2015). 

Además, dentro de todas las posibles interacciones, las interacciones bióticas juegan 

papeles muy importantes especialmente manteniendo la biodiversidad y el flujo de 

energía de la comunidad (Zapién-Campos et al., 2015). Por tanto, dada la importancia de 

la composición de la comunidad en su funcionalidad, todas estas interacciones van a ser 

clave para mantener la biodiversidad, estructura y función de la comunidad microbiana 

(Kodera et al., 2022) 

1.4.1. Factores abióticos 

Para que los microorganismos se puedan desarrollar deben interactuar con el 

ambiente (interacciones abióticas), cuyas condiciones físico-químicas pueden ser muy 

variables en función del ambiente del que se trate. Estas fluctuaciones ambientales son 

ubicuas, diversas y modifican el comportamiento, la estructura, la ecología e incluso la 

evolución microbiana (Nguyen et al., 2021). Los factores abióticos que pueden influir en 

la estructuración y diversidad de las comunidades microbianas son muy diferentes en 

función del hábitat de las mismas. En general los factores más influyentes son la salinidad, 

el pH, la temperatura, la actividad del agua, la radiación UV, la latitud, la altitud, la 

cantidad de potasio y carbono, y las sales solubles (Gupta et al., 2017). Aunque también 
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se ha observado que la temperatura media anual o la precipitación media anual, influyen 

en la diversidad y composición de las comunidades microbianas (Zheng et al., 2020).  

La salinidad ha demostrado tener un fuerte impacto en los patrones de distribución 

de las especies, así como es el principal factor determinante de la composición de la 

comunidad microbiana (Lozupone & Knight, 2007). La salinidad afecta negativamente a 

los microorganismos que viven en el suelo ya que la salinización del mismo tiene efectos 

adversos sobre el tamaño y crecimiento de la biomasa microbiana, disminuyendo las 

bacterias del suelo implicadas en el aporte o estabilización de materia orgánica del suelo 

(Zhang et al., 2019). Yuan et al. (2007) observaron que la cantidad de carbono 

proveniente de la biomasa microbiana se correlacionó negativamente con los altos niveles 

de sal en el suelo, apuntando a que suelos afectados por la sal contienen menos biomasa 

microbiana y por tanto perpetuándose las pérdidas de carbono orgánico del suelo salino. 

Además, también se ven afectadas la tasa de respiración y la nitrificación, disminuyendo 

o inhibiéndose completamente en suelos salinos en comparación con no salinos, 

suponiendo una disminución de la actividad microbiana (Wong et al., 2008). Algunos 

estudios sugieren que unos niveles de salinidad que varía de moderados a altos, podrían 

reducir la actividad de enzimas del suelo que regulan varios ciclos de nutrientes y reservas 

de materia orgánica del suelo (Rietz & Haynes, 2003; Wong et al., 2010). Sin embargo, 

aún existen ciertas contradicciones en el estudio del efecto de la salinidad del suelo sobre 

los microorganismos, ya que algunos estudios sugieren que con el aumento de la salinidad 

del suelo aumenta la actividad metabólica y la diversidad de las comunidades microbianas 

(Dong et al., 2022; Yuan et al., 2007). 

En el caso de microorganismos que viven en ambientes acuáticos y sedimentos, 

la salinidad también ejerce un efecto negativo en la diversidad de las comunidades 

microbianas, posiblemente debido a que la acumulación de sal en el agua y los sedimentos 

eleva la osmolaridad extracelular muriendo aquellos microorganismos que no logran 

adaptarse a dicho estrés osmótico y, por tanto, reduciéndose la diversidad (Song et al., 

2022). Aunque se ha observado que los microorganismos sí son capaces de sobrevivir en 

ambientes acuáticos con una salinidad media, siendo incluso superior su diversidad en 

ambientes acuáticos hipersalinos que salinos, viéndose drásticamente reducida la 

diversidad en ambientes saturados en sal (Zhong et al., 2016). Además, se ha observado 

que las arqueas tienen mayor capacidad de crecer y colonizar ambientes hipersalinos en 
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comparación con las bacterias, sugiriendo este hecho que las arqueas pueden soportar un 

estrés energético y salino superior (Oren, 2002). 

El uso de sal es quizás uno de los métodos más antiguos utilizados para la 

conservación y prevención del deterioro de los alimentos. La concentración de la misma 

depende del tipo de alimento, el pH y su contenido en agua, pero normalmente con menos 

del 10% de sal es suficiente. En los quesos la concentración de sal varía entre 0.7-7% 

dependiendo mucho de la variedad de queso (Fox et al., 2017). Además de servir como 

conservante alimenticio, controlando el crecimiento de BAL y previniendo el crecimiento 

de microorganismo patógenos; al ser un determinante importante de la disponibilidad de 

agua, ejerce control sobre la actividad enzimática, los cambios bioquímicos y del sabor y 

aroma durante la maduración del queso (Guinee, 2004). Adicionalmente, el cloruro 

sódico (NaCl) participa en la hidratación proteica y en la modificación de la capacidad de 

retener de agua por parte de la caseína dentro de la matriz del queso y la viscosidad, por 

lo que también influye en la estabilidad y las propiedades texturales de los quesos (El-

Bakry, 2012). 

La mayoría de los quesos suelen salarse en salmuera, generándose un gradiente 

salino desde la corteza hacia el interior. Por tanto, los microorganismos que crecen en la 

corteza deben ser más tolerantes a la sal. Entre estos encontramos los corineformes, 

micrococos y estafilococos, que crecen hasta en un 10-15% de NaCl o Penicillium 

camemberti y Penicillium roqueforti que pueden crecer en presencia de hasta 10% y 20% 

de NaCl respectivamente (Cogan, 2011). Por el contrario, otros microorganismos, como 

Geotrichum candidum, son bastantes sensible a la sal. Su crecimiento se reduce en 

presencia de un 1% de NaCl, inhibiéndose completamente al 6%. Especialmente 

importante la concentración de sal en quesos para untar, al tener estos un pH superior a 

5,7 y una elevada humedad es necesario adicionarle altas concentraciones de NaCl para 

evitar el desarrollo de bacterias patógenas y sus toxinas (Tanaka et al., 1986). En general, 

cuanto mayor sea la concentración de sales, mayor será la seguridad microbiológica de 

los quesos. 

La temperatura ha demostrado ser otro factor que ejerce una fuerte influencia en 

la actividad microbiana, la biomasa y la composición de la comunidad presente en el suelo 

(Cregger et al., 2014). De hecho, el efecto de la temperatura es especialmente relevante 

en los últimos años dado el problema de calentamiento global al que nos enfrentamos. La 

mayoría de los modelos predicen que el flujo neto de CO2 a la atmósfera aumentará, 
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debido a que la descomposición microbiana de la materia orgánica del suelo aumentará a 

la par que aumente la temperatura. Esto provocaría elevadas pérdidas de carbono en el 

suelo y un aumento de las emisiones de CH4 y N2O a la atmosfera (van Groenigen et al., 

2011). 

En los alimentos fermentados la temperatura es también un factor abiótico que 

afecta a las comunidades microbianas aquí presentes. Estos están expuestos a diferentes 

temperaturas desde el momento de la producción hasta el consumo. En concreto, en los 

quesos, la temperatura de maduración del queso debe ejercer dos importantes efectos, por 

un lado, se tiene que ajustar para controlar el crecimiento de bacterias patógenas, pero por 

otro debe promover el desarrollo de la microbiota secundaria y que se produzcan las 

reacciones necesarias para una correcta maduración (Cogan, 2011). De forma general, 

temperaturas más elevadas van a promover el crecimiento de microorganismos 

iniciadores y no iniciadores, pero también crecen microorganismos patógenos. 

Importante a tener en cuenta es cómo afecta la temperatura de almacenamiento 

del queso. Si el queso posee unas características fisicoquímicas que no permitan el 

crecimiento de microorganismos patógenos, lo más adecuado es almacenarlos a una 

temperatura ambiente ya que las tasas de inactivación de microorganismos patógenos son 

mayores; sin embargo, si el queso tiene unas características que permita el crecimiento 

de microorganismos (como puede ser un queso fresco) lo ideal es almacenarlo a bajas 

temperaturas (Possas et al., 2021). 

La disponibilidad de agua es uno de los factores abióticos más influyentes en las 

comunidades microbianas. Los microorganismos presentes en el suelo dependen del agua 

que haya en los mismos, por tanto, se puede decir que el agua es esencial para el ciclo de 

nutrientes. Sin embargo, el contenido de agua es muy variable en el tiempo y espacio, 

influyendo de esta forman en la difusión de solutos y gases (Yan et al., 2015). Al controlar 

la actividad microbiana, el agua se convierte en un factor determinante en las tasas de 

mineralización (Paul et al., 2003) De forma general, un exceso de agua en el suelo 

provoca una difusión limitada del oxígeno reduciéndose la actividad de microorganismos 

aerobios (Yan et al., 2015) pero aumentando la actividad de los anaerobios. Un déficit de 

agua en el suelo reduce en general la actividad y crecimiento de los microbios, 

conllevando una reducción en la mineralización de carbono y nitrógeno y cambiando la 

estructura de la comunidad (Sorensen et al., 2013). 
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El agua es quizás uno principales factores que controlan la tasa de deterioro de los 

alimentos (Erkmen & Bozoglu, 2016). Todos los microorganismos necesitan de agua para 

sobrevivir, siendo importante la disponibilidad de la misma más que la cantidad (Fox 

et al., 2017). La disponibilidad de agua se expresa mediante el concepto de actividad de 

agua (aw), que hace referencia al agua presente en un alimento en forma “libre” y se 

expresa con un valor entre 0-1,0 (Erkmen & Bozoglu, 2016). En los quesos, 

generalmente, su humedad se va reduciendo a medida que avanza la maduración de los 

mismos, siendo más baja en quesos duros que se conservan durante periodos prolongados 

de tiempo, como ocurre con el Parmigiano Reggiano (Fox et al., 2017). En las primeras 

etapas de fabricación del queso, la aw se sitúa en torno a 0.99, permitiendo que crezcan 

favorablemente los cultivos iniciadores. Sin embargo, durante la salazón y maduración la 

aw se reduce, inhibiendo, y, por tanto, controlando, la actividad metabólica y 

multiplicación de los cultivos iniciadores (Beresford et al., 2001). Este descenso en la aw 

también previene el crecimiento de cepas patógenas, como pueden ser C. botulinum 

(Buňková & Buňka, 2017) o L. monocytogenes (Wemmenhove et al., 2018). Además, el 

queso con el avance del tiempo pierde humedad por la evaporación generándose un 

gradiente en la aw siendo más baja en la corteza que en el interior (Cogan, 2011). Este 

gradiente de humedad provoca que cepas patógenas como L. monocytogenes no pueda 

desarrollarse con facilidad en la corteza de quesos de untar o blandos (Lahou & 

Uyttendaele, 2017). 

En el caso de la luz ultravioleta, sus efectos son muy diversos. En las bacterias del 

suelo la radiación UV-B puede dañar el ADN y producir ROS que conllevan una 

inhibición de la actividad microbiana en el suelo y por tanto un cambio en la composición 

de la comunidad bacteriana (Häder et al., 2015). Pero esta luz UV-B solo afecta a los 

microbios que viven en la superficie del suelo debido a su baja capacidad de penetración 

(Johnson, 2003). Las comunidades aquí presentes han desarrollado mecanismos de 

protección frente a este factor como la presencia de pigmentos bacterianos protectores de 

la UV y sistemas efectivos para reparar su ADN (Kumar et al., 2015; Snider et al., 2009). 

Los organismos acuáticos que viven cerca de la superficie del agua, también sufren la 

acción de la luz UV-B, viéndose inhibida la producción y biomasa bacteriana, así como 

la acción de enzimas metabólicamente importantes (Gustavson et al., 2000). Pero, por 

otro lado, la radiación UV-B degrada foto-químicamente compuestos de materia orgánica 

disuelta de mayor peso molecular a moléculas orgánicas más pequeñas y lábiles que 
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estimulan la actividad microbiana (Gustavson et al., 2000). Con respecto a la radiación 

UV-A, hay menos estudios disponibles sobre sus efectos en las bacterias del suelo, pero 

se cree que podría influir en el crecimiento de las plantas (y sus raíces) alterando 

indirectamente la microbiota del suelo (Verdaguer et al., 2017). 

Con respecto al pH, la acidificación de suelos se ha convertido en un fenómeno 

común a nivel mundial, representando los suelos ácidos un 30-50% del total de tierra, 

afectando principalmente al desarrollo sostenible de la agricultura moderna (Kochian 

et al., 2004). Una de las principales causas de la disminución del pH en las tierras 

cultivables es el uso abusivo de fertilizantes nitrogenados que llegan a acidificar entre 10 

y 100 veces más que la lluvia ácida (Guo et al., 2010). Varios estudios han demostrado 

que en suelos con un pH ligeramente ácido (en torno a 5), a pesar de no ser un pH óptimo 

para el crecimiento de microrganismos, la riqueza, diversidad y uniformidad microbiana 

fueron superiores a suelos con pH neutro (en torno a 7), reduciéndose considerablemente 

la diversidad en suelos con pH ácidos (en torno a 4) (Cho et al., 2016; Li et al., 2014). El 

pH también influye en los microorganismos que viven en los océanos. El impacto de la 

acidificación de los mismos sigue generando debate. Aproximadamente un 23% del CO2 

atmosférico que se libera por la acción humana es absorbido por los océanos (Le Quéré 

et al., 2018), acidificándose estos. La acidificación de los océanos influye en la 

supervivencia, crecimiento, fotosíntesis, metabolismo, calcificación y tasa de fijación de 

nitrógeno, afectando en última instancia a los ecosistemas marinos (Pereira, 2020). 

En el caso de los alimentos, generalmente la acidificación de los mismos se ha 

utilizado tradicionalmente como método de conservación. En concreto, en los quesos, es 

necesario un pH ligeramente ácido para que se produzca la coagulación de la leche. Pero 

cambios muy drásticos en el pH influyen en los procesos químicos, bioquímicos y 

microbiológicos que se dan durante su producción influyendo en la calidad del producto 

final (Bansal & Veena, 2022). Por ejemplo, se ha observado que cambios en el pH de la 

matriz del queso afecta al crecimiento de microorganismos, a la actividad enzimática, la 

absorción y difusión de las sales, la correcta expulsión del suero o la distribución del 

calcio (Bansal & Mishra, 2020). La mayoría de las bacterias necesitan un pH neutro para 

un crecimiento óptimo, inhibiéndose el mismo a pH inferior a 5,0. Las BAL, 

principalmente los lactobacilos, tienen un pH óptimo por debajo de 7, pudiendo crecer a 

valores de pH de ~4,0. Las levaduras y mohos crecen a un pH entre 5-7, pero pueden 

crecer a pH muy ácidos (< 3,0). Los corineformes y los micrococos no crecen por debajo 
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de 5,5-6,0 (Hayaloglu, 2016). Por tanto, el pH del queso debe oscilar entre 5,6-6,0 para 

permitir que crezcan la mayoría de los microorganismos, siendo un factor importante en 

el control de crecimiento de los mismos. El pH muy acido inhibe principalmente la 

función de las enzimas respiratorias de los microorganismos interrumpiendo el transporte 

de nutrientes al interior de la célula (Buňková & Buňka, 2017). Pero, a la vez, cuanto más 

bajo es el pH, más eficazmente se inhibe el crecimiento de bacterias patógenas. 

1.4.2. Factores bióticos 

Además del efecto de los factores abióticos sobre el desarrollo de los 

microorganismos, la interacción con otros organismos también tiene gran influencia en 

sus posibilidades de desarrollo. Tradicionalmente, las interacciones que se dan entre 

unidades biológicas (interacciones bióticas) se han clasificado en tres tipos: positivas, 

negativas y neutrales. Si tenemos en cuenta la bidireccionalidad de la interacción, surgen 

las conocidas interacciones mutualistas (+,+), comensalistas (+,0), amensalistas (-,0), 

depredación/parasitismo (+,-) y competencia (-,-) (Faust & Raes, 2012) (Figura I.4). Se 

ha visto que las habilidades de los microbios para interaccionar con las células de su 

entorno y el ambiente se pueden ver reflejadas en los genomas bacterianos de los 

individuos que componen las comunidades, ya que en muchos casos las interacciones 

ocurren a través de la transferencia de información molecular y genética (Stubbendieck 

et al., 2016). De hecho, parte de estas interacciones están basadas en la expresión génica 

que se produce en respuesta a un estímulo, ya sea biótico o abiótico, siendo dichas 

moléculas transferibles entre individuos (Atkinson et al., 2013). Entre las posibles 

interacciones que se pueden suceder encontramos el parasitismo, el mutualismo y el 

comensalismo. El parasitismo es aquella interacción donde un microorganismo vive sobre 

o dentro de otro organismo obteniendo sus nutrientes esenciales a costa de su hospedador, 

es decir un organismo sale beneficiado mientras otro es perjudicado (Drew et al., 2021). 

Hay múltiples maneras en que un parásito daña a su hospedador ya sea invadiendo 

tejidos, produciendo toxinas, o causando daño directo a las células del hospedador. 

Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Mycobacterium, Corynebacterium, 

Nocardia, Prevotella Bacteroides, Actinomyces y Burkholderia son algunos de los 

patógenos más conocidos causantes de enfermedades en humanos (Bartlett et al., 2022).  
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Figura I.4. Interacciones bióticas posibles en comunidades 

microbianas. 

Por otro lado, en la interacción mutualista, ambas partes salen beneficiadas de la 

interacción. Sin embargo, esto no se ha comprobado empíricamente, surgiendo la idea de 

que muchos mutualistas son realmente hospedadores que explotan a los simbiontes, en 

una interacción denominada parasitismo invertido (Mushegian & Ebert, 2016). Además, 

se ha observado que las asociaciones mutualistas pueden ser obligadas o facultativas, 

dependiendo de si los organismos interactuantes sobreviven y mantienen las poblaciones 

en ausencia del otro. Muchas de las relaciones mutualistas obligadas ocurren entre células 

procariotas y sus hospedadores eucariotas. Por ejemplo, las especies del género 

Wolbachia (alfa-proteobacteria) han evolucionado hasta convertirse en mutualistas 

obligados como en el caso de su asociación con la avispa Asobara tabida, ya que la 

ausencia de la bacteria inhibe la oogenesis en la avispa (Aanen & Hoekstra, 2007). En el 

caso del mutualismo facultativo, este es bastante común entre interacciones microbio-

microbio, especialmente cuando se produce intercambio de alimentos o recursos. Un 

ejemplo de esto se produce a nivel de los exudados de las raíces de las plantas, el 

peptidoglicano de la pared celular de Bacillus cereus proporciona el carbono necesario 

para que crezca Flavobacterium y Chryseobacterium, sin que el crecimiento de B. cereus 

se vea alterado (Peterson et al., 2006). Otra interacción mutualista conocida es la 

denominada sintrofia donde ambas especies consiguen beneficios tróficos (Kouzuma 

et al., 2015). Por ejemplo, las interacciones que surgen entre bacterias fermentativas y 

arqueas metanogénicas que, gracias la “transferencia de electrones entre especies (IET 
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del inglés Interspecies Electron Transfer)”, ambas pueden cooperar para transformar 

compuestos orgánicos en metano (Schink, 1997). La formación de biopelículas es quizás 

de las agrupaciones microbianas sintróficas más comunes en la naturaleza. Las 

biopelículas son un grupo de bacterias que se encuentran adheridas a una superficie y 

entre sí, incrustándose en una matriz que producen ellas mismas (Vestby et al., 2020). 

Para la formación de las mismas, las células comienzan a interactuar entre ellas, a través 

de señales bioquímicas e intercambio de material genético, iniciándose la biopelícula ya 

sea adherida a una superficie o sobre las propias células. Poco a poco las células van 

creando una matriz de sustancias poliméricas extracelulares donde se van incrustando 

más células (Donlan & Costerton, 2002), hasta obtener una biopelícula madura. Las 

biopelículas son promotoras de ciclos biogeoquímicos que tienen lugar en el agua, suelo, 

sedimento o subsuelo. Prácticamente todos los organismos superiores estamos 

colonizados por biopelículas pudiendo estar implicadas en múltiples infecciones 

(Flemming & Wuertz, 2019). Además, estas biopelículas también están presentes en el 

material médico e incluso en el agua potable, contaminando ambos ambientes 

(Muhammad et al., 2020). Pero, por otro lado, las biopelículas pueden aplicarse en la 

industria biotecnológica gracias a su capacidad degradación de residuos contaminantes 

en el agua, biocatálisis, filtración de agua o producción de biocombustibles (Maksimova, 

2014).  

Por último, el término comensalismo hace referencia a aquellas relaciones donde 

un organismo se beneficia del otro, mientras que la otra parte no sale beneficiada ni 

perjudicada de la interacción. Se ha postulado que posiblemente no existan relaciones 

puras comensalistas, ya que lo más probable es que uno de los organismos sea beneficioso 

o dañino para el otro dependiendo de la dinámica que se produzca en el nicho donde se 

encuentra la comunidad (Little et al., 2008). Es más, es probable que un organismo sea 

beneficioso o comensal dependiendo de las condiciones. Por ejemplo, se ha descubierto 

que microbios comensales que habitan en el intestino humano participan en funciones 

como la absorción de nutrientes, homeostasis del sistema o desarrollo de la inmunidad 

(Hooper et al., 2002), siendo por tanto beneficiosos para el hospedador. 

Los microorganismos también interactúan antagónicamente ya sea compitiendo 

por un recurso común o depredando a otro organismo competidor (Willey et al., 2008). 

La depredación se ha postulado como una interacción que afecta fuertemente a la riqueza 

y uniformidad de especies microbianas (Zhang et al., 2007). Un ejemplo de ello es la 
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depredación de bacterias del suelo por parte de protozoos, que no solo limita el tamaño 

de la población bacteriana si no que afecta a la composición y estructura de la comunidad 

de la misma (Murase et al., 2006).  

Al igual que en organismos superiores, la competencia por conseguir nutrientes o 

espacio juega un papel importante dando forma a las interacciones microbianas (Little 

et al., 2008). Se han encontrado dos tipos de competencia, la explotadora y por 

interferencia. La competencia explotadora implica el consumo de un recurso limitante por 

parte de una cepa a través de una mayor absorción de nutrientes (Ghoul & Mitri, 2016). 

Por ejemplo S. cerevisiae puede cambiar metabólicamente de fermentación a respiración 

cuando hay presencia de oxígeno, generando altas tasas de crecimiento, pero con poco 

rendimiento. Esto les permite consumir más rápidamente los nutrientes en comparación 

a sus competidores (MacLean & Gudelj, 2006). También se puede dar el caso en el que 

la cepa no consuma directamente los nutrientes si no que secreten moléculas que degraden 

o consuman dichos nutrientes. Sin embargo, la producción de dichas moléculas es costosa 

y al secretarse al exterior de la célula benefician al resto de organismos de la comunidad, 

por tanto, puede dar lugar a una estrategia de trampa o engaño que consiste en la 

explotación de productos secretados por otros sin tener los costos asociados a la 

producción de los mismos. Entre los sistemas que involucran la interacción cooperación-

trampas encontramos la producción de sideróforos quelantes de hierro y el quorum 

sensing (QS) (Diggle et al., 2007). Además de por los nutrientes las cepas también 

compiten por el espacio posicionándose en nichos “privilegiados” y evitando la 

colonización por otras cepas (Kim et al., 2014). Esto se produce gracias a la producción 

de moléculas que afectan la estructura espacial y/o la motilidad microbiana (Bauer et al., 

2018). Para ello las cepas contienen una gran variedad de moléculas como ramnolípidos, 

que permite a las células alcanzar nuevas áreas (An et al., 2006); adhesinas, mediante las 

cuales se adhieren a superficies evitando que los invasores las desplacen, o por ejemplo 

la secreción de polisacáridos extracelulares (Schluter et al., 2015). 

Por otro lado, en la competencia por interferencia los organismos interaccionan a 

través de rasgos antagónicos como la producción de compuestos tóxicos, el crecimiento 

excesivo o el comportamiento agresivo (Gorter et al., 2021). De esta forma inhiben el 

crecimiento de los competidores y por tanto suponen una ventaja competitiva a los 

productores (Gorter et al., 2021). Son múltiples y muy diversos los compuestos tóxicos 

implicados en la presente competencia, destacamos la producción de bacteriocinas como 
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mecanismo de competencia por interferencia (descritas posteriormente) (Riley & Gordon, 

1999). Otros mecanismos de esta competencia son aquellos mediados por sistemas de 

secreción tipo VI (T6SS del inglés Type VI Secretion System), utilizados por las células 

para inyectar toxinas y otras moléculas a células vecinas con el objetivo de lisarlas 

(Russell et al., 2014), La intensidad de la competencia por los recursos puede influir en 

los costos relativos a la producción de compuesto tóxicos. Cuando no hay competencia 

por los recursos porque no hay competidores, no hay ventaja en desarrollar un rasgo 

antagónico, por tanto, los genotipos que no desarrollan un rasgo antagónico deberían 

obetener beneficios de aptitud física y el antagonismo debería disminuir constantemente 

con el tiempo (Riley, 2011). En presencia de competidores, el grado de antagonismo que 

se desarrolla puede depender de la medida en que los productores y los competidores se 

superponen en varios aspectos de la ecología relacionada con la competencia, como el 

uso de recursos. En general, un alto grado de superposición de recursos, por ejemplo, 

puede conducir a una mayor confrontación a medida que la eliminación de competidores 

libera recursos adicionales. Por lo tanto, se espera que los niveles más bajos de 

superposición de recursos conduzcan a la evolución de una confrontación reducida, ya 

que los costos de producir características contradictorias no se compensan con los 

beneficios de la disponibilidad de recursos adicionales (Doekes et al., 2019). A pesar de 

que, en un principio, los péptidos producidos en estas relaciones antagonistas se creía que 

su única función era antimicrobiana, se ha puesto de manifiesto que pueden tener 

funciones no relacionadas con la actividad frente a otros microorganismos (Maqueda 

et al., 2008). 

Más recientemente está surgiendo un interés por estudiar cómo estas interacciones 

microbianas pueden llegar a influir en la estructura de la comunidad. De hecho, son 

múltiples los experimentos llevados a cabo en los cuales se implementan dichas 

interacciones y se estudia cómo afectan a la dinámica de la población y la estructura 

espacial de la misma (Balagaddé et al., 2008; Basu et al., 2005; C. Liu et al., 2011).  

Uno de los últimos trabajos que estudia el efecto de las interacciones en las 

comunidades de bacterias es el de Blanchar y Lu (2015). Estos pudieron determinar que 

comunidades donde se dan interacciones comensales, amensales y parasitarias la especie 

que se beneficia de la interacción tienden a dominar la población mientras que la especie 

perjudicada queda reducida a una minoría pudiendo llegar a extinguirse. Sin embargo, en 

comunidades con interacciones mutualistas, neutralistas y competidoras las abundancias 
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de ambas especies se mantienen iguales, cambiándose por el contrario la homogeneidad 

espacial. En comunidades mutualistas se determinó mayor grado de homogeneidad y 

robustez, mientras que en comunidades competidoras las especies se segregaron y 

fluctuaron, sugiriendo la existencia de una correlación fuerte entre la población y el tipo 

de interacción social (Blanchard & Lu, 2015). Además, aquellas interacciones 

perjudiciales como el amensalismo y competencia presentan una disminución fuerte de 

los linajes sobrevivientes y una expansión de la colonia irregular, sin embargo, en 

comunidades con interacciones beneficiosas (comensalismo y mutualismo), los linajes 

presentan mejoría y la expansión colonial es más suave. Quizás la competencia sea una 

de las interacciones que más influye en las comunidades microbianas. Ghoul y Mitri 

(2016) observaron que las interacciones competitivas generalmente reducen la diversidad, 

pero aumenta la estabilidad en las poblaciones a escala local. Además, estos mismos 

autores propusieron que a la larga las cepas de poblaciones competitivas pueden coexistir 

en el mismo nicho, pero manteniendo una relación de explotación. Un ejemplo de esto 

sería la dinámica piedra-papel-tijera (descrito posteriormente) que se produce en 

poblaciones productoras de sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas (Narisawa 

et al., 2008).  

Actualmente, gracias al análisis de las interacciones microbianas se ha podido 

identificar taxones clave de una comunidad, así como se ha observado que el impacto de 

los microbios no se relaciona directamente con su abundancia en la comunidad, 

destacando aún más la importancia de los taxones raros (Shade et al., 2014). Además, el 

estudio de los individuos y sus interacciones, nos permite conocer los roles, tanto directos 

como indirectos, de miembros específicos de estas comunidades, predecir la respuesta de 

la comunidad a perturbaciones del ambiente y en un futuro, diseñar comunidades 

microbianas complejas para nuestro propio beneficio (Kodera et al., 2022). 

1.5. Bacteriocinas 

Los procesos de interferencia microbiana no específicos ocurren en todos los 

ecosistemas microbianos, incluidos los alimentos. Entre estos mecanismos se incluyen 

competencia por nutrientes, creación de ambientes inhóspitos o competencia por sitios de 

reclutamiento o colonización. Pero también existen relaciones amensalistas provocadas 

por la producción de sustancias antagónicas como ácidos orgánicos, peróxido de 

hidrógeno, dióxido de carbono o bacteriocinas (Arqués et al., 2015; Silva et al., 2018). 
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Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente y 

producidos por bacterias cuyo fin es matar o inhibir el crecimiento de otras bacterias 

estrechamente relacionadas (Camargo Peralta et al., 2009). La mayoría de las 

bacteriocinas son catiónicas y normalmente anfipáticas. Esto se relaciona con su modo de 

actuación ya que la mayoría de bacteriocinas actúan mediante acumulación o inserción 

en la membrana de la célula diana, causando una mayor permeabilidad en la membrana 

de la célula que es atacada, así como una pérdida de la función de barrera de dicha 

membrana (Sánchez Hidalgo et al., 2011). 

El hecho de que casi todos los procariotas produzcan algún tipo de bacteriocina 

hace replantearse el papel que tienen estas a nivel de población o comunidad microbiana. 

Aun así, su función ecológica es aún desconocida. Estas podrían otorgar una ventaja 

ecológica al organismo productor sobre sus competidores más cercanos (Heng et al., 

2007); funcionar como péptidos colonizadores facilitando la invasión de nichos ajenos y 

a su vez permitir defenderse de la invasión por parte de otras especies (Majeed et al., 

2011); o actuar como péptidos de señalización, ya sea señalizando a otras bacterias a 

través de la detección de quórum, comunicándose dentro de comunidades microbianas o 

con las células del sistema inmunitario del hospedador (Dobson et al., 2012). 

Tradicionalmente se ha considerado que las bacteriocinas son un mecanismo 

utilizado para conseguir acceso a nutrientes (competencia por interferencia), sin embargo, 

se ha visto que hay mayor producción de bacteriocinas en ambientes ricos en nutrientes 

siendo los organismos productores prácticamente incompetentes en ambientes pobres en 

nutrientes (Heng et al., 2007; Majeed et al., 2011). Uno de los últimos papeles propuesto 

para las bacteriocinas sigue la hipótesis de “detección de competencia”, que postula que 

las bacterias tienen la capacidad de detectar y responder a la competencia (LeRoux et al., 

2015). De hecho, la producción de bacteriocinas se ha visto que viene desencadenado por 

factores estresantes como limitación de nutrientes, la competencia o el daño celular. 

Existen gran variedad de estudios y modelos teóricos y empíricos que aportan 

información sobre la dinámica de población de bacterias productoras y del rol de las 

bacteriocinas en las comunidades (Chao & Levin, 1981; Frank, 1994; Levin et al., 1988). 

Casi todos estos estudios están centrados en las bacteriocinas producidas por la cepa E. 

coli, las colicinas. Aun así, estos modelos tienen ciertas limitaciones al no poder tener en 

cuenta el entorno natural donde se producen las interacciones o no conocer la expresión 

real de los genes identificados (Bauer et al., 2018). 
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En comunidades bacterianas más simples que implican únicamente dos cepas, la 

productora de bacteriocinas y las sensibles a dicha bacteriocina, Chao y Levin (1981) 

pusieron de manifiesto que las pequeñas poblaciones de bacterias productoras de 

colicinas crecían mejor en ambientes estructurados (donde las células son sésiles y las 

interacciones son locales) invadiendo las cepas productoras a las sensibles a la 

bacteriocina; mientras que en ambientes desestructurados (como un medio de cultivo 

líquido, donde hay mayor masa bacteriana), se necesitaba mayor número de productores 

para mayor tasa de mortalidad de las bacterias sensibles. Esto es debido a que la 

producción de bacteriocina supone un coste energético para la cepa productora, además 

en ambientes desestructurados, el beneficio de la muerte de cepas sensibles se reparte al 

azar, traduciéndose ambas premisas en menor tasa de crecimiento y finalmente extinción 

de productoras (Riley & Wertz, 2002). Mientras que en ambientes estructurados los 

productores crecen en colonias separadas, la toxina difunde hacia las cepas sensibles 

vecinas estando a su disposición todos los recursos, restos y espacio de otras bacterias 

muertas y por tanto su tasa de crecimiento es mayor (Riley, 2011). Sin embargo, en 

ambientes más realistas, lo normal es que se encuentren más de dos especies en un mismo 

espacio. 

En la dinámica de comunidades de tres cepas, además de las cepas productoras y 

sensibles, se incorpora una tercera cepa, en este caso resistente a la toxina. Dicha 

resistencia tiene su origen en mutaciones que sufren las células sensibles haciéndolas 

resistentes a la bacteriocina (Kerr et al., 2002). Cabe resaltar el hecho de que la resistencia 

a la toxina conlleva un coste metabólico, pero no tan alto como la producción y secreción 

de la toxina (Neumann & Schuster, 2007). Al incorporarse esta tercera cepa las 

interacciones entre cepas que se producen recuerdan al clásico juego de niños de “piedra-

papel y tijeras” (Riley & Wertz, 2002) (Figura I.5). Ya que tal y como ocurre en el juego, 

aquí se presenta una estructura cíclica en la que las cepas productoras de la toxina pueden 

invadir a las cepas sensibles a la toxina, las cuales se han envenenado con ésta. A su vez, 

las cepas productoras de la toxina pueden ser invadidas por las resistentes a la toxina 

puesto que estas últimas no requieren de tanto gasto metabólico. Pero, las cepas 

resistentes a la toxina pueden ser invadidas por las sensibles a la toxina ya que estas 

últimas no tienen los gastos requeridos para desarrollar la resistencia a la toxina 

(Neumann & Schuster, 2007).  
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En ambientes no estructurados y semiestructurados, las cepas resistentes suelen 

desplazar a las otras dos cepas, mientras que, en ambientes estructurados, se consigue casi 

un equilibrio coexistiendo, las tres cepas, con abundancias parecidas (Kerr et al., 2002; 

Riley, 2011). 

Si además se complica el ambiente añadiéndose una segunda cepa productora de 

bacteriocinas, ambas cepas se inducen mutuamente de manera cruzada, sobreviviendo 

aquella que es superior numéricamente (Majeed et al., 2013). Esto permite que la cepa 

residente de un ambiente concreto pueda protegerse frente a una invasora 

bacteriocinógena, mientras que, si ambas cepas están ocupando el mismo nicho, se 

excluyen mutuamente coexistiendo ambas (Majeed et al., 2011). Aunque más 

recientemente el estudio de Ghazaryan et al., (2019) ha demostrado que la cepa 

bacteriocinógena más potente, cuya tasa de producción de bacteriocina es más elevada, 

independientemente de su frecuencia en la población inicial o entorno en el que se 

encuentre, desplazará a cepas sensibles y/o bacteriocinogénas cuya tasa de producción 

sea menor. 

 

 

Figura I.5. “Piedra, papel o tijeras” juego de dinámica de competencia en 

comunidades de tres cepas.  Adaptado de Hibbing et al., (2010). 

Es frecuente que las bacterias Gram negativas produzcan bacteriocinas, de hecho, 

las primeras bacteriocinas en caracterizarse fueron las colicinas producidas por E. coli 

(Gratia, 1925); y posteriormente las microcinas, producidas por los miembros de la 

familia Enterobacteriaceae (Baquero & Moreno, 1984). Aunque en los últimos años las 

bacteriocinas más estudiadas son las producidas por las BAL. Estas despiertan gran 

interés en la industria alimentaria ya que, se consideran buenos conservantes de 
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alimentos. Su uso como conservante alimenticio permite que se alargue la vida útil del 

alimento, existe menos riesgo de transmisión de bacterias patógenas y no es necesario 

añadir conservantes químicos, entre otros beneficios (Florou-Paneri et al., 2013). Por 

ejemplo, el uso de la enterocina AS-48 inactiva las células de L. monocytogenes y 

Staphylococcus aureus presentes en la fruta y salsas (Montalbán-López et al., 2011). O la 

bovicina HC5 elimina las esporas de Alicyclobacillus acidoterrestris y Geobacillus 

stearothermophilus ambas causantes del deterioro de jugos ácidos pasteurizados, y de la 

leche de coco respectivamente (Zimina et al., 2020). 

Además de su papel en la conservación de alimentos, las bacteriocinas producidas 

por BAL se ha visto que son útiles en la cría de animales, controlando el crecimiento 

excesivo de bacterias potencialmente patógenas. Por ejemplo, se ha observado que la 

plantaricina (aislada de Lactobacillus plantarum F1) es una viable alternativa al uso de 

antibióticos contra la colibacilosis en pollos de engorde (Ogunbanwet al., 2017). Y es 

habitual el uso de bacteriocinas o bacterias productoras de las mismas como aditivos en 

piensos y agua (Boone et al., 2018). 

Quizás uno de los papeles más importantes de las bacteriocinas está relacionado 

con la salud humana. Durante mucho tiempo se han utilizado cepas no patógenas y no 

tóxicas como probióticos, que además promueven la salud del hospedador (Garvey & 

Rowan, 2019). Los probióticos producen muchas sustancias antibacterianas, como las 

bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de patógenos intestinales reduciendo el número 

de los mismos y pudiendo cambiar la composición de la microbiota intestinal (Ge et al., 

2019).  

Actualmente, las bacteriocinas se han postulado como una viable alternativa a los 

antibióticos, ya que su estrecho espectro de acción convierte a las bacteriocinas en 

compuestos antibacterianos muy específicos. Esto abre la puerta a más disponibilidad de 

medicamentos diversos y permite alargar la vida útil de los antibióticos ya existentes. 

Además, se ha encontrado que las bacteriocinas pueden actuar como agentes terapéuticos, 

sustancias antivirales alternativas e incluso como posibles agentes anticancerígenos 

(Drider et al., 2016). 

1.5.1. Clases de bacteriocinas producidas por las BAL 

Son tantas y tan variadas las bacteriocinas producidas por BAL que se han 

intentado clasificar en múltiples ocasiones en base a distintos criterios. Una de las 
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primeras clasificaciones fue dada por Klaenhammer (1993), que clasificaba a las 

bacteriocinas en cuatro clases principales, en base a su estructura y mecanismo de acción.  

Una de las clasificaciones más recientes, completas y válida para incluir otros 

componentes conocidos de origen microbiano es la propuesta por Alvarez-Siero et al 

(2016).  

En este caso dividen a las bacteriocinas en 3 clases (Figura I.6):  

i. Clase I. Péptidos pequeños modificados postraduccionalmente (RiPPs) (menores 

de 10 KDa) 

Dentro de esta clase encontramos aquellos péptidos que sufren algún tipo de 

modificación enzimática durante su biosíntesis, surgiendo moléculas con aminoácidos y 

estructuras que influyen en sus propiedades. Estos contienen un péptido líder que sirve 

para el reconocimiento de enzimas, transporte y mantenimiento del péptido inactivo. Las 

bacteriocinas englobadas en la Clase I se dividen en 6 subclases: Lantipéptidos (Ia), 

péptidos circularizados (Ib), sactibioticos, (Ic), péptidos que contienen azol lineal (Id), 

glicocinas (Ie) y péptidos lazo (If).  

Con respecto a los lantipéptidos, estos están subdivididos a su vez en 4 subtipos, 

siendo los subtipos I y II los únicos que se consideran lantibióticos y tienen actividad 

antimicrobiana. La nisina, producida por Lactococcus lactis, es quizás el lantibiótico (tipo 

I) mejor estudiado, y es una de las dos bacteriocinas aprobadas como conservante 

alimenticio, junto con la pediocina PA-1 (Silva et al., 2018). Su actividad antimicrobiana 

reside en su capacidad de desplazar el lípido II de su ubicación natural, insertándose 

posteriormente en la membrana generando un poro en la misma (Lubelski et al., 2008). 

En el caso de los péptidos circularizados, adquieren esta disposición espacial 

gracias a la unión mediante enlace peptídico de los extremos amino y carboxilo 

terminales. Además, todos contienen únicamente segmentos alfa helicoidales y comparte 

estructuralmente un plegamiento tipo saposina (Montalbán-López et al., 2012). Dentro de 

los péptidos circulares destacamos la bacteriocina AS-48 producida por Enterococcus 

faecalis, descrita inicialmente como un antibiótico con amplio espectro antibacteriano 

(Gálvez et al., 1986), aunque, actualmente, se ha convertido en una viable alternativa a 

los antibióticos en su papel como conservante alimenticio (Grande Burgos et al., 2014). 

Su modo de acción consiste en la formación de dímeros en solución acuosa que, 
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posteriormente, impulsados electroestáticamente se reorganizan a nivel de la membrana 

plasmática culminando en su inserción en la bicapa lipídica (Cebrián et al., 2015). 

La estreptolisina, la Glycocina F o la microcina J25 son algunos representantes de 

las subclases de péptidos que contienen azol lineal (de sus siglas en inglés LAPs), 

glicocinas y péptidos lazo respectivamente (Alvarez-Sieiro et al., 2016). 

ii. Clase II. Bacteriocinas no modificadas menores de 10 kDa 

En esta clase se agrupan bacteriocinas que no sufren modificaciones, por tanto, no 

necesitan enzimas que participen en la maduración. Este grupo está compuesto por 4 

subgrupos: bacteriocinas similares a la pediocina (clase IIa), bacteriocinas de dos péptidos 

(clase IIb), bacteriocinas sin péptido líder (clase IIc) y bacteriocinas de un solo péptido 

no similares a las pediocinas (clase IId).  

Algunas bacteriocinas pertenecientes a esta clase son la pediocina PA-1, similar a 

pediocina, ampliamente distribuida y muy bien estudiada. Su mecanismo de acción 

conlleva la unión a receptores del sistema de manosa fosfotransferasa transportadora de 

azúcar (Man-PTS), posteriormente se inserta en la membrana citoplasmática y termina 

formando un poro en la misma (Alvarez-Sieiro et al., 2016). La lactococina G producida 

por L. lactis y perteneciente a la clase IIb, requiere de la presencia de ambos péptidos que 

la componen para funcionar correctamente (Nissen-Meyer et al., 2010). Su modo de 

acción se basa en la formación de una estructura hélice-hélice que penetra en la 

membrana, interaccionando con receptores de la misma y formando poros que provocan 

una permeabilización de la membrana (Rogne et al., 2008). 

Una de las bacteriocinas sin péptido líder mejor estudiadas y caracterizadas es la 

L50 producida por Enterococcus faecium muy común entre los enterococos (Ogaki et al., 

2016). Estas bacteriocinas no necesitan una molécula receptora para llevar a cabo su 

acción antimicrobiana. Su mecanismo de acción consiste en la apertura de un gran poro 

en la membrana gracias a interacciones electroestáticas entre la carga positiva de las 

bacteriocinas y las negativas de la membrana, provocando una salida masiva de 

componentes celulares (Perez et al., 2018). Por último, las bacteriocinas lactococcin 972, 

lactococcin A, y enterocin B son representantes de la clase IId. En este caso son múltiples 

sus mecanismos de acción pudiendo interaccionar con los receptores tipo Man-PTS o con 

el lípido II de memebrana (Alvarez-Sieiro et al., 2016). 
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Figura I.6. Clasificación de las bacteriocinas producidas por BAL. Adaptado de Alvarez-Sieiro et al., 

(2016). 

iii. Clase III. Bacteriocinas no modificadas mayores de 10 kDa 

Estas bacteriocinas no presentan modificaciones, tienen gran peso molecular, son 

termolábiles y están compuestas por diferentes dominios. Están subdivididas a su vez en 

bacteriolisinas, como la enterolisina A (Nilsen et al., 2003), la zoocina A (Simmonds 

et al., 1996) y la Millericin B (Beukes et al., 2000) que actúan escindiendo los enlaces del 
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peptidoglicano de la pared celular de la célula diana; y las bacteriocinas no líticas como 

las disgalacticina (Heng et al., 2006) o la caseicina (Müller & Radler, 1993), cuyo 

mecanismo de acción no siempre va asociado a una lisis celular. 

1.5.2. Genética de la biosíntesis de bacteriocinas 

La producción de bacteriocinas varía en función de la cepa bacteriana y de las 

condiciones del entorno. Generalmente las bacteriocinas se sintetizan inactivas sufriendo 

posteriores modificaciones que permiten su activación (Mokoena, 2017). Para que una 

bacteriocina se produzca es necesario que se expresen un grupo de genes. Estos 

determinantes genéticos de bacteriocinas se agrupan en operones, que pueden estar 

situados en el cromosoma bacteriano, como en el caso de la mesenterocina de 

Leuconostoc mesenteroides (Osmanagaoglu & Kiran, 2011), en plásmidos, como en la 

enterocina AS-48 (Martínez-Bueno et al., 1998), o en elementos trasponibles conjugativos, 

como en el caso de la nisina (Dimov et al., 2005; Kumariya et al., 2019). El hecho de que 

muchos de los operones se localicen en plásmidos puede facilitar la propagación de 

bacteriocinas intra e interespecifica entre las BAL (Dimov et al., 2005). 

En el caso de bacterias productoras de múltiples bacteriocinas, los cluster 

genéticos pueden localizarse en el mismo plásmido como ocurre en cepas de 

Ligilactobacillus salivarius donde se ha encontrado un megaplásmido que porta los 

clusters de genes involucrados en la biosíntesis de diferentes bacteriocinas homólogas a 

la salivaricina (O’Shea et al., 2011); en el cromosoma, como las bacteriocinas NKR-5-3 

A, C, D y Z de E. faecium NKR-5-3 (Ishibashi et al., 2014); o en el cromosoma y en el 

plásmido, como la Sakacin X y Sakacin P producidas por Latilactobacillus sakei 5 

(Vaughan et al., 2003). 

Los genes de los operones, de forma general codifican una preforma de la 

bacteriocina que contiene una secuencia líder en el extremo N-terminal que permite que 

la bacteriocina no se active mientras esté en la célula productora y funciona como señal 

de reconocimiento para el sistema transportador (Nes et al., 1996). Los operones donde 

se encuentran los genes responsables de bacteriocinas son inducibles, pero necesitan de 

una excreción y acumulación extracelular de péptidos autoinductores para que se 

produzca la inducción (Kumariya et al., 2019). Existen operones muy sencillos con 

únicamente dos genes, el gen estructural y el gen que codifica para una proteína que 
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confiere inmunidad a su propia bacteriocina. Se pueden encontrar otros operones más 

complejos, como los de las bacteriocinas circulares que contienen genes superpuestos. 

Pero de forma general los clusters contienen (Cintas et al., 2001; Dimov et al., 2005): 

i) Gen estructural que codifica para una preprobacteriocina. 

ii) Gen encargado de codificar para la proteína de inmunidad. 

iii) Genes encargados del transporte y secreción de la bacteriocina, 

normalmente relacionados con transportadores de tipo ABC. 

iv) Genes relacionados con la maduración y procesamiento de la bacteriocina. 

 

Los genes estructurales generalmente codifican para una preprobacteriocina 

inactiva que contienen un extremo N-terminal donde se pueden encontrar secuencias líder 

de tipo “doble glicina” (Gly-Gly) (Cotter et al., 2005), del tipo FNLDV (o nisina) (Nes & 

Johnsborg, 2004) o péptidos señales, que permiten el reconocimiento y procesamiendo 

de la preprobacteriocina por parte de los transportadores tipo ABC o sistemas Sec. Los 

genes implicados en la modificación y exportación normalmente están ubicados cerca del 

gen estructural de la bacteriocina. En función del tipo de bacteriocina, la modificación y 

la exportación puede variar (Kumariya et al., 2019). Algunas bacteriocinas similares a la 

pediocina, por ejemplo, contienen una secuencia líder formada entre 15 - 30 residuos y 

un motivo doble de glicina. Esta secuencia es reconocida por el por el extremo N-terminal 

de un transportador ABC, provocando la hidrólisis de ATP en el extremo C-terminal del 

transportador, produciéndose un cambio conformacional del mismo, dando lugar a la 

escisión del péptido líder por la doble glicina y la traslocación de la proteína madura al 

exterior celular (Ennahar et al., 2000). Todo este proceso puede estar ayudado por 

proteínas accesorias implicadas en la secreción o en la inmunidad frente a la bacteriocina. 

En otras bacteriocinas de la misma clase la exportación se produce por un sistema de 

translocación dependiente de secuencia (Cui et al., 2012). En el caso de bacteriocinas 

circulares, es necesario su circularización antes de exportarla al exterior. Dicho proceso 

está mediado por un complejo proteico localizado en la membrana que también participa 

en la exportación de la misma (van Belkum et al., 2011). En las proteínas sin péptido líder 

aún no se conoce bien el mecanismo de biosíntesis, aunque se ha encontrado que 

comparten un residuo de metionina formilado en su extremo N-terminal que necesita de 

más estudio (Zhang et al., 2022b). Además, se ha observado que estas bacteriocinas se 

activan inmediatamente después de su traducción, así como la regulación de la mayoría 
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de estas bacteriocinas está relacionada con estímulos ambientales, como en el caso de las 

enterocinas L50, enterocina P y enterocina Q producidas todas ellas por E. faecium L50 

a diferentes temperaturas (Criado et al., 2006).  

Varios estudios han demostrado que la naturaleza y composición del medio de 

cultivo puede afectar a la capacidad de producción de bacteriocinas por parte de las cepas. 

Medios enriquecidos en carbono, nitrógeno, extracto de levadura o proteínas favorecen 

el crecimiento y producción de bacteriocinas (Yang et al., 2018). Otros factores que 

afectan a la producción son el pH y la temperatura. Por ejemplo, en algunos lactobacilos, 

un pH inicial del medio en torno a 5-7 induce una mayor producción de bacteriocina 

(Elayaraja et al., 2014; Mahrous et al., 2013), viéndose inhibida la misma a pH inferior a 

4 (Abbasiliasi et al., 2011). Además, la temperatura donde se encuentra mayor producción 

está estrechamente relacionada con la temperatura óptima de crecimiento, como en el 

caso de las amilovorins 1471, lactocina S, lactocina A o la nisina Z (Todorov & Dicks, 

2006). 

En algunos casos la producción de bacteriocinas está mediada por QS, es decir se 

produce la bacteriocina en caso de que haya un elevado número de células en el medio. 

De hecho, producir bacteriocinas mediante QS cuando hay elevadas densidades celulares 

se ha observado que no solo aumenta la eficacia de la bacteriocina, sino que además estas 

afectan a cepas sensibles más rápidamente, los beneficios de matar a los competidores 

podrían ser mayores y es más probable que se liberen más recursos que pueden 

compartirse con sus clones (Maldonado-Barragán & West, 2020). De forma general este 

sistema está compuesto por un péptido autoinductor, una histidina kinasa (HK) que sirve 

para captar las señales, y un módulo o regulador de respuesta (RR) que activa la expresión 

génica (Czárán & Hoekstra, 2007). Estos dos últimos forman un sistema regulador de dos 

componentes. Cabe indicar que los genes que codifican para estos componentes pueden 

ubicarse en un operón independiente o formar parte del mismo operón donde se encuentra 

el gen estructural y de transporte. La producción de la bacteriocina se da solo si hay una 

concentración suficiente de péptido autoinductor en el espacio extracelular, culminando 

en una elevada producción de bacteriocinas durante un periodo determinado. En algunos 

casos la producción de bacteriocinas puede estar regulada por dos RR como en el caso de 

la plantaricina producida por Lpb. plantarum C11, denominados PlnC y PlnD (Straume 

et al., 2007). En este caso, los genes de estos RR se ubican en el mismo operón que los 

genes codificantes de la HK y del péptido autoinductor y adyacentes al resto de genes 
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responsables de la producción de la bacteriocina. El péptido inductor puede ser producido 

por la propia cepa productora de bacteriocinas. Este péptido puede estar codificado por 

un gen específico o puede tratarse de la propia bacteriocina (Dimov et al., 2005). Por 

ejemplo, la producción de la sakacina P por Lacticaseibacillus sakei LTH673 se produce 

gracias a la unión de una feromona (IP-673) codificada por el gen sppIP que se 

cotranscribe con los genes de la HK y del RR. Por otro lado, las bacteriocinas pentocina 

MQ1, la nisina o la subtilina actúan como péptidos autoinductores. Estas bacteriocinas a 

elevadas concentraciones se une a su HK y la activan, fosforilando la misma al RR y 

produciéndose una mayor producción de las bacteriocinas (Dobson et al., 2012; 

Kleerebezem, 2004; Wayah & Philip, 2018).  

1.5.3. Determinantes de inmunidad frente a bacteriocinas 

Las cepas productoras de bacteriocinas deben contener mecanismos para evitar 

que sus propias bacteriocinas las maten, para ello es común que expresen una o varias 

proteínas de inmunidad específicas. Estas proteínas podrían funcionar mediante la 

interacción directa con la bacteriocina, evitado la formación de poros, o podría unirse al 

receptor de membrana y bloquear la unión de la bacteriocina con el mismo (Drider et al., 

2006). Normalmente los genes relacionados con la inmunidad se localizan justo al lado y 

en la misma orientación que el gen estructural, como en el caso de las proteínas similares 

a la pediocina, cuyos genes estructurales se ubican en un pequeño operón junto con los 

genes de inmunidad (Mokoena, 2017). No obstante, existen algunas excepciones como 

en el caso de los genes estructurales de las bacteriocinas LsbB de L. lactis BGM1 (Gajic 

et al., 2003) o EntB de E. faecium BFE 900 (Franz et al., 1999) cuyos genes de inmunidad, 

aunque sí están próximos al gen estructural, se encuentran en orientación contraria al 

mismo. En el caso de la mundicitina KS producida por E.mundtii NFRI 7393 (Kawamoto 

et al., 2002), entre el gen de inmunidad y el estructural se encuentra el gen del transporte. 

O en proteínas circulares generalmente sus genes de inmunidad suelen estar ubicados en 

diferentes operones a los del gen estructural (Zhang et al., 2022b). En algunos casos, el 

éxito de la función protectora se debe a la coexistencia con transportadores ABC, siendo 

la proteína la responsable de la unión a la bacteriocina y el transportador el encargado de 

expulsarla hacia el exterior (Smits et al., 2020; Stein et al., 2003).  
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 Proteínas inmunitarias 

De forma general se tiene poco conocimiento sobre cómo realmente las proteínas 

de inmunidad confieren dicha protección a las cepas productoras. Probablemente dentro 

de las bacteriocinas pertenecientes a la clase II es donde más y mejor descritas están las 

proteínas de inmunidad. La mayoría de ellas comparten ciertas características como 

pequeño tamaño molecular, elevado punto isoeléctrico (pI) o segmentos hidrofóbicos que 

indican la posibilidad de insertarse en las membranas citoplasmáticas (Diep et al., 2007; 

Nes et al., 2011). En las bacteriocinas similares a las pediocinas, sus proteínas 

inmunitarias se han clasificado en tres subgrupos (A, B y C) según la similitud de la 

secuencia aminoacídica (Fimland et al., 2002). Todas ellas comparten en común un haz 

de cuatro hélices antiparalelo en la región N-terminal con una cola C-terminal flexible 

(Zhu et al., 2022). Numerosos trabajos han resuelto las estructuras de este tipo de 

proteínas, como en el caso de EntA-im (grupo A) que confiere inmunidad frente a la 

enterocina A (Johnsen et al., 2005), PisI (grupo B) que protege frente a la piscicolina-126 

(Martin-Visscher et al., 2008) o ImB2 (grupo C) que confiere protección frente a la 

carnobacteriocina B2 (Sprules et al., 2004). Estas proteínas comparten un haz de cuatro 

hélices torcido a la izquierda antiparalelo en el extremo N-terminal, una región C-terminal 

más rígida, un parche cargado positivamente que varía en su localización, pero se 

encuentra conservado en las tres clases y una región cargada negativamente ubicada en 

zonas muy similares, cuya función es desconocida (Figura I.7). Normalmente las 

proteínas inmunitarias de las bacteriocinas similares a las pediocinas están localizadas 

intracelularmente por lo que deben formar un complejo ternario, que involucra a la 

bacteriocina, la proteína inmune y el sistema manosa PTS (Diep et al., 2007), para poder 

actuar. Este complejo se forma una vez la bacteriocina entra en contacto con su receptor, 

desde el exterior, y posteriormente la proteína desde el interior celular bloquea el canal 

de entrada y evita la muerte celular.  

En el caso de las bacteriocinas de dos péptidos, aún no se ha dilucidado cómo las 

proteínas de inmunidad protegen a las cepas, pero sí se ha observado que la mayoría de 

ellas están asociadas a la membrana, conteniendo al menos un dominio putativo 

transmembrana (Pérez-Ramos et al., 2021).  
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Figura I.7. Superposición de PisI (azul) con EntA-im (naranja) e ImB2 

(amarillo).  La imagen muestra la superposición helicoidal de las proteínas 

PisI e ImB2 (A), y de las proteínas PisI y EntA-im (B). Adaptado de (Martin-

Visscher et al., 2008). 

Por ejemplo, en el caso de las proteínas LagC y LciM, que protegen frente a la 

lactococina G y lactococina MN respectivamente, se ha observado que contienen cuatro 

dominios transmembrana, aunque difieren en orientación longitud y secuencia (Britton 

et al., 2020). Las proteínas de inmunidad de las bacteriocinas plantaricina S, brococina-C 

y termofilina 13 contienen dos dominios transmembrana (Nissen-Meyer et al., 2009), 

mientras que la proteína de la carnobacteriocina XY (CbnZ) solo contiene un dominio 

transmembrana (Britton et al., 2020). 

Los mecanismos de inmunidad en las proteínas sin péptido líder no están muy 

estudiados, habiéndose identificado solo posibles proteínas candidatas que podrían estar 

implicadas. Este es el caso de la aureocina A53, donde dos proteínas inmunitarias, AucIA 

y AucIB, podrían actuar, junto con su transportador ABC correspondiente, en la 

inmunidad (Nascimento et al., 2012). Similar a la aureocina A53, la aureocina A70, 

contiene una proteína homóloga a AucIA, transmembrana y catiónica implicada en la 

inmunidad. Sin embargo, el transportador ABC asociado a esta bacteriocina está 

implicado en la exportación de la misma pero no en la inmunidad (Coelho et al., 2014). 

También se han descrito algunas proteínas inmunitarias para las bacteriocinas de 

clase I, como los lantibióticos. La estructura del primer péptido inmunitario caracterizado 

se corresponde con la proteína SpaI de la bateriocina subtilina producida por B. subtilis 

(Christ et al., 2012). En este caso se trata de una proteína con el extremo N-terminal 

flexible y un núcleo constituido de seis cadenas β, que forman una lámina β antiparalela 
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torcida, flanqueada por una horquilla β larga y dos hélices α. Esta estructura no se había 

descrito con anterioridad por tanto se consideró un nuevo motivo estructural en proteínas. 

Este extremo N-terminal es el que permite a la proteína unirse a la membrana externa de 

la célula, gracias a interacciones electroestáticas, y desde ahí llevar a cabo su función 

protectora. Aunque aún no se tiene claro cómo actúa SpaI se han sugerido varias formas 

de actuación como una posible unión y secuestro de la subtilina, impidiendo la 

oligomerización de la misma y que se forme el poro, evitando que se forme el complejo 

subtilina-lípido II o actuando junto con el transportador ABC (SpaFEG) en la unión y 

exportación de la bacteriocina.  

NisI, de L. lactis, que confiere inmunidad frente al lantibiótico nisina, se ha 

demostrado que se trata de dos dominios estructuralmente independientes entre sí (Hacker 

et al., 2015). Estos dominios se pliegan de forma similar al dominio central de SpaI y 

entre sí. A pesar de que estructuralmente son similares, ambos dominios tienen 

propiedades muy diferentes. El dominio donde se encuentra el extremo N-terminal está 

cargado positivamente, siendo equivalente al extremo N-terminal de SpaI y por tanto el 

que se une a la membrana; mientras que el dominio con el extremo C-terminal está 

cargado negativamente y jugaría un papel importante uniéndose a la nisina. 

En el caso de las bacteriocinas cíclicas (clase I) se han descrito algunas proteínas 

de inmunidad por ejemplo la proteína codificada por el gen as-48D1 confiere resistencia 

frente a la bacteriocina AS-48 producida por Enterococcus faecalis (Martínez-Bueno 

et al., 1998). Aunque posteriormente se ha postulado que la proteína As-48C también 

podría jugar un papel importante en la autoprotección (Fernández et al., 2008). Ambas 

proteínas tienen dos (As-48D1) o cuatro (As-48C) dominios transmembrana putativos que 

podrían actuar interactuando con los poros formados por la bacteriocina impidiendo así 

el paso de la misma, aunque aún es desconocido su modo de actuación. CclI, CirE y GaaI 

son otras proteínas inmunitarias descritas en las bacteriocinas cíclicas carnociclina A, 

circularina A y gasericina A, respectivamente (Van Belkum et al., 2011). Todas ellas 

tienen un pI alto y varios dominios de membrana putativos, lo que indica que podrían 

estar asociados a la misma. Sin embargo, la actividad de una proteína de inmunidad por 

sí sola no es suficiente para conseguir una inmunidad total, como se discutirá más 

adelante.  
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 Transportadores ABC 

Los transportadores ABC constituyen una de las superfamilias de proteínas de 

transporte más grandes. Estas proteínas están localizadas en la membrana y están 

presentes en todos los dominios de la Vida (Ye et al., 2020), pudiendo transportar una 

gran variedad de moléculas como pequeños iones o proteínas de hasta 800kDa. De forma 

general, estos transportadores están formados por 4 dominios estructurales básicos, dos 

dominios transmembrana (TMDs del inglés Transmembrane Domains) y dos dominios 

de unión a nucleótidos (NBDs del inglés Nucleotide-binding Domains) situados en el 

citoplasma (Wilkens, 2015). Estos dominios pueden encontrarse como una combinación 

de subunidades individuales, pueden ser idénticas por pares o una combinación de NBD 

y/o TMD fusionados. Los NBDs presentan una similitud elevada en todos los 

transportadores ABC, además es en estos dominios donde se encuentran todos los 

motivos de secuencia característicos como los motivos Walker A y B, el motivo-C (o 

LSGGQ) y los A-, H- y Q-loop (Wilkens, 2015). Posteriormente se encontró un nuevo 

motivo estructural (E-loop) característico de los transportadores ABC de lantibióticos 

(Okuda et al., 2010). Es en los NBDs donde se produce la hidrólisis de ATP provocando 

los cambios conformacionales en los TMD (Wilkens, 2015).  

En el caso de los TMDs estos pueden contener de entre 6 a 10 hélices alfa 

transmembrana empaquetadas de tal manera que forman un poro que conecta el exterior 

celular con el interior (ter Beek et al., 2014). Al contrario que en los NBDs no muestran 

conservación en la secuencia, probablemente debido a que transportan sustancias de 

naturaleza muy diversa. Además, es común encontrar residuos específicos en TMD que 

intervienen en la unión del sustrato (Wilkens, 2015).  

En algunos casos son necesarias proteínas de unión periplasmática (PBPs del 

inglés Periplasmic Binding Proteins) que confieren afinidad, especificidad y 

direccionalidad al transportador ABC; y proteínas periféricas o accesorias (Higgins, 

2001). Normalmente los genes de la proteína accesoria se encuentran contiguos a los del 

transportador y dichas proteínas suelen poseer el extremo N-terminal ubicado hacia el 

citoplasma, el extremo C-terminal orientado hacia el medio extracelular y una región 

transmembrana o TMS (Franke, 1998). Aun no se tiene claro cuál es la función de estas 

proteínas, pero podrían estar implicadas en la secreción de la bacteriocina (Skaugen et al., 

2003). 
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De forma general los transportadores ABC suelen estar relacionados con la 

secreción de la bacteriocina, así como con la inmunidad frente a la misma, pudiendo 

encontrar varios transportadores asociados a un mismo cluster de genes como en el caso 

de los lantipéptidos, que contienen dos transportadores, denominados LanT y LanFEG, 

en su operón (Smits et al., 2020). LanT se encarga de la secreción del péptido precursor 

hacia el exterior mientras que LanFEG está involucrado en la inmunidad (Alkhatib et al., 

2012). En el caso de la nisina estos transportadores se denominan NisT y NisFEG. NisT 

exporta la prenisina modificada pero inactiva ya que aún debe escindirse la secuencia 

líder. En el caso del transportador NisFEG, NisF constituiría el NBD, donde se une e 

hidroliza el ATP, mientras que NisE y NisG forman un complejo de membrana 

heterodimérico. Se ha visto que este segundo transportador ABC proporciona una 

inmunidad más completa si se combina con la actividad de una proteína inmunitaria como 

NisI (Stein et al., 2003). Un mecanismo similar se ha encontrado en B. subtilis. La 

proteína de inmunidad SpaI y el transportador ABC SpaFEG confieren resistencia a la 

subtilisina (Klein & Entian, 1994). 

En el caso de las bacteriocinas circulares, como la enterocina AS-48, su cluster de 

genes también contiene dos transportadores ABC, As-48C1D y As-48EFGH, además de 

una proteína inmunitaria denominada As-48D1. El transportador As-48C1D es el 

encargado de expulsar al exterior la bacteriocina recién sintetizada, mientras que el 

transportador As-48EFGH estaría directamente implicado con la inmunidad a la 

bacteriocina expulsándola de la membrana (Diaz et al., 2003). Sin embargo, para una 

protección completa, es necesaria la acción conjunta del segundo transportador ABC 

junto con la proteína inmunitaria As-48D1. Se han encontrado otros sistemas inmunitarios 

iguales al de AS-48 en la circularina A, carnociclina A y garvicina ML (Borrero et al., 

2011; Kemperman et al., 2003; van Belkum et al., 2010). 

1.5.4. Diversidad de bacteriocinas en el género Enterococcus 

Al igual que el resto de géneros pertenecientes a las BAL, los enterococos 

producen gran variedad de bacteriocinas, denominadas enterocinas, la mayoría de ellas 

aisladas de las especies E. faecium y E. faecalis (Nes et al., 2007). Las enterocinas suelen 

ser de pequeño peso molecular, formadas por entre 20-60 aminoácidos, catiónicas e 

hidrofóbicas (Ben Braïek & Smaoui, 2019). En la Tabla I.3 se recogen algunas de las 

enterocinas isladas de enterococos. 



INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

69 

Al igual que otras bacteriocinas producidas por Gram positivas, la principal diana 

de las enterocinas es la membrana plasmática, en la cual inducen la formación de poros. 

Estos poros provocan que se agote el potencial de membrana y el gradiente de pH, 

escapando hacia el medio extracelular sustancias intracelulares y culminando en la 

inactivación celular (García de Fernando, 2016). Las enterocinas presentan fuerte 

actividad frente a cepas de L. monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus spp., y 

Clostridium spp, incluso en ocasiones han mostrado actividad frente a algunas bacterias 

Gram negativas (Ben Braïek & Smaoui, 2019). 

Tabla I.3.Principales bacteriocinas aisladas de enterococos.  Adaptado de Wu et al., (2022) y Nes et al., 

(2007).

Organismo Bacteriocina Clase Referencia 

E. faecalis Citolisina  Lantipéptidos/Ia (Booth et al., 1996) 

E. faecalis Enterocina AS-48 
Péptido 

circularizado/Ib 
(Casaus et al., 1997) 

E. faecalis Enterocina F4-9 Glicocinas/Ie (Maky et al., 2015) 

E. faecium Enterocina A 

Similares a la 

pediocina/IIa 

(Aymerich et al., 1996) 

E. faecium Enterocina P (Cintas et al., 1997) 

E. faecium Bac 32 (Inoue et al., 2006) 

E. faecium 
Bacteriocina GM-

1 
(Kang and Lee, 2005) 

E. faecalis Enterocina SE-K4 (Eguchi et al., 2001) 

E. faecium Enterocina X 

De dos péptidos/IIb 

(Hu et al., 2010) 

E. faecalis 
Enterocina 1071A, 

enterocina 1071B 
(Franz et al., 2002) 

E. faecalis MR10A MR10B 

Sin péptido líder/IIc 

(Martín-Platero et al., 

2006) 

E. faecium 
Enterocina L50; 

L50A, L50B 
(Cintas et al., 1998) 

E.faecium Enterocina Q (Cintas et al., 2000) 

E.faecalis Enterocina EJ97 (Gálvez et al., 1998) 

E. faecium Enterocina RJ-11 
(Yamamoto et al., 

2003) 

E. faecium Enterocina B 

Un solo péptido no 

similares a la 

pediocina/IId 

(Casaus et al., 1997) 

E. faecalis Enterolisina A Termolábiles/Clase III (Khan et al., 2013) 

 

La enterocina A, fue la primera bacteriocina de E. faecium CTC492 en purificarse 

y caracterizarse a mediados de los años 90 (Hu et al., 2014). Se produce junto con otras 

bacteriocinas, más frecuentemente junto con la enterocina B y es uno de los péptidos 

antimicrobianos más potentes, cuyo objetivo suelen ser cepas de Listeria (Ness et al., 

2014). 
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La citolisina, codificada en los elementos móviles de las cepas de E. faecalis y 

con actividad hemolítica y antibacteriana, se caracterizó experimentalmente por primera 

vez en 1934 (Van Tyne et al., 2013). La citolisina se considera un lantibiótico cuya 

síntesis es un proceso complejo que implica modificación postraduccional, 

externalización y procesamiento proteolítico (Coburn & Gilmore, 2003). Su espectro de 

acción es amplio presentando actividad frente a eucariotas y procariotas (Cox et al., 

2005).  

Situándonos en la clase Ib según la clasificación de Alvarez-Sieiro et al. (2016), 

encontramos la bacteriocina AS-48, una de las más estudiadas a nivel de estructura, 

actividad biológica y mecanismo de regulación (Sánchez Hidalgo et al., 2011). 

Compuesta por 70 residuos y catiónica, AS-48 es una bacteriocina producida por E. 

faecalis subsp. liquefaciens S-48 (Gálvez et al., 1989) y presenta actividad frente a 

bacterias patógenas de los alimentos tales como L. monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus o Paenibacillus sp (Sánchez Hidalgo et al., 2011). Se pueden 

encontrar diversas cepas o especies que produzcan una misma bacteriocina, tratándose de 

variantes naturales puesto que apenas muestran diferencias en composición aminoacidica, 

estructura, espectros de actividad o inmunidad (Grande Burgos et al., 2014). En cuanto a 

la enterocina AS-48 se han encontrado 3 variantes publicadas bajo tres nombres 

diferentes: enterococcin EFS2 (Maisnier-Patin et al., 1996), enterocin 4 (Joosten et al., 

1996) y bacteriocin 21 (Tomita et al., 1997). Más recientemente, se ha determinado que 

la cepa E. faecalis UGRA10 (Cebrián et al., 2012), y las dos cepas de E. faecium, 7C5 

(Folli et al., 2003) y RJ16 (Abriouel et al., 2005), son también productoras de la 

enterocina AS-48. 

AS-48 presenta una estructura primaria circular gracias al enlace peptídico que 

une el triptófano de C-terminal y con la metionina del N-terminal y una estructura 

secundaria globular alfa-helicoidal, compuesta por 5 motivos de hélices alfa, repetidos y 

quedando hacia el interior las cadenas laterales hidrofóbicas de las hélices (Grande 

Burgos et al., 2014; Sánchez-Barrena et al., 2003). Cada dominio alfa-helicoidal se le 

denomina de alfa1-alfa5. Donde los residuos básicos se encuentran localizados en las 

hélices alfa4 y 5, mientras que el lado hidrofóbico se sitúa en las hélices 1-3. La estructura 

globular es muy compacta, esto unido a la circularidad confiere, a la enterocina AS-48, 

una elevada estabilidad frente a pH y temperaturas extremas, así como frente a agentes 
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desnaturalizantes, otorgándole potencial como bioconservante alimenticio (Sánchez 

Hidalgo et al., 2011). 

Tras la cristalización y el análisis con rayos X, se puso de manifiesto que la 

proteína muestra dos estados oligoméricos según las propiedades físico-químicas del 

ambiente en el que se encuentran: Forma dimérica DF-1; soluble en agua y Forma 

dimérica anfipática unida a la membrana denominada DF-II. Ambos estados son 

importantes en el mecanismo de acción biológica de AS-48 (Cebrián et al., 2015).  

El cluster genético que determina para la bacteriocina AS-48, denominado as-48, 

se localiza en el plásmido conjugativo pMB2 de E. faecalis S-48 (Martinez-Bueno et al., 

1990). Dicho cluster está formado por 10 genes (as-48A, B, C, C1, D, D1, E, F, G y H) 

(Tabla I.4) que se deben expresar de manera coordinada para que se produzca la síntesis 

de la enterocina (Maqueda et al., 2004, 2008).  

Tabla I.4. Características de las proteínas predichas codificadas por el grupo de genes as-48.  

Adaptado de Maqueda et al., (2008) 

 Gen Características relevantes Función putativa de la proteína 

as-48A Prepropeptido Precursor de AS-48 

as-48B Proteína integral de membrana 

(12 TM) 

Maquinaria biosintética 

as-48C Proteína integral de membrana 

(4 TM) 

Proteína auxiliar de inmunidad  

as-48C1 Proteína integral de membrana 

(6 TM) 

Transportador ABC putativo relacionado 

con la secreción de la enterocina 

as-48D Proteína de unión al ATP Transportador ABC putativo relacionado 

con la secreción de la enterocina 

as-48D1 2 TM Proteína de inmunidad 

as-48E Proteína integral de membrana 

(4 TM) 

Transportador ABC adicional 

relacionado con la inmunidad  

as-48F Proteína hidrofílica a excepción 

del segmento N-terminal. 

Domino de espiral enrollado. 

Proteína auxiliar involucrada en el 

reciclaje de as-48G 

as-48G  Proteína hidrofílica dependiente 

de ATP 

Transportador ABC adicional 

relacionado con la inmunidad 

as-48H Proteína integral de membrana 

(4 TM) 

Transportador ABC adicional 

relacionado con la inmunidad 

 

Dichos genes están organizados en dos operones (as-48ABC y as-

48C1DD1EFGH), y cada operón va precedido de dos promotores PA y P2 

respectivamente, existiendo un tercer promotor interno, PD1, que podría estar encargado 

de la transcripción de los últimos 4 genes (as-48EFGH) (Cebrián et al., 2014) (Figura 

I.8). Este operon está relacionado con la adquisición de inmunidad a la enterocina por 
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parte de la cepa productora. En este caso As-48G supone el dominio de unión al ATP, 

As-48EH son proteínas hidrofóbicas con unión a la membrana y As-48F, se considera 

una proteína accesoria que ayuda a alejar la enterocina de la membrana citoplasmática, 

empujándola hacia el medio de alrededor (Diaz et al., 2003).  

 

 

Figura I.8. Organización genética del cluster de genes responsable de la enterocina AS-48. 

Por otro lado, las enterocinas L50A/B producidas por E. faecium L50 

(pertenecientes a la clase IIc: sin péptido líder), son muy comunes entre los enterococos 

habiéndose descrito múltiples variantes como la enterocina entJ/I (Ruiz-Barba et al., 

2007), MR10A/B (Martín-Platero et al., 2006) y F58 (Achemchem et al., 2005). Estas 

bacteriocinas muestran actividad por separado, aunque en ocasiones ejercen un efecto 

sinérgico. Principalmente son activas frente a patógenos de los alimentos, como 

Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y L. monocytogenes; patógenos clínicos 

como Streptococcus agalactiae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus 

parasanguis y Streptococcus pneumoniae; así como frente a algunas otras BAL, como 

Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., etc (Basanta 

et al., 2008). 

El cluster de genes responsable de las enterocinas L50A/B está situado en el 

plásmido pCIZ1 de E. faecium L50. Este está formado por al menos 6 marcos de lecturas 

abiertos o de sus siglas en inglés ORF (Open Resading Frame), denominados orfA, orfB, 

orfC, orfD, orfE y orfF, más un ORF secuenciado de forma incompleta (orfG). De los 

cuales orfA y orfB se corresponden con los genes estructurales de las bacteriocinas 

L50A/B. Mientras que orfE, orfF y orfG, situados aguas arriba del gen estructural orfA, 

no se les asignó función alguna (Cintas et al., 1998). Posteriores análisis de la variante 
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entJ/I, pusieron de manifiesto que las regiones codificantes L50E, L50F y  L50G 

(idénticas a orfE, orfF y orfG) podrían codificar para un transportador ABC (Figura I.9). 

De hecho, las proteínas codificadas por L50F y L50G comparten similitudes con 

una proteína transportadora de Staphylococcus saprophyticus ATCC15305, y con una 

proteína transmembrana de Bacillus cereus ATCC14579 respectivamente. Además, se 

pudo identificar una región aguas debajo de los genes estructurales, donde se localizaban 

cuatro ORFs consecutivos que mostraron una elevada similitud con los genes as-48EFGH 

del cluster de genes de la bacteriocina AS-48 (Ruiz-Barba et al., 2007) (Figura I.9). 

 

 

 

Figura I.9. Organización genética del cluster de genes responsable de las enterocinas entJ/I. 
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2. Objetivos 

Los microorganismos viven en comunidades complejas que están implicadas en 

procesos vitales de los ecosistemas, tales como la producción primaria, la 

descomposición, el ciclo de nutrientes, la regulación del clima, el almacenamiento de 

carbono, la propagación de enfermedades y la transformación de contaminantes, así como 

en estar implicados en la salud humana o en la producción de alimentos. El efecto positivo 

de estas comunidades depende en última instancia de la estructura de la misma que, a su 

vez, está determinada por las interacciones de los miembros de la comunidad. Sin 

embargo, a pesar de su gran impacto, nuestro conocimiento de los principios que 

gobiernan la estructuración y funcionamiento de los ecosistemas microbianos es muy 

limitado, lo que implica una escasa capacidad para un control y optimización racional de 

las comunidades de microorganismos. Recientemente se han dado avances importantes 

en conocer los patrones de biodiversidad asociados a gradientes locales y globales. Pero 

aún son desconocidos los principios mecanicistas que dirigen el ensamblaje de los 

microorganismos en comunidades, así como los factores que determinan la composición 

y estructura final de las mismas. 

De todas las posibles interacciones (bióticas y abióticas), un elemento clave en 

configurar las comunidades microbianas es la interacción cruzada entre microorganismos 

que afectan al ciclo de vida del individuo, y entre estas, las bacteriocinas, constituyen 

productos de secreción que interfieren directamente en la viabilidad de sus competidores. 

La producción de bacteriocinas está ampliamente distribuida entre las especies 

bacterianas, sin embargo, esto contrasta con la alta diversidad de las comunidades de 

microorganismos, lo que parece contradecir el efecto letal de las bacteriocinas. 

Adicionalmente, siempre se ha estudiado el efecto de las mismas desde un punto de vista 

local entre cepa productora y sensible, dejando de lado que suelen vivir en ambientes de 

diferente grado de complejidad. Los estudios de inmunidad que podrían explicar los 

patrones de resistencia se han centrado en la propia inmunidad del organismo productor, 

pero no indagan en los patrones de resistencia de otros individuos que puedan coexistir 

con los productores. Por ello, nuestra hipótesis general de trabajo es que las bacteriocinas 

(producción y resistencia) juegan un papel importante en el control del ensamblaje y 

estructuración de las distintas poblaciones microbianas para formar comunidades que 

actúen como una unidad ecológica. En la presente tesis se ha estudiado hasta qué punto 

el papel de las bacteriocinas es a nivel local (intragremio) o a nivel global (comunidad), 



CAPÍTULO I 

76 

así como las bases moleculares de esta acción. Para ello se han tomado como modelo las 

comunidades de bacterias lácticas presentes en el queso. El queso es un ambiente idóneo 

donde pueden desarrollarse comunidades microbianas multiespecies interactuantes y de 

complejidad reducida en comparación a otros sistemas. Además, estas comunidades son 

fácilmente cultivables y manipulables facilitanto el estudio y la comprensión de los 

patrones y los mecanismos subyacentes del ensamblaje, función y las interacciones de las 

comunidades microbianas. 

El objetivo general de esta tesis ha sido discernir los mecanismos moleculares y 

ecológicos que explican los patrones de producción y resistencia de péptidos 

antimicrobianos (bacteriocinas) en comunidades de bacterias lácticas. Para alcanzar este 

objetivo general se propusieron los siguientes objetivos específicos: 

1-  Identificar los genes responsables de la resistencia cruzada entre cepas 

productoras de bacteriocinas (Capítulo III).  

2-  Identificar patrones genómicos específicos en cepas productoras de 

bacteriocinas (Capítulo IV-V) 

3-  Analizar los efectos de la producción de bacteriocinas en las poblaciones de 

enterococos de quesos elaborados con leche cruda (Capítulo VI).  

4-  Analizar los efectos de la producción de bacteriocinas en las comunidades 

bacterianas de quesos elaborados con leche cruda (Capítulo VI) 
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1. Medios de cultivo 

La composición de todos los medios de cultivo utilizados se expresa en gramos 

por litro de agua destilada o tampón, a excepción de que se indique lo contrario. Cuando 

fue preciso el uso de medios sólidos se adicionó agar al 1,5 % (p/v). Los medios se 

esterilizaron en autoclave siguiendo las instrucciones de la casa comercial, de forma 

general fue a 121 ºC durante 15 min.  

1.1. Medios de crecimiento y producción de bacteriocinas 

 Medio Tryptic Soy Broth (TSB) 

Este medio se utilizó tanto en caldo (TSB) como en sólido (TSA). En ambos casos 

el medio (Tabla II.1) fue empleado para el crecimiento de la mayoría de microorganismos 

usados. En el caso de las cepas mutantes Tn5 se adicionó, tras el autoclavado, 

cloranfenicol (20 µg/ml). Este antibiótico selecciona a los mutantes que llevan insertado 

el gen de resistencia al cloranfenicol, evitando el crecimiento de otras posibles bacterias. 

Tabla II.1. Composición general del medio de cultivo TSB. 

Compuesto Concentración 

Peptona de caseína 17,0 

Peptona de soja 3,0 

Cloruro sódico 5,0 

Fosfato dipotásico 2,5 

Dextrosa 2,5 

 

 

 Medio Brain Heart Infusion (BHI) 

El medio se utilizó tanto en forma sólida (BHA) como en caldo (Tabla II.2). para 

el crecimiento de los enterococos, así como para el crecimiento de las bacterias 

productoras de bacteriocina en los ensayos de antagonismo.  

Tabla II.2. Composición general del medio de cultivo BHI. 

Compuesto Concentración 

Infusión de cerebro de ternera 12,5 

Infusión de corazón de ternera 5,0 

Peptonas 10,0 

Glucosas 2,0 

Cloruro sódico 5,0 

Hidrogenofosfato disódico 2,5 
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 Medio Kenner Fecal (KF)  

El presente medio fue empleado en sólido para el crecimiento y aislamiento de 

cepas de enterococos. Tras su esterilización se adicionó cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio 

(TCC) al 1% asépticamente (Tabla II.3). 

Tabla II.3. Composición general del medio de 

cultivo KF. 

Compuesto Concentración 

Proteasa peptona 10 

Extracto de levadura 10 

Cloruro sódico 5 

Glicerofosfato sódico 10 

Maltosa 20 

Lactosa 1 

Azida sódica 0,4 

Púrpura de bromocresol 0,05 
 

 

1.2. Medios para ensayo de actividad bacteriana 

 Brain Heart Infusion-Agar (BHA) 

Este medio, además de lo comentado anteriormente, se utilizó como capa base de 

las placas en los ensayos de producción en medio sólido, así como sobrecapa para inocular 

la cepa indicadora (Tabla II.5). Se preparó con tampón fosfato 0,1M pH7, y en el caso de 

la sobrecapa, a la mitad de concentración de lo indicado con anterioridad así como con 

agar al 0,7%. 

 Mueller-Hinton Agar (MHA) 

El medio Mueller-Hinton se empleó como capa base de las placas de ensayos de 

actividad antibacteriana de las bacteriocinas purificadas. Se preparó con tampón fosfato 

0,1 M pH 7 (Tabla II.4). 

Tabla II.4. Composición general del medio 

de cultivo MHA. 

Compuesto Concentración 

Infusión de carne 2,0 

Peptonas 17,5 

Almidón 1,5 
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1.3. Medios empleados para la conservación de microorganismos 

Las cepas empleadas en esta tesis se conservaron congeladas en glicerol al 20 % 

a -20 ºC y/o -70 ºC, según necesidad. Para ello, se parte de cultivos en medio líquido con 

microorganismos en fase logarítmica de crecimiento, para evitar la pérdida de caracteres 

genéticos que pueden ocurrir debido a las sucesivas resiembras. 

1.4. Tampones 

El tampón fosfato se utilizó tanto para amortiguar los cambios de pH en los medios 

de cultivo como para la purificación de bacteriocinas. Se prepararon mezclando diferentes 

proporciones de solución A (Na2HPO4 2M) y solución B (NaH2PO4 0,2 M) según pH 

deseado y completando con agua hasta un volumen final de 1L en caso de ser necesario 

(Gomori, 1955) 

Tampón fosfato sódico 0,2 M pH 7  

Se mezclaron 610 ml de la solución A con 390 ml de la solución B para tener un 

volumen de 1000 ml.  

Tampón fosfato sódico 0,02M pH 6,5 

Se tomaron 68,5ml de la solución A y 31,5ml de la solución B y se completaron 

con agua destilada hasta llegar al litro, obteniendo una concentración final de 0,02M. 

2. Microorganismos, titulación y aislamiento. 

En este trabajo se analizaron 15 quesos elaborados con leche proveniente de 3 

animales lecheros diferentes: 5 quesos de leche de oveja, 5 de leche de cabra y 5 de leche 

de vaca (Tabla II.5). 

2.1. Titulación de microorganismos mediante recuentos en medios sólidos 

Para el análisis microbiológico se tomaron 5 g de queso en condiciones asépticas 

que posteriormente fueron homogeneizados durante 2 min en una bolsa estéril de plástico 

con filtro lateral junto con 45 ml de citrato sódico al 2% precalentado a 37ºC. Para la 

homogeneización se empleó un homogeneizador de paletas (Masticador, IUL 

Instruments, Barcelona). Para el recuento y aislamiento de enterococos, se tomaron 

alícuotas de 100 µL de las diluciones 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4 y se sembraron por triplicado 

en medio KF. Las placas se incubaron en aerobiosis a 37°C durante 3 días. De los 
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enterococos aislados, se seleccionaron 67 cepas utilizadas posteriormente para analizar 

los efectos de la producción de bacteriocinas en las poblaciones de enterococos. 

Tabla II.5. Muestras de quesos analizadas. 

ID Queso 
Animal 

lechero 

AM1901QU01 Idiazabal Oveja 

AM1901QU02 Pago de los Vivales Oveja 

AM1902QU03 Pata de Mulo Oveja 

AM1902QU04 Ardi Gazta Ekia Oveja 

AM1902QU05 Comté, queso graso Vaca 

AM1902QU07 Quesería Cortijo Júrtiga Cabra 

AM1902QU08 Quesería 3 RRR Cabra 

AM1902QU09 Granja Maravillas Vaca 

AM1902QU10 Granja Maravillas Vaca 

AM1902QU11 Emmental Vaca 

AM1902QU12 Le moulis Vaca 

AM1903QU14 Las R.R.R. Cabra 

AM1903QU15 Cueva de la Magaha Cabra 

AM1903QU16 Mariscal Oveja 

AM1903QU17 Las Abadías Cabra 

 

2.2. Microorganismos de colección 

Para poner de manifiesto la actividad antimicrobiana en los diferentes ensayos de 

antagonismo se emplearon diversas cepas de la colección de nuestro laboratorio. De 

forma general, como cepas indicadoras, se emplearon principalmente las cepas E. faecalis 

S-47, E. faecalis JH2-2, y L. innocua CECT4030.  

Por otro lado, para los experimentos de inmunidad cruzada se utilizó la cepa 

Enterococcus faecalis subsp. liquefaciens S-48 y una colección de mutantes provenientes 

de la misma, con diversas mutaciones relacionadas con el cluster de genes de la enterocina 

AS-48. Esta colección de mutantes del laboratorio se construyó mediante inserción del 

transposón Tn5, y por deleción y clonación de fragmentos. En la Tabla II.6 se recoge la 

colección de mutantes utilizados, las cepas controles y sus características.  

El mutante D1Pst1 se construyó mediante digestión con Pst I del plásmido 401-

81::Tn5D. Un fragmento de 14 kb fue purificado, religado y utilizado para transformar E. 

faecalis JH2-2, como se describió previamente por Martínez-Bueno et.al., (1998).  
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Tabla II.6. Mutantes del cluster de genes de AS-48 y cepas controles. 

Mutante Construcción Referencia 

JH2-2 (pAM401-81) 

grupo de genes as-

48ABCC1DD1EFGH clonado 

en el vector pAM401  

(Diaz et al., 2003) 

D1Pst1 (as-48DEFGH 

clonado del mutante 401-

81::Tn5D1) 

as-48D1EFGH Presente Tesis  

JH2-2 (pAM401-81::Tn5D1-

E) 
as-48ABCC1DD1

*EFGH (Diaz et al., 2003) 

JH2-2 (pAM401-81::Tn5C) as-48ABC*C1DD1EFGH 
(Fernández et al., 

2008) 

JH2-2 (pAM401-81::Tn5B) as-48AB*CC1DD1EFGH 
(Fernández et al., 

2008) 

JH2-2 (pAM401-81:: 

as-48AB-) 
as-48CC1DD1EFGH (Diaz et al., 2003) 

JH2-2 (pAM401-52) as-48ABCC1DD1EF 
(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5F) as-48ABCC1DD1EF* 
(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

JH2-2 (pAM401-52:: Tn5E) as-48ABCC1DD1E
*F 

(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5D) as-48ABCC1D
*D1EF 

(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

JH2-2(pAM401-52::Tn5B-C 

401-52-40) 
as-48AB*CC1DD1EF 

(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5B) as-48AB*CC1DD1EF 
(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

pAM401-58 (pAM401-

52::as48A-) 
as-48BCC1DD1EF 

(Fernández et al., 

2008) 

pAM401-64 
Transportador ABC clonado en 

pAM401 as-48CC1DD1 

(Martínez-Bueno 

et al., 1998) 

E. faecalis MRR10-3 Fenotipo salvaje 
(Martín-Platero 

et al., 2006) 

E. faecium F58 Fenotipo salvaje 
(Achemchem et al., 

2006) 

E. faecalis A-48-32 
Fenotipo salvaje productor de 

AS-48 

(Martinez-Bueno 

et al., 1990) 

JH2-2 (pAM401) Control negativo (Wirth et al., 1986) 

L. innocua 4030 
Fenotipo salvaje, cepa 

indicadora 
CECT a 

E. faecalis S-47 
Fenotipo salvaje, cepa 

indicadora 
(Gálvez et al., 1985) 

(*) Tn5 insertado en gen.a CECT, Colección Española de Cultivos Tipo 

 

Adicionalmente se llevó a cabo un análisis funcional de las cepas E. faecalis 

MRR10-3, productora de las enterocinas MR10A/B; E. faecalis S-48 y E. faecalis 

UGRA10, productoras de la enterocina AS-48. Todas las cepas empleadas se cultivaron 

en TSA o TSB a 37 ºC. En el caso de los mutantes Tn5 se adicionó cloranfenicol (20 

µg/mL) para evitar el curado del plásmido durante su crecimiento (Martínez-Bueno et al., 

1998).  
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3. Ensayos de antagonismo microbiano 

3.1. Ensayos de producción en medio sólido 

Para detectar la producción de bacteriocinas en medio sólido se empleó la técnica 

de la doble capa (Gratia & Fredericq, 1946), utilizando como medio base BHA-

tamponado (BHA-T) a un pH de 7. Sobre esta base se sembraron las estirpes productoras 

a ensayar y se incubaron a 37 ºC durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se cubrieron 

con 7 ml de sobrecapa de BHA-T blando, previamente fundido y atemperado a 50ºC, 

inoculada al 2% con un cultivo de una noche de la cepa indicadora. La placa con la 

sobrecapa se volvió a incubar a 37ºC para permitir el crecimiento de la bacteria 

indicadora. Transcurridas 24h se observaron la posible aparición de halos de inhibición 

del crecimiento en torno a las bacterias productoras crecidas en la placa base.  

3.2. Ensayos de producción en medio líquido 

Para detectar la producción de bacteriocinas en medio líquido se empleó la técnica 

de difusión en pocillos. Esta técnica incluye la técnica de la doble capa descrita con 

anterioridad, pero en este caso, sobre una placa con medio MHA-Tamponado se 

colocaron torres Oxford de acero inoxidable y estériles. Posteriormente se vertió una 

sobrecapa de medio BHA-T blando, previamente fundido y atemperado a 50ºC, inoculado 

con un cultivo de la bacteria indicadora al 2%. Tras solidificar se retiraron las torres y se 

procedió a depositar 70 µl de la muestra a ensayar. Para finalizar se incubó a 37ºC durante 

toda la noche. A la mañana siguiente se midieron los halos de inhibición generados. 

Mediante esta técnica se ensayaron sobrenadantes de cultivos en medio líquido de 

diferentes aislados, así como de los eluídos de cromatografía durante la purificación de 

las enterocinas. 

Adicionalmente, para detectar la producción de bacteriocinas en medio líquido se 

empleó la técnica de las gotas. Sobre placas con medio MHA-Tamponado o BHA-T se 

vertieron 7 ml de sobrecapa de BHA-T inoculada al 2% con la bacteria indicadora. Tras 

solidificar la sobrecapa se dispusieron gotas de 3 µl de la muestra a ensayar. Para finalizar, 

se incubaron 24h a 37ºC para permitir el crecimiento de la cepa indicadora.  
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4. Producción y purificación de bacteriocinas 

Para la producción de las enterocinas MR10A/B se partió de la cepa E. faecalis 

MRR10-3. Se tomó una colonia y se sembró en 3 ml de medio líquido BHI-Tamponado 

(BHI-T). Tras 24 h de crecimiento se pasaron 800 µl a un matraz con 20 ml de BHI-T. Se 

dejó crecer durante 8 h, inoculando posteriormente estos 20 ml a un bote de 1L de BHI-

T (inóculo al 2%). Se dejó crecer toda la noche y al día siguiente se procedió a purificar 

la bacteriocina. 

4.1. Cromatografía de intercambio catiónico 

La cromatografía de intercambio catiónico es una variante de intercambio iónico 

utilizada principalmente para separar moléculas en función de su carga superficial 

(Smoluch et al., 2016). Concretamente se utiliza una resina cargada negativamente que 

presenta afinidad por moléculas cargadas positivamente. En este caso las enterocinas 

MR10A/B se recuperaron empleando el intercambiador catiónico débil Carboximetil-

Sephadex CM-25 (Amersham). 

La resina CM-25 se reconstituyó adicionándole tampón fosfato sódico 0,02 M pH 

6.5, y posteriormente se mantuvo a 4 ºC durante 24 horas. Una vez pasado este tiempo, 

el gel se lavó con dos volúmenes de NaCl 1,5 M y tres volúmenes de tampón fosfato 

0,02M pH 6,5. Un gramo del producto en polvo originó de 9 a 10 ml de gel.  

Se partió de 1L de cultivo de la bacteria productora al que se le retiraron las células 

mediante centrifugación. Tras conservar una alícuota de sobranadante como control de la 

producción de bacteriocina, el sobrenadante se mezcla con el gel CM-25 en proporción 

1:10, y se mantienen en agitación suave durante una hora para permitir la interacción 

iónica entre gel y bacteriocina.  

Posteriormente se pasó la mezcla de gel y sobrenadante por una columna de vidrio 

de cromatografía y se recoge el sobrenadante, tomando una alícuota (S) para posteriores 

pruebas. Seguidamente, se procede a lavar el gel con 2 volúmenes de agua destilada, 

tomando igualmente una alícuota de dicho lavado (R) para probar con posterioridad que 

la bacteriocina se ha quedado retenida en el gel. Para finalizar la elución se llevó a cabo 

añadiendo 1 volumen de NaCl 0,5 M y 2 volúmenes de NaCl 1,5 M. El eluído se recogió 

en tubos a razón de 45-50 ml por tubo y mantenido a -20ºC.  
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4.2. Cromatografía de fase reversa sobre soporte sólido C-18 

Las fracciones con actividad obtenidas del intercambio catiónico se purificaron y 

concentraron mediante cromatografía de fase reversa. La cromatografía de fase reversa 

permite separar moléculas en función de su hidrofobicidad, quedando retenidos aquellas 

moléculas que son más hidrofóbicas y eluyéndose posteriormente al exponerlo a 

concentraciones crecientes de solventes orgánicos (Schlüter, 2000). Para ello se utilizó 

una columna de plástico (2,5 cm de diámetro x 10 cm de altura) Water WAT036975 

donde se añadieron 5g de la resina C-18. Dicha resina una vez en la columna se lavó con 

solvente B (Ácido triflouroacético (TFA) 4 mM en isopropanol:acetonitrilo (2:1)) y se 

equilibró con solvente A (1ml de TFA en 999 ml de Agua MilliQ). Las muestras (en torno 

a 160ml) se pasaron por la resina a flujo moderado y se volvieron a recoger para 

posteriores ensayos, y se lavó con agua destilada para eliminar el material no absorbido. 

Tanto de los lavados como del equilibrado se realizaron ensayos de actividad para 

controlar el intercambio hidrofóbico.  

Para la elución del material retenido en el gel se pasó por la columna 3 volúmenes 

de solvente A; 3 volúmenes de solvente B al 30% en A; 3 volúmenes de solvente B al 

60% en A, 3 volúmenes de solvente B al 90% en A y 3 volúmenes de solvente B al 100%. 

Los eluídos fueron recogidos a razón de 5ml por tubo para comprobar la actividad 

antimicrobiana. Las muestras con actividad se mantuvieron congeladas a -70º C.  

5. Técnicas de aislamiento de ADN 

5.1. Obtención de células totales de muestras de queso 

De cada muestra de queso, a partir de 50 ml de la dilución 10-1se recolectaron 

células por centrifugación mediante 3 lavados con citrato sódico 2% a 5000 rpm por 15 

min a 12°C. El sedimento que se obtuvo fue resuspendido en 1 mL de citrato sódico 2% 

y dividido en dos tubos eppendorf a razón de 500 µL por tubo. Estos se centrifugaron 5 

min a 13 000 rpm y el sedimento de células (correspondiente a 2.5 g de queso) se conservó 

a -20°C.  

5.2. Extracción de ADN genómico  

Para la extracción de ADN de células totales y aislados de los quesos se siguió el 

protocolo MSOP (del inglés Modification of the protein Salting-Out Procedure) 

desarrollado por Martin-Platero et al., (2007). Para ello, el sedimento de células 
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procedente de 2,5 g de queso fue resuspendido en 100 µL de solución I (10% sacarosa, 

25 mM Tris pH 8, 10 mM Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)), adicionada con 

lisozima (a 10 mg/mL). Tras una incubación de 1 h a 37 °C para permitir la digestión de 

la pared celular, se lisaron las células mediante adición de 600 µL de la solución II (100 

mM Tris, 100 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1% SDS) agitando por inversión suave. 

Posteriormente, para favorecer la lisis celular se incubó por 10 min a 55°C y 

posteriormente por 10 min a 80°C. Tras atemperar las muestras, para precipitar las 

proteínas se añadieron 200 µL de la solución III (AcNa 3 M pH 5,2) agitando 20 segundos 

por vórtex e incubando en hielo 5 min. A continuación, se centrifugaron las muestras a 

13000 rpm a 12 °C durante 5 min para sedimentar proteínas y restos celulares. Enconces, 

para precipitar el ADN, se trasnfirió el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf y se 

adicionaron 600 µL de isopropanol, mezclando por inversión hasta ver el precipitado del 

ADN genómico. Finalmente, el ADN genómico precipitado se lavó (2x) con 500 µL de 

etanol al 70%. Tras la centriguación a 13.000 rpm de 5 min del último lavado, se secó el 

ADN a vacío (Concentrator Plus EPPENDORF). Una vez seco, se resuspendió en 200 µL 

de TE 0,5X (Tris-CIH 10 mM pH8, EDTA 1 mM) y se conservaron a -20°C.  

5.3. Determinación de la concentración de ADN cromosómico  

Para determinar la concentración y pureza del ADN genómico, tras la extracción, 

se empleó un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), que permite 

determinar la absorbancia de la solución de ADN a 260 y 280 nm. Como blanco se utilizó 

TE 0,5X ya que fue el vehículo utilizado en la disolución del ácido nucleico. 

6. Amplificación de ADN mediante Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) de Secuencias Multilocus 

El análisis de secuencias multilocus (MLSA del inglés Multilocus Sequence 

Analysis) consiste en un análisis filogenético de múltiples fragmentos internos de genes 

conservados dentro del taxón de estudio, permitiendo diferenciar así poblaciones 

estrechamente relacionadas. Además, estos genes se presentan como una sola copia 

dentro del genoma y no están sujetos a presión selectiva (Hanage et al., 2006). El enfoque 

habitual en la taxonomía bacteriana es concatenar las secuencias de varios (normalmente 

de cuatro a ocho) genes de mantenimiento. Las secuencias concatenadas luego se utilizan 

para evaluar los patrones de agrupamiento entre un gran número de cepas dentro de un 

género o parte de un género. En nuestro caso se utilizaron 5 genes adk (adenylate kinase); 
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atpA (ATP synthase, alpha subunit); gyd (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase); 

gdh (glucose-6-phosphate dehydrogenase (Homan et al., 2002) y groEL (chaperonin 

GroEL) (Tabla II.7). Los cebadores para este último gen fueron diseñados en la presente 

Tesis, utilizando el software Hyden (Linhart & Shamir, 2007), que permite construir 

cebadores degenerados. Para su diseño, se especificó que los cebadores tuvieran una 

longitud de 20 nucleótidos, con máximo dos degeneraciones y 2 mistmatched. Además, 

se buscaba que amplificaran un tamaño de amplicón en torno a 400-600pb. En la Tabla 

II.8 se recoge la composición general de la muestra utilizada en esta amplificación. 

Tabla II.7. Secuencia nucleotídica de los cebadores empleados. 

Cebadores Amplificado Secuencia cebador (5’ -> 3’) Referencia 

adk 

adk2 
Adenilato kinasa 

TATGAACCTCATTTTAATGGG 

GTTGACTGCCAAACGATTTT´ 

(Homan 

et al., 2002) 

atpA1 

atpA2 

ATP sintasa, 

subunidad alfa 

CGGTTCATACGGAATGGCACA 

AAGTTCACGATAAGCCACGG 

gyd1 

gyd2 

Gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenada  

CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 

CATTTCGTTGTCATACCAAGC 

gdh1 

gdh2 

Glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa 

GGCGCACTAAAAGATATGGT 

CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCC

A 

GroELF 

GroELR 

groL chaperonina 

GroEL 

GYGAAAAATTWCAAGAACG 

ACGACWGCTTCAGTYGTTAA 

Presente 

estudio 

 

Tabla II.8. Composición general de la reacción de 

amplificación para MLSA. 

Compuesto Concentración 

Primer forward 0,5µM 

Primer reverso 0,5µM 

Ibian-Taq MasterMix 1x 

Agua MilliQ Hasta completar 50µl 

ADN molde 100ng 

Volumen total 50 µl 

 

Las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando un termociclador Biometra Tone 

Series (Analytik jena). Los cebadores utilizados en las reacciones de PCR fueron 

suministrados por StabVida. En el caso de la ADN polimera, se utilizó la PCR Master 

Mix (2x) de Thermo Scientific™. 
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Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

1) Desnaturalización inicial: 94 ºC, 2 min. 

2) Desnaturalización: 94 ºC, 30 seg. 

3) Hibridación: 50 ºC 30 seg.  

4) Extensión: 72 ºC, 30 seg. 

5) El número de ciclos fue de 35 (incluidos 1 al 3). 

6) Terminación: 72 ºC, 5 min. 

 

Para la asignación de secuencias tipo de los genomas de E. faecalis S48 y 

UGRA10 y MRR10-3 analizados en el Capítulo V, se empleó la base de Public Databases 

for Molecular Typing (PubMLST) (Jolley et al., 2018), que genera un perfil alélico 

utilizando siete genes houskeeping-gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt y yqiL. Los tipos de 

secuencia se asignaron utilizando la misma base de datos mediante la búsqueda de 

combinaciones de locus en secuencias tipo conocidas de E. faecalis.  

Para la búsqueda y asignación de secuencias tipo entre las cepas aisladas de las 

muestras de quesos utilizadas en el Capítulo VI, se empleó el programa USEARCH 

(versión 11.0.66; identidad = 100%) (Robert C., 2010) que permite agrupar secuencias 

únicas de cada gen. Para determinar las cepas que contenían el mismo perfil alelo, se 

utilizó el software PHYLOViZ (versión 2.0) (Nascimento et al., 2017). Aquellas cepas 

que se agruparon en el mismo grupo en cuatro de los cinco genes se consideraron la misma 

población. 

7. Identificación de las comunidades bacterianas mediante 

secuenciación masiva 

7.1. Preparación de librerías 

Para identificar la composición microbiana de los quesos analizados se prepararon 

librerías para secuenciación masiva en la plataforma Illumina MiSeq empleando la región 

V4 del gen del ARN ribosómico 16S como inserto. Estas librerías se prepararon mediante 

amplificación por PCR de nuestro gen diana.Todas las amplificaciones se realizaron en 

un termociclador iCycler 170-8720 (Bio-Rad), empleando la ADN polimerasa utilizada 

fue la polimerasa Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific™) y 

los oligonucleótidos utilizados fueron suministrados por StabVida y/o Metabion. 
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El proceso consistó en la construcción de librerías mediante un enfoque de 

amplificación de dos pasos. En la primera PCR se utilizaron los cebadores Mi_U515F 

(5´- TCGTC GGCAG CGTCA GATGT GTATA AGAGA CAGGT GCCAG CMGCC 

GCGGT AA -3´) y Mi_E786R (5´- GTCTC GTGGG CTCGG AGATG TGTAT AAGAG 

ACAGG GACTA CHVGG GTWTC TAAT -3´) que contenía las secuencias de cebadores 

de U515F y E786R dirigidos a la región V4 del gen 16S rRNA con extremos parciales de 

los adaptadores de Illumina, siguiendo la aproximación de Preheim y colaboradores 

(2013). La composición de la mezcla de PCR se muestra en la Tabla II.9.  

Tabla II.9. Composición general de la mezcla de la primera PCR de 

construcción de librerías V4. 

Compuesto  Cantidad o concentración  

Mix PCR (Phusion Flash High-Fidelity) 1x 

U515-F (3 µM)  0.3µM 

E786-R (3 µM)  0.3µM 

Agua  Hasta completar 25µl 

ADN (4 ng/µL)  100ng 

Volumen total  25 µL 

 

El producto de esta PCR se utilizó como molde para la segunda PCR donde se 

agregaron cebadores que contienen la secuencia completa de los adaptadores de Illumina, 

incluyendo un código de barras (index) específico de cada muestra, de forma que la 

combinación de los códigos de barras forward y reverso fue única para cada librería. De 

esta modo, el tamaño final de la construcción fue de 428 pb, de los cuales 292 pb se 

corresponden con el inserto de la región V4 amplificada.  

Las secuencias de los códigos de barras de los cebadores se encuentran en la Tabla 

II.10, la composición de la mezcla se recoge en la Tabla II.11, y las diferentes condiciones 

de PCR utilizadas para cada par de cebadores se muestran en la Tabla II.12. 

Finalmente, se determinó la concentración de cada una de las librerías mediante 

fluorescencia a través del sistema Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific™) 

para multiplexar las librerías con las mismas concentraciones ADN y minimizar así 

sesgos en el número de secuencias por muestra tras la secuenciación. 
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Tabla II.10. Secuencias de los adaptadores index  (Illumina, 2016).

Index 1 (i7)  Secuencia  Index 2 (i5)  Secuencia  

N701  TAAGGCGA  S501  TAGATCGC  

N702  CGTACTAG  S502  CTCTCTAT  

N703  AGGCAGAA  S503  TATCCTCT  

N704  TCCTGAGC  S504  AGAGTAGA  

N705  GGACTCCT      

N706  TAGGCATG      

N707  CTCTCTAC      

N708  CAGAGAGG      

N709  GCTACGCT       

 

Tabla II.11. Composición general de la mezcla de la segunda PCR. 

Compuesto  Concentración 

Mix PCR (Phusion Flash High-Fidelity) 1x 

N70(X)-F (3 µM)  0.4µM 

S50(X)-R (3 µM)  0,4 µM 

Agua  Hasta completar 25µl 

ADN  100ng 

Volumen total  25 µL 

 

Tabla II.12. Condiciones de PCR para cada par de cebadores. 

Condiciones PCR  U515-F/E786-R  N70(X)-F/s50(X)  

1)Desnaturalización inicial  98°C, 10 seg  98°C, 10 seg  

2) Desnaturalización  98°C, 1 seg  98°C, 1 seg  

3) Hibridación  52°C, 5 seg  55°C, 5 seg  

4) Extensión  72°C, 5 seg  72°C, 5 seg  

5)Números de ciclos (incluidos C1 a C3) 20  9  

6) Terminación  72°C, 1 min  72°C, 1 min  

 

7.2. Análisis de secuencias 

Tras la secuenciación de la comunidad bacteriana con Illumina, las secuencias 

obtenidas se analizaron mediante el paquete informático QIIME 2.0 (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) (Bolyen et al., 2019). QIIME implementa diversos 

flujos de trabajo habituales en el análisis de secuencias de diversidad microbiana 

obtenidas por secuenciación masiva, así como la realización de comparaciones de las 

muestras de estudio, análisis estadísticos y visualizaciones gráficas de los datos (Caporaso 

et al., 2012; Kuczynski et al., 2011). Este software “envuelve” los algoritmos y 
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herramientas producidos por investigadores en una única línea para el análisis de 

secuencias (Navas-Molina et al., 2013). Además, QIIME utiliza paquetes como IPython 

y R, lo que permite realizar análisis adicionales. 

En primer lugar, tras la secuenciación se eliminaron los cebadores a través del 

plugin cutadapt (Martin, 2011) con parámetros por defecto. Seguidamente se filtró por 

calidad en base a los Phred scores (Q) de cada posición, estableciendo una Q mínima de 

20, cortando hacia 3’ en la posición que se producía un descenso de calidad por debajo 

de este umbral.  

Posteriormente se unieron las lecturas pareadas y se agruparon las secuencias en 

ASVs (Amplicon Sequence Variants) mediante el plugin DADA2 (Callahan et al., 2016) 

implementado en QIIME2. DADA2 modela y corrige errores de secuenciación para 

inferir secuencias exactas sin agrupar por ningún umbral de similitud. Las secuencias 

representativas de los ASVs obtenidos se alinearon con mafft (Katoh et al., 2002) para 

posteriormente construir un árbol filogenético. Las secuencias representativas se anotaron 

taxonómicamente utilizando la base de datos de ARN riboómico SilvA (versión 138) con 

una similitud del 99 % (Quast et al., 2013), mediante el método classify-sklearn 

(Pedregosa et al., 2011). 

Finalmente se calcularon diversos índices de diversidad alfa, tales como riqueza 

de ASV, abundancia de especies (índice de Shannon) (Shannon, 1948) e índice de 

diversidad filogenética de Faith (Faith & Baker, 2006) utilizando la tabla de ASV 

rarificada a 17000 secuencias por muestra.  

8. Secuenciación  

Para obtener la secuencia de los distintos genes amplificados para el análisis 

MLSA se purificaron los productos de PCR mediante el kit “PCR clean up NucleoFast 

96 PCR” (Macherey-Nagel). Tras las correspondientes purificaciones, la secuenciación 

de los mismos se realizó mediante secuenciación de Sanger (Sanger et al., 1977) a través 

de la empresa StabVida (Universidad de Nova de Lisboa).  

Los productos de PCR obtenidos de la primera y segunda amplificación en el 

proceso de construcción de librerías, se purificaron mediante el "MEGAquick-spin™ 

Plus Total Fagment DNA Purificaction Kit" (iNtRON Biotechnology)  
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Para la secuenciación del genoma de la cepa MRR10-3 se utilizó el kit de 

preparación de librerías TruSeq DNA PCR-free (Illumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) 

con un tamaño de inserción de 350 pb secuenciado en Macrogen, Inc. (Seúl, República 

de Corea) con una plataforma HiSeq Illumina mediante secuenciación de extremos 

pareados de 2 × 101 pb de longitud de lectura. Para la secuenciación de los genomas de 

las cepas E. faecalis S-48 y UGRA10 se utilizó el kit de preparación de librerías TruSeq 

DNA PCR-free (Illumina, Inc., San Diego, CA, EE. UU.) con un tamaño de inserción de 

300 pb secuenciado por StabVida (Caparica, Portugal) con una plataforma HiSeq4000 

Illumina mediante secuenciación de extremos pareados de 2 × 150 pb de longitud de 

lectura. 

La secuenciación masiva de las librerías V4 del gen 16S se realizó mediante la 

plataforma MiSeq de Illumina. Para las secuenciaciones se utilizaron los cartuchos 

Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA), obteniendo lecturas 

pareadas de 2 x 300 pares de bases de longitud de lectura. La secuenciación de las 

muestras de los distintos experimentos se llevó a cabo en el Centro de Instrumentación 

Científica de la Universidad de Granada (CIC-UGR). Previamente, la integridad de las 

librerías se comprobó mediante la utilización de Bioanalyzer 2100 o D1000 ScreenTape 

(Agilent Technologies) para cuantificar con precisión el tamaño de los amplicones. 

9. Electroforesis en geles de agarosa 

La separación y visualización del ADN genómico y los productos de PCR, se llevó 

a cabo mediante electroforesis sumergida horizontal en gel de agarosa de baja 

electroendósmosis (Molecular Biology Grade, Bio-Rad), a una concentración variable 

entre 0,8-1% según el fragmento a resolver. El tampón de la electroforesis empleado fue 

TAE 1× (Tabla II.13). 

Tabla II.13. Composición del tampón de electroforesis TAE 1x. 

Tampon TAE (50×) 

Tris Base 242,0g 

Ácido acético 57,1ml 

EDTA-Na 0,5M, pH8 100ml 

Agua destilada Completar hasta 1L 
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Las muestras fueron mezcladas con solución de carga (1/10 de su volumen)(Tabla 

II.14 ) y fueron depositadas en los pocillos del gel, aplicándoles una corriente constante 

de hasta 85 V hasta que el indicador de frente llegó al borde del gel. 

Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue sumergido en una solución de 

bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) (0,5 μg/ml en agua destilada) durante 15 min. 

Posteriormente se lava en agua durante aproximadamente 20 min para eliminar el exceso 

de bromuro. Por último, el ADN se visualizó por exposición a la luz ultravioleta (302 nm) 

en un transiluminador (GelDoc Go Imaging System, Bio-Rad). 

Tabla II.14. Composición de la solución de carga. 

Solución de carga (10×) 

Glicerol  50% (v/v) 

TE (10 mM Tris-HCl pH 8; EDTA 1 mM pH 8)  49,75% (v/v) 

Azul de bromofenol  0,25% 

 

En algunos casos se utilizó el reactivo fluorescente no mutagénico EZ-VISION™. 

Este reactivo se suministró junto con el tampón de carga. Además de permitir visualizar 

las bandas de ADN de manera instantánea al exponer el gel de agarosa a iluminación UV, 

es una viable y segura alternativa al bromuro de etidio. 

Para conocer el tamaño aproximado de los ADNs presentes en las muestras 

sometidas a electroforesis, se utilizaron como patrones de tamaño molecular los 

fragmentos de restricción HindIII del fago λ (BioRad) y los marcadores 100 bp ladder y 

1 kbp ladder (Biotools). 

10. Análisis estadísticos 

Para comprobar el efecto de la presencia y producción de bacteriocinas en las 

comunidades y poblaciones se realizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM del 

inglés General Lineal Model), ejecutados en el programa Statistica 10.0 (StatSoft). Para 

las variables que siguieron una distribución gaussiana (prueba de normalidad de Shapiro-

Wilk, p > 0,05) se utilizaron pruebas paramétricas; para aquellas que no cumplían el 

principio de normalidad se utilizaron la prueba no paramétrica de Kluskal-Wallis. 

Adicionalmente, para determinar la relación entre entre variables, se empleó la 

correlación de Pearson. 
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Para la construcción de dendrogramas se utilizó el software Rstudio (RStudio 

Team, 2022), y diversos paquetes incluidos en el mismo como ComplexHeatmap (Gu 

et al., 2016), viridis (Garnier et al., 2021), Stats (R Core Team, 2021), dendextend (Galili, 

2015) RColorBrewer (Neuwirth, 2022). 

11. Búsqueda de homologías 

Para la búsqueda de similitudes entre secuencias aminoacídicas y nucleotídicas se 

utilizó el programa BLAST +, tanto en la interfaz web como en línea de comandos, y sus 

variantes tales como blastn (versión 2.12.0+) (Zhang et al., 2000) o blastp (versión 

2.12.0+) (Altschul et al., 1997) o tblastn (versión 2.12.0+) (Altschul et al., 1990). La 

construcción de bases de datos se realizó a través del comando makeblastdb (blast 

2.12.0+) (Camacho et al., 2009) igualmente implementado en BLAST+. 

Cuando la búsqueda de homologías se realizó entre contigs, éstas se realizaron y 

representaron gráficamente mediante el programa EasyFig (versión 2.1) (Sullivan et al., 

2011), el cual permite crear figuras de comparación lineal de múltiples loci genómicos 

con una interfaz gráfica de usuario fácil de usar. Igualmente se usó el software Artemis 

(versión 18.1.0) y Artemis Comparison Tool (ACT) (Carver et al., 2012), que también 

permiten visualizar de forma integrada diferentes tipos de conjuntos de datos HTS (High-

throughput sequencing) en el contexto de un genoma de referencia y su anotación 

correspondiente. 

Las bases de datos utilizadas como referencia fueron NCBI RefSeq (NCBI 

Reference Sequence Database) (O’Leary et al., 2016) para identificación de cepas y 

construcción de bases de datos; y BACTIBASE (Hammami et al., 2010), para la búsqueda 

de baceriocinas homólogas. 

12. Análisis filogenéticos 

Para llevar a cabo los correspondientes análisis filogenéticos, en primer lugar, se 

realizó una alineación de secuencia múltiple mediante el algoritmo clustalW (Thompson 

et al., 1994) incluido en MEGA-X (versión 10.1.8) (Kumar et al., 2018) o mediante 

Clustal Omega (Sievers et al., 2011) de EMBL-EBI (Madeira et al., 2022), utilizando de 

igual forma el algoritmo clustalW. Posteriormente se construyeron árboles filogenéticos 

de Máxima Verosimilitud igualmente con el programa MEGA-X (versión 10.1.8; nº de 

Replicaciones Bootstrap: 1000; modelo de evolución: Tamura-Nei) (Tamura & Nei, 
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1993). Para conjuntos de datos de mayor tamaño, se utilizó el software FastTree (versión 

2.1.11) (Price et al., 2010) que permite construir de igual forma árboles de máxima 

verosimilitud utilizando el modelo General Time Invariant (GTR).  

Para visualizar los árboles filogenéticos se utilizó la herramienta en línea 

Interactive Tree Of Life (iTOL; versión 6.5.8) (Letunic & Bork, 2021) que además de la 

visualización permite la anotación y gestión de árboles filogenéticos.  

13. Ensamblaje, anotación y análisis de genomas 

Cuando fue preciso el ensamblaje de genomas este se llevó a cabo de novo 

mediante el software SPAdes (versión 3.13) (Bankevich et al., 2012), que emplea grafos 

de De Bruijn sobre k-mers (k-mers empleados: 21-33-55-77) para el ensamblado. Para la 

anotación de genomas se utilizó el software Prokka (versión 1.12) (Seemann, 2014) que 

integra diversos recursos para la anotación de genomas, tales como: Prodigal (Hyatt et al., 

2010) para la anotación de secuencias codificantes de proteínas, RNAmmer (Lagesen 

et al., 2007) para genes ribosomales, ARAGORN (Laslett & Canback, 2004) para RNA 

de transferencia, SignalP (Teufel et al., 2022) para péptidos señal, o Infernal (Nawrocki 

& Eddy, 2013) para RNAs no codificantes. En el caso de ser necesario el cálculo del pan-

genoma, se utilizó el programa Roary (versión 3.11.2) (Page et al., 2015) para estimar la 

frecuencia de las distintas anotaciones en los diferentes genomas, así como un 

alineamiento multi-FASTA de todos los genes del core genome para su análisis 

filogenético. 

Para la realización del análisis funcional de genomas se utilizó el software 

InterProScan-5.60-92.0 (Paysan-Lafosse et al., 2023), que permite clasificar las proteínas 

en familias y predice dominios importantes. Este utiliza modelos predictivos, 

proporcionados por varias bases de datos diferentes. InterproScan genera términos de 

ontología de genes asociados a cada gen. Posteriormente, se utilizó la base de datos Gene 

Ontology (Ashburner et al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2021) para realizar un 

análisis funcional de los genes y sus productos.  

Por último, se buscaron diferentes características de los genomas como los posibles 

factores de virulencia utilizando la base de datos VFDB (del inglés Virulence Factor 

Database) con parámetros predeterminados (Liu et al., 2019). Los genes de resistencia a 

antibióticos utilizando el Identificador de Genes de Resistencia (RGI) disponible en la 

base de datos CARD (de sus siglas en inglés Comprehensive Antibiotic Resistance 
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Database) (McArthur et al., 2013). El software MobileElementFinder (versión 1.1.2) se 

empleó para encontrar elementos genéticos móviles (Johansson et al., 2021). Las 

secuencias de inserción se identificaron mediante el servicio web ISfinder (Siguier et al., 

2006). La presencia de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 

interespaciadas (CRISPR del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) se evaluó con la herramienta web CRISPR-Cas++ (Grissa et al., 2007), que 

clasifica las secuencias CRISPR , un nivel de evidencia, calificado de 1 a 4, donde 1 

incluye CRISPR pequeños y 2 a 4 se clasifican según la similitud de repetición y 

espaciador.  
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filiales, 93, 1040-1042. 

Grissa, I., Vergnaud, G., & Pourcel, C. (2007). CRISPRFinder: A web tool to identify clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats. Nucleic Acids Re-search, 35(Web 

Server issue), W52-57. https://doi.org/10.1093/nar/gkm360 

Gu, Z., Eils, R., & Schlesner, M. (2016). Complex heatmaps reveal patterns and correlations in 

multidimensional genomic data. Bioinformatics, 32(18), 2847-2849. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw313 

Hammami, R., Zouhir, A., Le Lay, C., Ben Hamida, J., & Fliss, I. (2010). BACTIBASE second 

release: A database and tool platform for bacteriocin characterization. BMC 

Microbiology, 10(1), 22. https://doi.org/10.1186/1471-2180-10-22 

Hanage, W. P., Fraser, C., & Spratt, B. G. (2006). Sequences, sequence clusters and bacterial 

species. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 

361(1475), 1917-1927. https://doi.org/10.1098/rstb.2006.1917 

Homan, W. L., Tribe, D., Poznanski, S., Li, M., Hogg, G., Spalburg, E., van Embden, J. D. A., 

& Willems, R. J. L. (2002). Multilocus Sequence Typing Scheme for Enterococcus 

faecium. Journal of Clinical Microbiology, 40(6), 1963-1971. 

https://doi.org/10.1128/JCM.40.6.1963-1971.2002 

Hyatt, D., Chen, G.-L., LoCascio, P. F., Land, M. L., Larimer, F. W., & Hauser, L. J. (2010). 

Prodigal: Prokaryotic gene recognition and translation initiation site identification. BMC 

Bioinformatics, 11(1), 119. https://doi.org/10.1186/1471-2105-11-119 

Illumina, Inc. (2016). Nextera DNA Library Prep Reference Guide. 

https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_nextera/next

eradna/nextera-dna-library-prep-reference-guide-15027987-01.pdf 

Johansson, M. H. K., Bortolaia, V., Tansirichaiya, S., Aarestrup, F. M., Roberts, A. P., & 

Petersen, T. N. (2021). Detection of mobile genetic elements associated with antibiotic 

resistance in Salmonella enterica using a newly developed web tool: 

MobileElementFinder. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 76(1), 101-109. 

https://doi.org/10.1093/jac/dkaa390 

Katoh, K., Misawa, K., Kuma, K., & Miyata, T. (2002). MAFFT: A novel method for rapid 

multiple sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research, 

30(14), 3059-3066. https://doi.org/10.1093/nar/gkf436 

Kuczynski, J., Stombaugh, J., Walters, W. A., González, A., Caporaso, J. G., & Knight, R. 

(2011). Using QIIME to analyze 16S rRNA gene sequences from microbial 

communities. Current Protocols in Bioinformatics, Chapter 10, 10.7.1-10.7.20. 

https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1007s36 

Kumar, S., Stecher, G., Li, M., Knyaz, C., & Tamura, K. (2018). MEGA X: Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis across Computing Platforms. Molecular Biology and 

Evolution, 35(6), 1547-1549. https://doi.org/10.1093/molbev/msy096 



CAPÍTULO II 

128 

Lagesen, K., Hallin, P., Rødland, E. A., Stærfeldt, H.-H., Rognes, T., & Ussery, D. W. (2007). 

RNAmmer: Consistent and rapid annotation of ribosomal RNA genes. Nucleic Acids 

Research, 35(9), 3100-3108. https://doi.org/10.1093/nar/gkm160 

Laslett, D., & Canback, B. (2004). ARAGORN, a program to detect tRNA genes and tmRNA 

genes in nucleotide sequences. Nucleic Acids Research, 32(1), 11-16. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkh152 

Letunic, I., & Bork, P. (2021). Interactive Tree Of Life (iTOL) v5: An online tool for 

phylogenetic tree display and annotation. Nucleic Acids Research, 49(W1), W293-

W296. https://doi.org/10.1093/nar/gkab301 

Linhart, C., & Shamir, R. (2007). Degenerate primer design: Theoretical analysis and the 

HYDEN program. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 402, 221-244. 

https://doi.org/10.1007/978-1-59745-528-2_11 

Liu, B., Zheng, D., Jin, Q., Chen, L., & Yang, J. (2019). VFDB 2019: A comparative 

pathogenomic platform with an interactive web interface. Nucleic Acids Research, 

47(D1), D687-D692. https://doi.org/10.1093/nar/gky1080 

Madeira, F., Pearce, M., Tivey, A. R. N., Basutkar, P., Lee, J., Edbali, O., Madhusoodanan, N., 

Kolesnikov, A., & Lopez, R. (2022). Search and sequence analysis tools services from 

EMBL-EBI in 2022. Nucleic Acids Research, 50(W1), W276-W279. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkac240 

Martin, M. (2011). Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing 

reads. EMBnet.Journal, 17(1), Art. 1. https://doi.org/10.14806/ej.17.1.200 

Martinez-Bueno, M., Galvez, A., Valdivia, E., & Maqueda, M. (1990). A transferable plasmid 

associated with AS-48 production in enterococcus faecalis. Journal of Bacteriology, 

172(5), 2817-2818. https://doi.org/10.1128/jb.172.5.2817-2818.1990 

Martínez-Bueno, M., Valdivia, E., Gálvez, A., Coyette, J., & Maqueda, M. (1998). Analysis of 

the gene cluster involved in production and immunity of the peptide antibiotic AS-48 in 

Enterococcus faecalis. Molecular Microbiology, 27(2), 347-358. 

https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.1998.00682.x 

Martín-Platero, A. M., Valdivia, E., Maqueda, M., & Martínez-Bueno, M. (2007). Fast, 

convenient, and economical method for isolating genomic DNA from lactic acid 

bacteria using a modification of the protein «salting-out» procedure. Analytical 

Biochemistry, 366(1), 102-104. https://doi.org/10.1016/j.ab.2007.03.010 

Martín-Platero, A. M., Valdivia, E., Ruiz-Rodríguez, M., Soler, J. J., Martín-Vivaldi, M., 

Maqueda, M., & Martínez-Bueno, M. (2006). Characterization of antimicrobial 

substances produced by Enterococcus faecalis MRR 10-3, isolated from the uropygial 

gland of the hoopoe (Upupa epops). Applied and Environmental Microbiology, 72(6), 

4245-4249. https://doi.org/10.1128/AEM.02940-05 

McArthur, A. G., Waglechner, N., Nizam, F., Yan, A., Azad, M. A., Baylay, A. J., Bhullar, K., 

Canova, M. J., De Pascale, G., Ejim, L., Kalan, L., King, A. M., Koteva, K., Morar, M., 

Mulvey, M. R., O’Brien, J. S., Pawlowski, A. C., Piddock, L. J. V., Spanogiannopoulos, 

P., … Wright, G. D. (2013). The Comprehensive Antibiotic Resistance Database. 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 57(7), 3348-3357. 

https://doi.org/10.1128/AAC.00419-13 

Nascimento, M., Sousa, A., Ramirez, M., Francisco, A. P., Carriço, J. A., & Vaz, C. (2017). 

PHYLOViZ 2.0: Providing scalable data integration and visualization for multiple 

phylogenetic inference methods. Bioinformatics, 33(1), 128-129. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw582 

Navas-Molina, J. A., Peralta-Sánchez, J. M., González, A., McMurdie, P. J., Vázquez-Baeza, 

Y., Xu, Z., Ursell, L. K., Lauber, C., Zhou, H., Song, S. J., Huntley, J., Ackermann, G. 

L., Berg-Lyons, D., Holmes, S., Caporaso, J. G., & Knight, R. (2013). Advancing our 

understanding of the human microbiome using QIIME. Methods in Enzymology, 531, 

371-444. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-407863-5.00019-8 

Nawrocki, E. P., & Eddy, S. R. (2013). Infernal 1.1: 100-fold faster RNA homology searches. 

Bioinformatics (Oxford, England), 29(22), 2933-2935. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btt509 



MATERIALES Y MÉTODOS 

129 

Neuwirth, E. (2022). RColorBrewer: ColorBrewer Palettes (1.1-3). https://CRAN.R-

project.org/package=RColorBrewer 

O’Leary, N. A., Wright, M. W., Brister, J. R., Ciufo, S., Haddad, D., McVeigh, R., Rajput, B., 

Robbertse, B., Smith-White, B., Ako-Adjei, D., Astashyn, A., Badretdin, A., Bao, Y., 

Blinkova, O., Brover, V., Chetvernin, V., Choi, J., Cox, E., Ermolaeva, O., … Pruitt, K. 

D. (2016). Reference sequence (RefSeq) database at NCBI: Current status, taxonomic 

expansion, and functional annotation. Nucleic Acids Research, 44(D1), D733-D745. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkv1189 

Page, A. J., Cummins, C. A., Hunt, M., Wong, V. K., Reuter, S., Holden, M. T. G., Fookes, M., 

Falush, D., Keane, J. A., & Parkhill, J. (2015). Roary: Rapid large-scale prokaryote pan 

genome analysis. Bioinformatics, 31(22), 3691-3693. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv421 

Paysan-Lafosse, T., Blum, M., Chuguransky, S., Grego, T., Pinto, B. L., Salazar, G. A., 

Bileschi, M. L., Bork, P., Bridge, A., Colwell, L., Gough, J., Haft, D. H., Letunić, I., 

Marchler-Bauer, A., Mi, H., Natale, D. A., Orengo, C. A., Pandurangan, A. P., Rivoire, 

C., … Bateman, A. (2023). InterPro in 2022. Nucleic Acids Research, 51(D1), D418-

D427. https://doi.org/10.1093/nar/gkac993 

Pedregosa, F., Varoquaux, G., Gramfort, A., Michel, V., Thirion, B., Grisel, O., Blondel, M., 

Prettenhofer, P., Weiss, R., Dubourg, V., Vanderplas, J., Passos, A., Cournapeau, D., 

Brucher, M., Perrot, M., & Duchesnay, É. (2011). Scikit-learn: Machine Learning in 

Python. The Journal of Machine Learning Research, 12(null), 2825-2830. 

Preheim, S. P., Perrotta, A. R., Martin-Platero, A. M., Gupta, A., & Alm, E. J. (2013). 

Distribution-Based Clustering: Using Ecology To Refine the Operational Taxonomic 

Unit. Applied and Environmental Microbiology, 79(21), 6593-6603. 

https://doi.org/10.1128/AEM.00342-13 

Price, M. N., Dehal, P. S., & Arkin, A. P. (2010). FastTree 2 – Approximately Maximum-

Likelihood Trees for Large Alignments. PLoS ONE, 5(3), e9490. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009490 

Quast, C., Pruesse, E., Yilmaz, P., Gerken, J., Schweer, T., Yarza, P., Peplies, J., & Glöckner, F. 

O. (2013). The SILVA ribosomal RNA gene database project: Improved data 

processing and web-based tools. Nucleic Acids Research, 41(D1), D590-D596. 

https://doi.org/10.1093/nar/gks1219 

R Core Team. (2021). R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation 

for Statistical Computing. https://www.R-project.org/ 

Robert C., E. (2010). Search and clustering orders of magnitude faster than BLAST. 

Bioinformatics, 26(19), 2460-2461. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq461 

RStudio Team. (2022). RStudio: Integrated Development Environment for R (4.1.2). RStudio, 

PBC. http://www.rstudio.com/ 

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-terminating 

inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America, 74(12), 5463-5467. 

Schlüter, H. (2000). Chapter 3—Reversed-Phase Chromatography. En M. Kastner (Ed.), 

Journal of Chromatography Library (Vol. 61, pp. 147-234). Elsevier. 

https://doi.org/10.1016/S0301-4770(08)60531-X 

Seemann, T. (2014). Prokka: Rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics (Oxford, 

England), 30(14), 2068-2069. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu153 

Shannon, C. E. (1948). A Mathematical Theory of Communication. Bell System Technical 

Journal, 27(3), 379-423. https://doi.org/10.1002/j.1538-7305.1948.tb01338.x 

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T. J., Karplus, K., Li, W., Lopez, R., McWilliam, H., 

Remmert, M., Söding, J., Thompson, J. D., & Higgins, D. G. (2011). Fast, scalable 

generation of high-quality protein multiple sequence alignments using Clustal Omega. 

Molecular Systems Biology, 7, 539. https://doi.org/10.1038/msb.2011.75 

Siguier, P., Perochon, J., Lestrade, L., Mahillon, J., & Chandler, M. (2006). ISfinder: The 

reference centre for bacterial insertion sequences. Nucleic Acids Research, 34(Database 

issue), D32-36. https://doi.org/10.1093/nar/gkj014 



CAPÍTULO II 

130 

Smoluch, M., Mielczarek, P., Drabik, A., & Silberring, J. (2016). 5—Online and Offline Sample 

Fractionation. En P. Ciborowski & J. Silberring (Eds.), Proteomic Profiling and 

Analytical Chemistry (Second Edition) (pp. 63-99). Elsevier. 

https://doi.org/10.1016/B978-0-444-63688-1.00005-7 

Sullivan, M. J., Petty, N. K., & Beatson, S. A. (2011). Easyfig: A genome comparison 

visualizer. Bioinformatics (Oxford, England), 27(7), 1009-1010. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr039 

Tamura, K., & Nei, M. (1993). Estimation of the number of nucleotide substitutions in the 

control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular Biology 

and Evolution, 10(3), 512-526. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a040023 

Teufel, F., Almagro Armenteros, J. J., Johansen, A. R., Gíslason, M. H., Pihl, S. I., Tsirigos, K. 

D., Winther, O., Brunak, S., von Heijne, G., & Nielsen, H. (2022). SignalP 6.0 predicts 

all five types of signal peptides using protein language models. Nature Biotechnology, 

40(7), Art. 7. https://doi.org/10.1038/s41587-021-01156-3 

Thompson, J. D., Higgins, D. G., & Gibson, T. J. (1994). CLUSTAL W: Improving the 

sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, 

position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, 

22(22), 4673-4680. 

Wirth, R., An, F. Y., & Clewell, D. B. (1986). Highly efficient protoplast transformation system 

for Streptococcus faecalis and a new Escherichia coli-S. faecalis shuttle vector. Journal 

of Bacteriology, 165(3), 831-836. https://doi.org/10.1128/jb.165.3.831-836.1986 

Zhang, Z., Schwartz, S., Wagner, L., & Miller, W. (2000). A greedy algorithm for aligning 

DNA sequences. Journal of Computational Biology: A Journal of Computational 

Molecular Cell Biology, 7(1-2), 203-214. https://doi.org/10.1089/10665270050081478 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III. Enterocin cross-resistance mediated 

by ABC transport systems 

 

 

Claudia Teso-Pérez1,*, Manuel Martínez-Bueno1, Juan Manuel Peralta-Sánchez1, Eva Valdivia1, 

Mercedes Maqueda1, M. Esther Fárez-Vidal2,3,* and Antonio M. Martín-Platero1,* 

 

1 Departamento de Microbiología, Universidad de Granada, Avda. Fuentenueva s/n, 18071 

Granada, Spain. 

2 Departamento de Bioquímica y Biología Molecular III e Inmunología, Facultad de Medicina, 

Universidad de Granada, 18016 Granada, Spain 

3 Instituto de Investigación Biomédica IBS, Granada, Complejo Hospitalario Universitario de 

Granada, Universidad de Granada, 18071 Granada, Spain 

 

Este capítulo ha sido publicado en Microorganisms 2021: 

Teso-Pérez, C.; Martínez-Bueno, M.; Peralta-Sánchez, J.M.; Valdivia, E.; Maqueda, M.; Fárez-

Vidal, M.E.; Martín-Platero, A.M. Enterocin Cross-Resistance Mediated by ABC Transport 

Systems.Microorganisms 2021, 9, 1411. https://doi.org/10.3390/ microorganisms9071411 

 





ENTEROCIN CROSS-RESISTANCE 

133 

Abstract 

In their struggle for life, bacteria frequently produce antagonistic substances 

against competitors. Antimicrobial peptides produced by bacteria (known as bacteriocins) 

are active against other bacteria, but harmless to their producer due to an associated 

immunity gene that prevents self-inhibition. However, knowledge of cross-resistance 

between different types of bacteriocin producer remains very limited. The immune 

function of certain bacteriocins produced by the Enterococcus genus (known as 

enterocins) is mediated by an ABC transporter. This is the case for enterocin AS-48, a 

gene cluster that includes two ABC transporter-like systems (Transporter-1 and 2) and an 

immunity protein. Transporter-2 in this cluster shows a high similarity to the ABC 

transporter-like system in MR10A and MR10B enterocin gene clusters. The aim of our 

study was to determine the possible role of this ABC transporter in cross-resistance 

between these two different types of enterocin. To this end, we designed different mutants 

(Tn5 derivative and deletion mutants) of the as-48 gene cluster in Enterococcus faecalis 

and cloned them into the pAM401 shuttle vector. Antimicrobial activity assays showed 

that enterocin AS-48 Transporter-2 is responsible for cross-resistance between AS-48 and 

MR10A/B enterocin producers and allowed identification of the MR10A/B immunity 

gene system. These findings open the way to the investigation of resistance beyond 

homologous bacteriocins. 

 

Keywords: enterocin; ABC transporter; bacteriocin immunity; MR10A/B; AS-48 
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1. Introduction 

Most bacteria live within complex microbial communities in which they must 

compete for biotic and abiotic resources to ensure their survival. This competition can be 

passive, when one strain harms another through resource consumption, or active, when 

strains damage each other through chemical warfare (antagonistic interaction) (Ghoul & 

Mitri, 2016). An important antagonistic mechanism in bacteria involves the production 

of antimicrobial peptides (bacteriocins), a widely observed phenomenon (Dobson et al., 

2012). Bacteriocin production has been observed in cyanobacteria (Wang et al., 2011), 

enterobacteria (Rebuffat, 2011), and lactic acid bacteria (LAB) (Zacharof & Lovitt, 

2012), among many other prokaryotes and Archaea. Bacteriocin production allows 

bacteria to improve the stability of their communities by competing against closely related 

bacterial species to establish a stable niche for the producer strain (Kommineni et al., 

2015). 

Bacteriocins are ribosomally synthesized antimicrobial peptides (Soltani et al., 

2020; Meade et al., 2020)that can have a broad spectrum of activity, as in the case of 

bacteriocins produced by Gram-positive bacteria such as bifidocin A (Liu et al., 2016), 

lacticin 3147 (Fallico et al., 2011), and nisin (Jozala et al., 2015). Bacteriocins are a 

heterogeneous group of peptides that vary in size, structure, mode of action, and/or target 

cell receptor (Dobson et al., 2012). These differences give rise to three classes of 

bacteriocins: class I, small (less than 10KDa) heat-stable peptides that undergo post-

translational modifications; class II, small (less than 10KDa) heat-stable, non-modified 

peptides; and class III, large thermolabile peptides (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Kumariya 

et al., 2019). 

Bacteriocin production involves the coordinated expression of several groups of 

genes distributed in one or more operons located either on the chromosome or on 

plasmids. Producers must carry their own immunity gene in the gene cluster to avoid self-

inhibition. Bacteriocin gene clusters usually include genes encoding (i) the bacteriocin 

structure; (ii) bacteriocin maturation and processing; (iii) bacteriocin transport and/or 

secretion; and (iv) self-immunity (Figure III.1) (Cintas et al., 2001; Dimov et al., 2005). 

Immunity mechanisms can involve a single small protein, a complex of proteins, a 

membrane-bound metalloprotease, multi-drug transporter proteins, or the combined 

action of a cognate immunity protein and ABC transporter (de Freire Bastos et al., 2015). 
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Figure III.1. Common bacteriocin-gene cluster organization. The general genetic 

organization for bacteriocin production involves four main types of genes: structural genes; 

genes involved in maturation, processing; genes involved in the transport, secretion of 

bacteriocin; and genes that confer self-immunity to the bacteriocin. 

One of the best-characterized enterocinogenic systems is the cyclic peptide AS-

48 (Class I) produced by Enterococcus faecalis (Maqueda et al., 2004). The as-48 gene 

cluster (Figure III.2a) is located in the conjugative plasmid pMB2 (Martinez-Bueno et al., 

1990) and comprises at least ten genes (as-48A, B, C, C1, D, D1, E, F, G and H); their 

transcriptional analysis revealed two polycistronic mRNAs that correspond to the 

expression of as-48ABC and as-48C1DD1EFGH operons, respectively (Maqueda et al., 

2004). This analysis also identified an internal PD1 promoter involved in the transcription 

of as-48D1EFGH genes (Cebrián et al., 2014). The structural gene as-48A encodes a 

protein of 105 amino acids, of which the first 35 constitute a signal peptide preceded by 

a strong promoter (PA) that also directs the expression of as-48BC genes, which are 

separated from the structural gene by a short but important inverted repeat (IR) (Cebrián 

et al., 2014; Maqueda et al., 2004). The as-48B gene encodes a protein that may 

participate in the biosynthetic machinery, as-48C appears to encode an accessory 

immunity protein, and as-48D1 encodes an immunity determinant protein (Martínez-

Bueno et al., 1998). This cluster also contains two ABC transporters: as-48C1D 

(Transporter-1), responsible for secretion of the enterocin, and as-48EFGH (Transporter-

2), which provides additional self-protection against the enterocin (Maqueda et al., 2004). 

This type of Transporter-2 has been described in bacteriocins that produce pores in the 

cytoplasmic membrane, removing the bacteriocin from producer cells and keeping the 

bacteriocin concentration in the cytoplasmic membrane below the critical level necessary 

for pore formation (Diaz et al., 2003). 

The as-48EFGH genes comprise an ABC transport system observed in a different 

class of bacteriocins such as enterocins L50A/B. These bacteriocins (L50A/B) are 
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frequent among enterococci (Toit et al., 2000; De Vuyst et al., 2003; Guerra et al., 2003; 

Ogaki et al., 2016), and several variants have been identified, including EntJ/I (Ruiz-

Barba et al., 2007), F58 (Achemchem et al., 2005), and MR10A/B (Martín-Platero et al., 

2006). Ruiz-Barba et al.(Ruiz-Barba et al., 2007) sequenced the plasmid pEF1 from 

Enterococcus faecium 6T1, which is responsible for ENT I/J production. In addition to 

the structural genes ent I/J, they described three additional downstream genes of unknown 

function that are virtually identical to L50 EFG and a set of genes similar to the As-

48EFGH ABC transport system in the as-48 gene cluster (Figure III.2b). 

Bacteria possess mechanisms to protect themselves from their own bacteriocins; 

for most bacteriocins, however, the mechanisms involved in immunity remain poorly 

understood (de Freire Bastos et al., 2015). Our group has observed cross-resistance 

between enterococcal strains carrying the as-48 gene cluster, and other bacteriocins such 

as MR10A/B (unpublished data). Cross-resistance arises in various situations: when the 

two cells have a common receptor for the antimicrobial substance, when the antimicrobial 

agent initiates a common pathway to cell death, or when they share a common route of 

access to their respective targets (Chapman, 2003). Evidence is emerging of cross-

resistance between bacteriocins (Gravesen et al., 2002; Kaur et al., 2013; Vignolo et al., 

2000) although cross-resistance has only been observed between closely related 

bacteriocins to date (Fimland et al., 2002; Oppegård et al., 2010), and nothing is known 

about cross-resistance between different classes of bacteriocins. Consequently, the aim 

of the present study was to elucidate the mechanisms underlying cross-resistance between 

different classes of antimicrobial peptides based on the AS-48 Transporter-2 system. The 

study hypothesis was that the ABC Transporter-2 system in the as-48 gene cluster could 

be responsible for cross-resistance with other classes of bacteriocins, bestowing this 

system with resistance beyond its own antimicrobial peptide. 

This study was designed to elucidate the role of the As-48EFGH ABC transporter 

in cross-resistance to the bacteriocins MR10A/B by analyzing the sensitivity to this 

bacteriocin of a collection of different mutants of the AS-48 bacteriocin gene cluster. In 

addition, analysis of the mr10A/B gene cluster revealed a degree of similarity between 

AS-48 Transporter-2 and MR10A/B ABC transporter.  
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2. Materials and Methods 

2.1. Bacterial Strains and Culture Media 

The bacterial collection used in the study encompasses 21 strains (Table III.1). E. 

faecalis MRR 10-3, A-48-32, and E. faecium F58 were grown on Trypticase Soy Agar 

(TSA) at 37 ºC. E. faecalis strains JH2-2 (pAM401) and JH2-2 (pAM401-81), and the set 

of Tn5 mutants were cultured in Trypticase Soy Broth (TSB) or TSA with 

chloramphenicol (20 µg/mL) to avoid plasmid curing during their growth 

Brain Heart Infusion Agar (BHA) and Mueller–Hinton Agar (MHA) were used 

for inhibition assays, buffering the media in 0.1 M sodium phosphate buffer at pH 6.9 to 

avoid interference from any inhibitory effect of organic acids produced in their 

fermentative metabolism. 

Mutant D1Pst1 was constructed by Pst I digestion of plasmid 401-81::Tn5D. A 

fragment of 14 kb was purified, religated, and used to transform E. faecalis JH2-2, as 

previously described (Martínez-Bueno et al., 1998). 

2.2. Inhibitory-Activity Assays 

The agar well diffusion method was used to follow the antimicrobial substance 

during the purification process (Abriouel et al., 2002; Balouiri et al., 2016). Briefly, 

stainless steel cylinders with outer diameter of 8 mm were placed on the agar plate surface 

and then overlayed with 6 mL of soft BHA inoculated with 2% of the indicator strain 

culture. After this overlay solidified, cylinders were removed, and 70 µL of the solution 

to be tested was introduced into the well. 

The drop-plating technique was also used to determine the sensitivity of the 

different mutants to the purified bacteriocin. Briefly, an overlay of soft BHA inoculated 

with a 2% indicator strain was poured onto the surface of the BHA plate. After this 

overlay solidified, 5 µL drops of the purified bacteriocin, two-fold diluted up to 1/16, 

were placed onto the plates. Inhibition halo diameters were measured after 24 h of 

incubation at 37 °C  
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Table III.1. Bacterial strains used in the present study. 

Strain ** Mutation Reference or Source a 

JH2-2 (pAM401-81) 

as-48ABCC1DD1EFGH gene 

cluster cloned in pAM401 

vector 

(Diaz et al., 2003) 

D1Pst1 (as-48DEFGH cloned 

from 401-81::Tn5D1 mutant) 
as-48D1EFGH This study  

JH2-2 (pAM401-81::Tn5D1-E) as-48ABCC1DD1*EFGH (Diaz et al., 2003) 

JH2-2 (pAM401-81::Tn5C) as-48ABC*C1DD1EFGH (Fernández et al., 2008) 

JH2-2 (pAM401-81::Tn5B) as-48AB*CC1DD1EFGH (Fernández et al., 2008) 

JH2-2 (pAM401-81:: 

as-48AB-) 
as-48CC1DD1EFGH (Diaz et al., 2003) 

JH2-2 (pAM401-52) as-48ABCC1DD1EF  

JH2-2 (pAM401-52::Tn5F) as-48ABCC1DD1EF* 
(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

JH2-2 (pAM401-52:: Tn5E) as-48ABCC1DD1E*F 
(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5D) as-48ABCC1D*D1EF 
(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5B-C) as-48AB*CC1DD1EF 
(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

JH2-2 (pAM401-52::Tn5B) as-48AB*CC1DD1EF 
(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

pAM401-58(pAM401-

52::as48A-) 
as-48BCC1DD1EF (Fernández et al., 2008) 

pAM401-64 
ABC transporter cloned into 

pAM401 as-48CC1DD1 

(Martínez-Bueno et al., 

1998) 

E. faecalis MRR10-3 Wild type 
(Martín-Platero et al., 

2006) 

E. faecium F58 Wild type (Achemchem et al., 2006) 

E. faecalis A-48-32 Wild type AS-48 producer 
(Martinez-Bueno et al., 

1990) 

JH2-2 (pAM401) Negative control (Wirth et al., 1986) 

L. innocua 4030  Wild type Indicator strain CECT 

E. faecalis S-47 Wild type Indicator strain (Gálvez et al., 1985) 

(*) Tn5 inserted in gene. (**) All species correspond to E. faecalis unless otherwise 

indicated. a CECT, Spanish Type Culture Collection. 

2.3. Bacteriocin Production and Purification 

Enterocins MR10A/B were purified from 1 L of buffered BHI inoculated with an 

overnight culture of MRR 10-3 strain and incubated at 37 ºC for 10 h. Bacteriocins were 

recovered by cation-exchange chromatography on carboxymethyl-Sephadex CM-25 

(Amersham). Active fractions were identified using Listeria innocua as indicator strain 

and concentrated through reversed-phase chromatography by hydrophobic interaction 

with a C18 column (Waters Corporation, Milford, MA, USA) (Martín-Platero et al., 

2006). Finally, active fractions from the column were lyophilized, dissolved in 1.5 mL of 

0.05% acetic acid, and stored at −20 ºC. By this procedure, the bacteriocin was 

concentrated up to 600× with respect to the initial culture concentration. 
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2.4. mr10A/B Gene Cluster Sequencing and Annotation, and Genetic Data 

The mr10A/B gene cluster (accession no. MW689545) was obtained from the 

partial sequencing of the E. faecalis MRR10-3 genome. The genome library was 

constructed using a TruSeq DNA PCR-free library preparation kit (Illumina, Inc., San 

Diego, CA) with an insert size of 350 bp sequenced at Macrogen, Inc. (Seoul, Republic 

of Korea) with a HiSeq Illumina platform by paired-end sequencing of 2 × 101 bp read 

lengths. The genomes were assembled with SPAdes 3.13 (Bankevich et al., 2012) and 

annotated with Prokka 1.13.3 (Seemann, 2014). 

When necessary, the function of mr10A/B cluster genes was assigned by searching 

for homologies with the protein sequence using BLASTP (version 2.11.0+) on an NCBI 

server with a non-redundant database. 

Homologies between mr10A/B, l50, and as-48 gene clusters were revealed by 

aligning in pairs using Blastn suit-2 sequences (Zhang et al., 2000). 

Comparisons between MR10A/B and AS-48 pump-forming proteins and between 

mr10A/B and l50 gene cluster proteins were performed by comparing pairs using Blastp 

suit-2 sequences (Altschul et al., 1997, 2005). 

2.5. Cluster Analyses 

Mutants were grouped according to their sensitivity to MR10A/B by performing 

K-means clustering in R (version 3.6.3) (R Core Team, 2020) using Rstudio (version 

1.1.447) (RStudio Team, 2016). First, K-means functioning was used to calculate the 

optimal number of clusters by the Elbow method. Next, the sensitivity of each group of 

mutants was exhibited in a heatmap, constructing a dendrogram by the complete-linkage 

method with ComplexHeatmap (Gu et al., 2016), viridis (Garnier et al., 2021), Stats (R 

Core Team, 2020), and dendextend (Galili, 2015) packages. 

3. Results 

3.1.  mr10A/B Gene Cluster 

The mr10A/B gene cluster is formed by at least 10 genes (mr10A, mr10B, mr10E1, 

mr10F1, mr10G1, mr10H1, as48E, as48F, as48G, mr10H) (Figure III.2c). Structural 

genes mr10A and mr10B encode two leaderless proteins of 134 and 131 amino acid 

residues, respectively. The putative gene mr10E1 encodes a Domain of Unknown 
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Function (DUF) protein family. The putative genes mr10F1 and mr10G1 also encode two 

proteins of unknown function (90 and 141 aa, respectively). The putative mr10H1 gene 

encodes a Pleckstrin Homology (PH) domain-containing protein (458 aa). Additionally, 

the mr10EFGH gene cluster constitutes an ABC transport system in which mr10E 

encodes a protein of 163 amino acid residues of unknown function, mr10F (406 aa) 

encodes an efflux Resistance-Nodulation-Division (RND) transporter periplasmic 

adaptor subunit, mr10G (227 aa) encodes an ATP-binding protein, and finally, mr10H 

encodes the ABC transporter permease. 

3.2. Homologies between the ABC Transporters 

Given the presence of the AS-48 ABC Transporter-2 in the mr10A/B gene cluster, 

the DNA coding sequences for AS-48 (accession no. Y12234 and AJ438950) and 

MR10A/B genes were compared to quantify their similarity. Blast alignment showed 

95.978% identity in the DNA region that includes the as-48EFGH genes. Individually, 

each protein of the ABC transporter showed a high similarity (>95%) except for As-48E 

and Mr10E, which evidenced 46% identity (Table III.2). 

Table III.2. Comparison between MR10A/B and AS-48 pump-

forming proteins.  The table represents the similarity observed 

between the ABC transporter proteins of MR10A/B and AS-48. 

As-48EFGH Percentage Identity (%)  Mr10EFGH 

As-48E 46.01 Mr10E 

As-48F 97.74 Mr10F 

As-48G 99.56 Mr10G 

As-48H 95.55 Mr10H 

 

In addition, the two gene clusters were compared to analyze differences between 

the homologous bacteriocins MR10A/B and L50A/B. Both gene clusters had 83% 

identity at DNA level, although there was an inversion in the structural genes (Figure 

III.3). High similarities (around 70–87%) were obtained in comparisons of the protein 

sequence of each individual gene (Supplementary Table SIII.1). However, the l50 gene 

cluster described by Ruiz-Barba et al. (Ruiz-Barba et al., 2007) (accession no. 

DQ198088.1) contains some additional genes. Nevertheless, the l50 gene cluster re-

annotated in RefSeq (accession no. NC_010880.1) matched our annotation of the 

mr10A/B gene cluster, showing the same percentage identity as previously obtained. 
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Figure III.2. Genetic organization of AS-48, MR10A/B and L50A/B enterocins.  (a) Ten identified 

open reading frames (ORFs) are depicted in the as-48 gene cluster , all running in the same direction: 

as-48A (dotted pattern) is the structural gene; as-48B (squared pattern) appears to be involved in 

biosynthetic machinery; as-48C (wavy pattern) may encode an auxiliary immunity protein; as-48C1 

(large dotted pattern) and as-48D (striped pattern) form the first pump involved in bacteriocin 

secretion; as-48D1 (black) encodes an immunity protein; as-48E (light orange), as-48F (dark orange), 

as-48G (light violet), and as-48H (dark violet) form a second pump constituted by an ABC transporter-

2 involved in self-immunity. (b) Gene cluster of L50A/B enterocins. A total of 13 identified ORFs 

(Ruiz-Barba et al., 2007) are depicted. l50A and l50B are the structural genes for enterocins (yellow 

and olive-green arrows), which are arranged in the opposite orientation to the remaining genes. orf4 

and orf5 (beige and green arrows) with unknown functions. L50E, L50F, and L50G (light blue, blue 

and pink arrows, respectively) may encode transporters of the ABC type orf9 and orf10 (maroon 

arrows) with unknown function. Finally, as-48E (light orange), as-48F (dark orange), as-48G (light 

violet), and as-48H (dark violet) constitute a second pump formed by an ABC transporter-2. (c) Gene 

cluster of MR10A/B enterocins. Ten identified ORFs are depicted, all running in the same direction. 

mr10A and mr10B (olive green and yellow arrows) are the structural genes for MR10A and MR10B 

enterocins; mr10E1 (light blue arrow) encodes a DUF (domain of unknown function) protein family; 

mr10F1 and mr10G1 (blue and pink arrows) encode two proteins of unknown function. mr10H1 gene 

(maroon arrow) encodes a PH domain-containing protein, and mr10E, mr10F, mr10G, and mr10H 

(light orange, dark orange, light violet, and dark violet arrows, respectively) represent a pump 

constituted by an ABC transporter. 
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Figure III.3. Homology between gene clusters of enterocins AS-48 (a), MR10A/B (b), and 

L50A/B (c).  The color scale represents the similarity between the different genes: light red and 

blue = 80% similarity, dark red and blue = up to 100% similarity; red corresponds to direct 

similarity and blue to inverse similarity. Homologies between mr10A/B and as-48 clusters appear 

in the last four genes corresponding to ABC Transporter-2. 

3.3. Mutant Sensitivity to Enterocins MR10A/B 

After MR10A/B bacteriocin purification and concentration, inhibitory assays 

were performed using several mutants of as-48 gene cluster as indicator strains. The 

inhibition halo around the colony was measured to determine the degree of sensitivity of 

each strain (Figure III.4 and Supplementary Figure SIII.1, Supplementary Table SIII.1 

and Supplementary Table SIII.2). 

Analysis of the sensitivity of AS-48 mutants to MR10A/B clusters yielded two 

well-differentiated phenotypic clusters: resistant and sensitive. The common 

characteristic of resistant mutants was that as-48EFGH genes, which encode ABC 

transporter-2, were intact. Resistance persisted even when other genes of cluster as-48 

were interrupted by Tn5. In fact, the resistance to bacteriocin was even maintained when 

all genes in the cluster were deleted except for as-48D1EFGH, as in the mutant D1Pst1 

(Figure III.4). Conversely, all sensitive strains evidenced a deletion of one or more as-

48EFGH genes. The main deletions involved as-48G and as-48H genes 
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Figure III.4. Sensitivity of AS-48 mutants to MR10A/B. Heatmap depicting the cluster analysis of 

mutant sensitivity against MR10A/B.  Two main clusters emerge: sensitive strains (yellow branches) and 

resistant strains (blue branches). The sensitive cluster includes all strains without a complete functional 

ABC Transporter-2, whereas the resistant cluster includes all strains with a complete functional ABC 

transporter-2. The dendrogram shows the sensitivity of the mutant strains (rows) to different concentrations 

of MR10A/B (columns). The color scale represents the millimeters of halo around the colony, from dark 

blue (absence of halo) to yellow (largest halo (15 mm)). The righthand side shows the gene cluster for each 

mutant: as-48A, dotted arrow; as-48B, squared arrow; as-48C, wavy arrow; as-48C, large, dotted arrow; 

as-48D, striped arrow; as-48D, black arrow; as-48E, light orange arrow; as-48F, dark orange arrow; as-

48G, light violet arrow; and as-48H, dark violet arrow. We used 401-81; MRR10-3 and A48-32 (wild 

phenotypes) served as positive controls and L. innocua, E. faecalis S-47, and E. faecalis 401 as negative 

controls (non-producers of AS-48 or MR10A/B). Tn5 is represented by a yellow triangle and an inactivated 

gene by a white arrow. 

4. Discussion 

Antimicrobial assays of MR10A/B enterocins against a mutant collection of the 

as-48 gene cluster showed that ABC transporters play a role in cross-resistance between 

bacteriocins of different classes. Although defined as antimicrobial peptides active 

against close relatives, a wide range of bacteriocins possess activity against more distantly 

related bacteria (Kommineni et al., 2015). In addition to the role of the resistance genes 

in self-immunity, the present results show that they can act against several types of 

antimicrobials and may therefore produce different degrees of resistance to both closely 

and distantly related bacteria. 
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Enterocins MR10A/B are variants of L50A/B (Martín-Platero et al., 2006), i.e., 

class II bacteriocins. A previous study only characterized the structural genes of 

MR10A/B (Martín-Platero et al., 2006), whereas the present investigation reveals the 

genetic composition of the whole mr10A/B gene cluster, which contains the following 10 

genes: two structural genes (mr10A and mr10B), corresponding to MR10A and MR10B 

enterocins; four genes (mr10E1, mr10F1, mr10G1, and mr10H1) with unknown function 

and four genes (mr10EFGH) that form an ABC transport system. Comparison between 

mr10A/B and the l50 gene clusters revealed the presence of two additional genes (orf4, 

orf5). In addition, mr10H1 appears split into the open reading frames (ORFs) orf9 and 

orf10 (Ruiz-Barba et al., 2007) (Figure III.3.), and each protein of these two ORFs has a 

similarity greater than 70% with our annotated protein Mr10H1. Nevertheless, our 

annotation fits the re-annotation of the l50 gene cluster included in RefSeq of the NCBI 

(Figure III.3). 

Bacteriocins constitute an active mechanism used by bacteria to antagonize 

competitors and promote their own survival (Todorov et al., 2019). Bacteriocins produced 

by LAB are important natural food preservatives and also act against bacterial pathogens, 

representing a viable alternative to antibiotics (Cotter et al., 2013). Several studies have 

demonstrated the possibility of cross-resistance between bacteriocins produced by closely 

related bacterial strains. Fimland et al. (Fimland et al., 2002) studied curvacin A, 

enterocin A and enterocin B, enterocin P, leucocins A and C, pediocin PA-1 and Sakacin 

P, which are classified as class II bacteriocins, and reported that a strain transformed with 

the specific immunity gene for one bacteriocin could show resistance to others in the same 

class. Oppengård et al. (Oppegård et al., 2010) studied the two-peptide bacteriocins 

lactococcin G and enterocin 1071, which are homologous and belong to the same Class 

(Class II); they found that Lactococcus sp. transformed with the enterocin 1071 immunity 

gene are protected against both enterocin 1071 and lactococcin G, whereas lactococci 

transformed with the lactococcin G immunity gene were not protected against enterocin 

1071. Neither of these immunity proteins protected the lactococci against the two-peptide 

bacteriocin plantaricin EF, a bacteriocin which is not homologous to lactococcin G or 

enterocin 1071 (Oppegård et al., 2010). 

In this study, cross-resistance was observed between MR10A/B and AS-48 

bacteriocins, which belong to different classes (Class II and I, respectively). 

Antimicrobial activity assays of our as-48 mutant collection against MR10A/B revealed 
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the functional role of ABC Transporter-2 (as-48EFGH) in this phenomenon. It was found 

that resistance was retained by mutants with a complete ABC transporter but not by those 

with absent or incomplete ABC transporter, which were sensitive to the enterocin. This 

finding suggests that the cross-resistance mechanism of AS-48 and MR10A/B producer 

strains is based on the presence of functional efflux pumps (ABC transport). The presence 

of these pumps in the bacterial membrane help to expel antibacterial substances before 

they reach their target, thereby providing immunity (Reygaert, 2018; Tenover, 2006). 

Furthermore, in addition to its own specific immunity protein, the ABC Transporter-2 

was found to provide the producer with resistance to other enterocins, even to those in a 

different bacteriocin class. Another explanation may be that AS-48 and MR10A/B share 

the following structural characteristics: i) a three-dimensional structure similar to a 

saposin-like fold or α-helical bundle (Towle & Vederas, 2017); ii) a hydrophobic core 

formed by the helices (typically 4 or 5), with an outer surface that is predominantly 

hydrophobic and has solvent-exposed tryptophan or tyrosine residues close to the N or C-

termini (Towle & Vederas, 2017). These characteristics may favor the recognition by 

ABC Transporter-2 of both peptides and their expulsion to the extracellular medium, 

conferring resistance. Nevertheless, we observed that the ABC transport present in the 

mr10A/B gene cluster confers lesser resistance to enterocin AS-48 (data not shown). 

The long misuse of antibiotics has increased the number of multidrug-resistant 

pathogens (Ventola, 2015), generating a high-priority health problem (WHO, 2015). 

Various alternatives to classic antibiotics are currently under study, including 

antimicrobial peptides of microbial origin (e.g., bacteriocins) or those from host cells (Lei 

et al., 2019). However, it is critical to examine the mechanisms and dynamics of 

resistance associated with an alternative approach. Unlike traditional antibiotics, 

antimicrobial peptides can interact with the microbial membrane by neutralizing the 

membrane charge and/or enter the cytoplasm of the cell, producing bacterial death (Lei 

et al., 2019). They can kill germs rapidly at low concentrations and have even proven 

effective against antibiotic-resistant strains (Lei et al., 2019). Their mechanisms of action 

involve multiple low-affinity targets rather than a single high-affinity target, which is the 

objective of antibiotics (Mahlapuu et al., 2016). For this reason, bacteriocins have been 

considered at low risk of developing resistance. However, in vivo and in vitro studies 

have reported that bacteria exposed to therapeutic antimicrobial peptides can select 

antimicrobial peptide-resistant strains (Dobson et al., 2013; Lofton et al., 2013; Saleh-
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Mghir et al., 2011). It is therefore crucial to determine potential patterns of cross-

resistance in order to predict cross-resistance between bacteriocins. This knowledge can 

also help to prevent bacterial cross-resistance to the microbicidal action of human 

antimicrobial peptides, on which the innate immune system depends. These results also 

have major implications for the modeling of production/resistance patterns in wild 

populations and open the way to investigating this cross-resistance in other antimicrobial 

peptide systems. 
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6. Supplementary material  

Supplementary Table SIII.1. Comparison between putative proteins of mr10 and l50 

gene clusters.Table shows similarity between the proteins of the mr10 cluster (MW689545) 

and the l50 cluster deposited in Refseq (accession no. NC_010880.1) and in Genbank 

(accession no. DQ198088.1). 

l50 cluster 

Refseq 

Per.Ident 

(%)  

mr10 

cluster 

Per.Ident 

(%) 

l50 cluster 

Genbank 

L50E  87.64%  Mr10E1  87.64%  L50E  

Orf7  74.44%  Mr10F1  74.44%  L50F  

Orf8  79.02%  Mr10G1  79.02%  L50G  

Orf9  77.60%  Mr10H1  77.60%  Orf9  

-  -  Mr10H1  74.09%  Orf10  

As-48E  73,62%  Mr10E  73,62%  As-48E  

As-48F  75.68%  Mr10F  75.68%  As-48F  

As-48G  92.51%  Mr10G  92.51%  As-48G  

As-48H  89.22%  Mr10H  89.22%  As-48H  

 

 

Supplementary Table SIII.2. Inhibition halo (expressed in mm) of each E. faecalis strain 

against different concentrations of MR10A/B bacteriocin. 

  4 µg 2 µg 1 µg 0.5 µg 0.25 µg 

(a) JH2-2 (pAM401) 14 12 11 10 8 

(b) pAM401-64 15 13 13 9 8 

(c) JH2-2(pAM401-52) 14 13 11 9 8 

(d) JH2-2(pAM401-52::Tn5F) 14 13 9 9 7 

(e) JH2-2(pAM401-52::Tn5B-C) 14 13 12 9 8 

(f) JH2-2(pAM401-52::Tn5D) 12 12 11 8 7 

(g) E.faecalis MRR10-3 8 8 7 5 3 

(h) E. faecalis A-48-32 10 10 7 4 2 

(i) JH2-2( pAM401-81) 8 7 6 3 0 

(j) D1Pst1 11 10 6 5 3 

(k) JH2-2 (pAM401-81:: as-48AB-) 11 9 6 4 0 

(l) JH2-2(pAM401-81::Tn5B) 10 8 7 3 0 
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Supplementary Figure SIII.1. Antibacterial activity assays.  (I) E. faecalis AS-48 strains without a 

functional AS-48 Transporter-2 against different concentrations of MR10A/B bacteriocin. (II) E. 

faecalis AS-48 strains with a functional AS-48 Transporter-2 against different concentrations of 

MR10A/B bacteriocin. Letters (a) to (l) represent each mutant: (a) JH2-2(pAM401), (b) JH2-

2(pAM401-52::Tn5F), (c) pAM401-64, (d) JH2-2(pAM401-52::Tn5B-C), (e) JH2-2( pAM401-52), (f) 

JH2-2(pAM401-52::Tn5D), (g) E.faecalis MRR10-3, (h) D1Pst1, (i) E. faecalis A-48-32, (j) JH2-

2(pAM401-81::as-48AB-), (k) JH2-2(pAM401-81) and (l) JH2-2(pAM401-81::Tn5B). Numbers 1 to 5 

represent amount of bacteriocin available in each spot, where: (1) 4 μg, (2) 2 μg, (3) 1 μg, (4) 0.5 μg 

and (5) 0.25 μg. (NC) Negative control (Bacteriocin dilution solution (acetic acid 0.05 %)).The size of 

each inhibition halo are shown in Supplementary Table SIII.2.  
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Abstract 

Microbes live within complex communities of interacting populations, either free-

living in waters and soils or symbionts of animals and plants. Their interactions include 

the production of antimicrobial peptides (bacteriocins) to antagonize competitors, and 

these producers must carry their own immunity gene for self-protection. Cross-resistance 

between different bacteriocins has been reported in ABC transporter-mediated immunity, 

but the spread of cross-resistance in wild populations has not been evaluated. The study 

aim was to determine whether the immunity or resistance genes of a bacteriocin spread 

further into multiple bacterial populations. The ABC transporter of the enterocin 

MR10A/B gene cluster of Enterococcus faecalis MRR10-3 served as cross-resistance 

model. Our group previously observed that this transporter participates in cross-resistance 

with enterocin AS-48, a different class of enterocin produced by E. faecalis S-48. The 

present study explored whether the homologous ABC transporter encoded by this gene 

cluster was associated with other bacteriocins or enterococcal populations. Thus, by 

screening the MR10A/B-ABC transporter in microbial genomes, and analyzing sequence 

homologies and distribution, we have mainly found: i) the MR10A/B-ABC transporter is 

associated to multiple enterocin gene clusters; ii) the enterocins associated to this 

transporter have in common a saposin-like fold; iii) the Mr10E component of the 

transporter is more conserved within its enterocin rather than its carrying species. Taking 

into account the presence of a common resistance system among different populations 

will be crucial to develop more precise models of production/resistance dynamics in the 

wild. Further research will have to investigate the specific evolutionary mechanisms 

involved in the transference of the immunity transporter. 

 

Keywords: Enterococcus, ABC transporter, cross-resistance, enterocin L50, enterocin 

AS-48, carnocyclin. 
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1. Introduction 

Microbes usually live in complex communities composed of numerous interacting 

populations (Whitman et al., 1998; Widder et al., 2016), and thousands of microbial 

species can be found in the human gut (Claesson et al., 2009) or in a single drop of water 

(Azam & Malfatti, 2007). A complex network of interactions drives the community 

structure in this crowded scenario (Martin-Platero et al., 2018), including antagonisms 

(Faust & Raes, 2012), which play a major role in shaping the balance between 

populations. In the case of human and animal symbionts, the nature of the population 

established is crucial to its effect on the host. In this way, the Gram-positive Enterococcus 

faecalis, a habitual component of the human microbiota (Lebreton et al., 2014) can have 

a positive (commensal) or negative (pathogenic) effect on the host according to the 

enterococcal population. Some strains can improve the health of the host (Krawczyk 

et al., 2021), but others are recognized as important opportunistic pathogens (Raven et al., 

2016) For instance, strains that produce cytolysin (an antimicrobial peptide) have been 

associated with greater hepatic damage in patients with alcoholic hepatitis (Duan et al., 

2019). 

The production of bacterial antimicrobial peptides (bacteriocins) is a common trait 

of enterococci (also referred to as enterocins) (Ness et al., 2014). These antimicrobials 

generally act against close relatives, although some show a wide antimicrobial spectrum 

(Jack et al., 1995) and may therefore play an important role in driving niche colonization 

by specific populations and in establishing the final community structure. In this way, 

enterocin-producing E. faecalis populations have been found to outcompete other 

enterococcal populations in colonizing mammal gut microbiota. Kommineni and 

coworkers (2015) reported that an E. faecalis producer of bacteriocin 21 (identical to AS-

48 enterocin) was able to replace indigenous enterococcal populations in mice. This 

competitive exclusion implies that indigenous populations are susceptible to the 

bacteriocin produced. However, elucidation of the population dynamics and 

production/resistance patterns among wild populations requires knowledge of patterns of 

resistance to bacteriocins, which is currently very limited. 

Bacteriocin producers must carry their own immunity gene to avoid self-inhibition 

(Riley & Wertz, 2002). It is usually grouped within the gene cluster for bacteriocin 
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production, located at chromosome, plasmid, or other mobile genetic elements (Kumariya 

et al., 2019). Various immunity mechanisms are involved in self-protection, such as 

specific membrane immunity proteins or proteases or multi-drug transporters (de Freire 

Bastos et al., 2015), including multi-component ATP-binding cassette (ABC) 

transporters, which form part of the immunity/resistance system in several bacteriocins. 

This is the case of circular bacteriocins (such as the aforementioned AS-48), in which the 

immunity plays a role in resistance, as well as the ABC transporter that expels the 

bacteriocin from the cell (van Belkum et al., 2011). Besides their producers, non-

producers can also display resistance to bacteriocins, which can be broadly classified as 

acquired or innate resistance. The latter is intrinsic to particular genera or species and is 

due to the presence of ‘orphan immunity genes’, bacteriocin degradation mechanisms D-

alanylation of teichoic acids of cell-wall, L-lysinylation of cell-membrane phospholipids, 

or the growth phase in which the bacteria are found (Cotter et al., 2013; Gradisteanu 

Pircalabioru et al., 2021; Kumariya et al., 2019). For its part, acquired resistance can be 

generated by the spontaneous mutation of associated genes involved in the expression of 

specific receptors, cell wall synthesis, transcriptional regulation or energy metabolism 

and transport, or by alteration in bacterial cell membrane hydrophobicity due to changes 

in its fatty acid composition or membrane receptors (Kumariya et al., 2019; Soltani et al., 

2020). Importantly, bacteria can not only be resistant but can also develop co-resistance 

and cross-resistance to one or two types of bacteriocins; however, there are few reports 

on this issue in the literature, and results have been contradictory. Co-resistance mainly 

appears when a producer strain is resistant to another bacteriocin of the same class, while 

cross-resistance takes place when a bacterial strain develops resistance to a different class 

of bacteriocin or to antibiotics (Soltani et al., 2020). However, the latter has largely been 

observed by experimental manipulation (Obolski et al., 2016), and little is known about 

cross-resistance in wild populations.  

Our group previously reported cross-resistance between E. faecalis MRR10-3 and 

E. faecalis A-48-32 (Teso-Pérez et al., 2021), which produce bacteriocins of distinct 

classes, i.e., enterocin MR10A/B (class II- not posttranslationally modified) and enterocin 

AS-48 (class I- posttranslationally modified), respectively. Both strains share a 

homologous ABC-type transport system (Mr10EFGH and As-48EFGH, respectively) 

involved in self-immunity and cross-resistance (Teso-Pérez et al., 2021). ABC 

transporters are widespread in multiple organisms and generally comprise four core 
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domains: two transmembrane domains (TMDs) and two hydrophilic and peripheral cores, 

where Walker A and Walker B motifs and the C-loop and the D-loop (two hallmarks of 

the transporters) are associated with the cytoplasmic surface of the membrane (Wilkens, 

2015). Periplasmic binding proteins are needed in some cases to confer affinity, 

specificity, and directionality to the ABC transporter, as well as peripheral or auxiliary 

proteins (Higgins, 2001). In the case of the ABC transporter share by both gene cluster, 

Mr10E and Mr10F components correspond, respectively, to the accessory protein and 

transmembrane permease domains of the ABC transporter, while Mr10G and Mr10H 

correspond to the ATP binding domain and permease, respectively. 

The aim of this study was to determine whether the ABC transporter involved in 

MRR10-3 and A-48-32 cross-resistance was widespread among wild populations. A 

search of the ABC transporter in public databases revealed its presence in multiple 

enterococcal populations, associated with different bacteriocins and enterococcal species 

and a low frequency of orphan strains. 

2. Material and methods 

2.1. Mr10EFGH ABC transporter screening.  

To analyze the distribution of the enterocin immunity Mr10EFGH ABC 

transporter, a search for its homologues was undertaken in public databases, first 

exploring taxa that might carry an ABC transporter homologous to Mr10EFGH. A search 

was also conducted for protein sequences encoded by mr10E, mr10F, mr10G, and mr10H 

belonging to the mr10 gene cluster (GenBank accession no. MW689545) at the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) using blastp (version 2.10.0+; Max target 

sequences: 1000; Expect threshold: 1e-6) (Altschul et al., 1997) among Enterococcus and 

non-Enterococcus species. Next, the full genetic context of ABC transporters was 

obtained by downloading all genomes from NCBI RefSeq (NCBI Reference Sequence 

Database) (06/04/2020) corresponding to the genera that showed a hit with any of the 

mr10EFGH genes. This procedure yielded 64116 genomes corresponding to 121 genera 

(Supplementary Table SIV.1), and a blast database of these genomes was created with 

makeblastdb (blast 2.10.1+) (Camacho et al., 2009) and used for further analysis. A 

search was then made for ABC transporter homologous to Mr10EFGH in our own 

genomic database by running a tblastn for each protein (2.10.1+; Expect threshold: 1e-6) 

(Altschul et al., 1997). False positives were minimized by considering only hits with more 
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than 40% identity and 70% coverage as positive (Rost, 1999), defining hits placed at the 

expected position and distance (+/-500 bp) in each genome as full ABC transporter, using 

the mr10 gene cluster as reference (Teso-Pérez et al., 2021). It was also determined 

whether the transporter was located at plasmid or chromosome by using PlasClass 

software to analyze its corresponding molecule/contig (Pellow et al., 2020). PlasClass 

uses four logistic regression models to classify sequences of different length and assigns 

class probabilities to each sequence. A sequence is classified as having a plasmid origin 

if the probability that it belongs to the plasmid class is > 0.5 (Pellow et al., 2020). 

2.2. Analysis of Mr10EFGH ABC transporter association with bacteriocin 

structural genes. 

A search was conducted of bacteriocin structural genes in our genomic database 

to determine whether the mr10EFGH ABC transporter belonged to a genetic cluster 

involved in bacteriocin production. For this purpose, tblastn (version 2.10.1+) was run 

(Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009) with a 10-6 e-value threshold to search for 

the bacteriocins of the BACTIBASE database (Zouhir et al., 2010) plus a bacteriocin 

showing hits in a previous analysis (GenBank accession no. WP_002368637.1) with our 

previously generated genomic database. False positives were again minimized by 

defining only hits with more than 40% identity and 70% coverage as positive (Rost, 

1999). When several hits were obtained at the same position, the hit with highest 

percentage identity was considered. Finally, the mr10EFGH ABC transporter was 

considered part of a bacteriocinogenic gene cluster when the bacteriocin structural gene 

was at the expected distance from the transporter (+/- 500 bp), using mr10A/B (GenBank 

accession no. MW689545), as-48 (GenBank accession no. Y12234 and AJ438950), and 

cclA (GenBank accession no. NZ_AYLU01000046.1) gene clusters as references.  

2.3. Comparative genomic analysis of the Mr10EFGH ABC transporter genetic 

context 

The level of synteny up- and down-stream from the transporter was studied by 

comparing a region of 10,000 bp containing the mr10EFGH transporter using easyfig 

software (version 2.1) (Sullivan et al., 2011) between different groups of transporter-

carrying strains.   
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2.4. Phylogenetic analysis 

The relationship between transporters observed in different genomic scenarios 

was studied by phylogenetic analysis of the transporter and corresponding populations. 

To this end, a phylogenetic tree was constructed with each gene independently (i.e., 

mr10E, mr10F, mr10G, and mr10H) and with the full transporter, using the concatenated 

alignment of each individual gene. Each multiple sequence was aligned by applying the 

clustalW algorithm in MEGA-X (version 10.1.8) (Kumar et al., 2018). In all cases, a 

maximum likelihood tree was constructed with MEGA-X (version 10.1.8; Nº Bootstrap 

Replications: 1000; Tamura-Nei model).  

The mobility of the transporter was examined by constructing a phylogenetic tree 

of the enterococcal populations carrying the transporter. First, all genomes that hit with 

each transporter protein independently were annotated, using Prokka (version 1.12) 

(Seemann, 2014). Next, the pangenome was calculated using Roary software (version 

3.11.2) (Page et al., 2015), which generates a multi-FASTA alignment of all core genes 

that are then used to construct the phylogenetic tree with MEGA-X software. 

2.5. Protein specificity 

The protein specificity of each Mr10EFGH transporter protein was determined by 

cluster analysis. An identity matrix was first generated by multiple sequence alignment 

using Clustal Omega (Sievers et al., 2011) and then converted into a distance matrix using 

R software (version 4.1.2) embedded in Rstudio software (R Core Team, 2021). A 

dendrogram was constructed using the hclust function (“complete” method) from the stats 

package (R Core Team, 2021). RColorBrewer (Neuwirth, 2022) and dendextend (Galili, 

2015) packages were also used.  

3. Results 

3.1. Mr10EFGH ABC transporter taxonomic distribution  

The Mr10EFGH ABC transporter involved in MR10A/B self-immunity proved to 

be specific to the genus Enterococcus, especially to E. faecalis and Enterococcus faecium. 

Homologous genes for each of the four transporter components appear in a wide range of 

genera, although most of this range is attributable to the wide distribution of Mr10G and 

Mr10H. The taxonomic range of Mr10E is narrower, limited to the genus Enterococcus 

alone, although fine-grained screening to maximize true positives (with >40% identity 
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and >70% coverage) identified homologous proteins to this transporter in 14 genera 

(Table IV.1). However, only Enterococcus showed complete ABC transporters 

homologous to Mr10EFGH (Table IV.1) when each transporter component was checked 

against its expected position. The full transporter was solely found in E. faecalis (x29), 

E. faecium (x47), E. durans (x2), E. phoeniculicola (x3), E. hirae (x1), and Enterococcus 

sp. (x3).  

Table IV.1. Genera with proteins homologous to each component of the Mr10EFGH transporter. 

Genus Mr10E Mr10F Mr10G Mr10H 

Complete 

ABC 

transporter  

Alkalibacterium 0 0 0 1 0 

Carnobacterium 0 2 8 3 0 

Clostridioides 0 0 8 2 0 

Desemzia 0 0 0 1 0 

Floricoccus 0 2 2 2 0 

Garciella 0 0 0 2 0 

Granulicatella 0 0 0 1 0 

Lactobacillus 0 0 0 12 0 

Lactococcus 0 1 1 10 0 

Marinilactibacillus 0 0 0 6 0 

Sedimentibacter 0 0 2 1 0 

Streptococcus 0 1 2 1 0 

Trichococcus 0 0 20 13 0 

Enterococcus 85 130 756 390 85 

 

3.2. Mr10EFGH ABC transporter genomic distribution  

The mr10EFGH ABC transporter involved in MR10A/B self-immunity was found 

to be widespread among E. faecalis and E. faecium (Table IV.1; Figure IV.1), although it 

showed specific variations according to the carrier species and genetic context. The 

reference transporter was from E. faecalis within the mr10A/B gene cluster for the 

production of enterocins MR10A/B, but it was associated with three other types of 

bacteriocins (i.e., AS-48, uberolysin/circularin family circular bacteriocin, and 

carnocyclin A) and even with orphans of any bacteriocin structural gene (Figure IV.2). 
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Figure IV.1. Mr10EFGH transporter phylogenetic tree.  The image represents the 

phylogenetic tree of the ABC transporter of the mr10A/B gene cluster. From left to right, the first 

annotation bar represents the bacteriocin associated with MR10A/B transporter. Three cases can 

be observed: the orphan MR10A/B transporter in bacteriocin (light-blue), associated with 

circular bacteriocins (gray) or associated with leaderless bacteriocins (pink). The second bar 

represents the plasmid (violet) or chromosome (green) position of the contig in the genome. The 

color of branches represents the species associated with each case. The majority species with this 

transporter are E. faecalis (light-green) and E. faecium (violet), although it also appears in E. 

phoeniculicola (orange), E. hirae (light-yellow), E. durans (red), and Enterococcus sp. (light-

pink). The gray dot located on the branches of the tree represents the bootstrap value (represented 

values between 80-100%). 
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These other bacteriocins are class I circular bacteriocins, whereas MR10A/B and 

MR10-like bacteriocins are class II leaderless bacteriocins. Within each bacteriocin type, 

its corresponding gene cluster was conserved, but only the MREFGH transporter was 

shared between them (Figure IV.2 and Figure IV.3). 

Therefore, this transporter did not show a strong conservation of its genetic 

context either up- or down-stream. Solely gene clusters for bacteriocin production of the 

same type were conserved (Figure IV.3).  

 

 

Figure IV.2. Comparison between different bacteriocin gene clusters.  The figure shows the homologies 

found when comparing contigs from different species that contain the mr10EFGH transporter associated 

with the structural genes of enterocins MR10A/B (yellow and gold arrows), AS-48 (green arrow), 

carnocyclin A (gray arrow), uberolysin enterocins family (blue arrow) and orphan in bacteriocins. 

Similarities are conserved only at the ABC transporter level. 
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Figure IV.3. Comparison between contigs containing the transporter Mr10EFGH associated with the 

same bacteriocin.  Panel A shows the comparison between contigs that contain the ABC transporter 

associated with structural genes of uberolysin enterocins family (blue arrow). Panel B shows the similarity 

between contigs that contain the ABC transporter associated with structural genes of MR10A/B enterocins 

(yellow and gold arrows). In both cases, the homologies are maintained at gene cluster level. The similarity 

varies between 63% (light-red) and 100% (dark-red). 
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However, the level of variation was considerably higher in E. faecalis than in E. 

faecium. While the transporter was associated with four different bacteriocins in E. 

faecalis, it was solely associated with MR10-like bacteriocins in E. faecium (Figure IV.2). 

Besides, there were a few cases of orphan transporters in both species. In some cases, 

these orphan genomes were the result of incomplete contigs, e.g., NZ_LWHF01000045.1 

(Enterococcus faecium strain 17OM39), NZ_PKMN01000041.1 (Enterococcus faecalis 

strain EN788) or NZ_LDND01000117.1 (Enterococcus faecium strain KACC15711); 

however, they were evident orphan transporters in some cases, i.e., GenBank accession 

no. NZ_CABHDR010000049.1 (Enterococcus faecium strain 4928STDY7387731), 

GenBank accession no. NZ_KE352861.1 (Enterococcus faecalis LA3B-2 Scaffold63), or 

GenBank accession no. NZ_KB946329.1 (Enterococcus phoeniculicola ATCC BAA-

412 acvKl-supercont1.7). In addition, the transporter is placed at both chromosomes and 

plasmids in these cases, whereas it is only observed at plasmids in E. faecium and there 

is no specific pattern of placement in E. faecalis (Figure IV.1).  

3.3. Molecular evolution of the Mr10EFGH ABC transporter  

Besides the differential distribution of the mr10EFGH ABC transporter, each 

transporter component showed different amino acid sequences according to the 

bacteriocin structural gene or the bacterial species. Specifically, the primary sequence of 

the Mr10E was constrained by its associated bacteriocin, while Mr10F, Mr10G, and 

Mr10H were more conserved within each enterococcal species (Figure IV.4). In other 

words, Mr10E was more similar between those in the same bacteriocin, while Mr10F, 

Mr10G, and Mr10H were more similar between the same enterococcal species, 

independently of the associated enterocin. Hence, Mr10F, Mr10G, and Mr10H 

phylogenies agree with the enterococcal taxonomy, while Mr10E agrees with the 

phylogeny of the enterocin structural gene (Figure IV.4).  
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Figure IV.4. Protein similarity between the different carriers of Mr10E (A) and Mr10F(B) 

proteins.The color of the branches represents the bacteriocin associated with each ABC transporter: light 

blue = enterocins MR10A/B, darkblue = uberolysin, yellow = carnocyclin A, and orange = AS-48. The 

color bar represents the strain corresponding to each contig: light-green = E.faecalis, violet = E.faecium, 

red = E.durans, yellow = E.hirae, and pink = Enterococcus sp. Mr10E shows greater similarities with those 

associated with the same bacteriocin, while Mr10F shows higher similarities with those from the same 

species. 

At any rate, a differential evolutionary history from the enterococcal population 

is observed for each component of the ABC transporter and for the complete enterocin 

gene cluster, as shown by the discrepancies between genome and transporter phylogenies 

(Figure IV.5). Indeed, although there are some clades enriched in some enterocins, neither 

the enterocins nor the transporter form monophyletic clades (Figure IV.6). This implies 

that there is no common ancestor that includes all of the same bacteriocins. 
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Figure IV.5. Tanglegram between genomes carrying the Mr10EFGH transporter and their mr10E 

gene.  Maximum-likelihood phylogenetic tree of the core genomes (left) and mr10E gene (right). The color 

of the branches represents the species: violet = E. faecium, light-green = E. faecalis, orange = E. 

phoeniculicola, light-yellow = E. hirae, red = E. durans, and light-pink = Enterococcus sp. The color of 

the connecting lines represents the bacteriocin associated with the Mr10EFGH transporter: pink = 

enterocins MR10A/B, gray = circular bacteriocins, and blue = orphan transporter in bacteriocins. 
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Figure IV.6. Maximum-likelihood phylogenetic tree of the core genomes from strains carrying the 

Mr10EFGH transporter.  The outer bar represent the bacteriocin associated with the Mr10EFGH 

transporter; pink = enterocins MR10A/B enterocins, gray = circular bacteriocins, and blue = orphan ABC 

transporter. The gray dot located on the branches of the tree represents the bootstrap value (represented 

values between 80-100%). 

4. Discussion 

This study of the distribution of the mr10EFGH ABC transporter reveals some 

degree of modularity on the immunity genes associated with bacteriocin production. This 

transporter, involved in MR10A/B immunity/resistance, was found to be widespread 

among different bacteriocins and species. Accordingly, bacteriocinogenic strains with 

this transporter could share a common immunity system and generate a cross-resistance 

group of enterococcal populations. However, this group would be characterized by 

varying degrees of resistance among populations as a function of the enterocin structural 

gene and transporter specificity.  
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ABC transporters play multiple biological roles in numerous organisms and are 

classified in three main groups according to their involvement in the import of nutrients 

through the cellular membrane, mRNA translation and DNA repair, and the export or 

secretion of various molecules, including toxins (Davidson et al., 2008). This last function 

explains the frequent presence of ABC transporters as immunity genes in several 

bacteriocins. This is the case of the Mr10EFGH ABC transporter associated with the 

enterocins MR10A/B, which is also found in AS-48 producers and is involved in their 

cross-resistance (Teso-Pérez et al., 2021). According to the present findings, this 

transporter is also shared by other bacteriocins of the uberolysin/carnocyclin family and 

by some orphan strains of the enterocin structural gene (Figure IV.1). Hence, sharing the 

immunity transporter among different bacteriocins may produce cross-resistance groups 

that could recognize and resist other groups to some degree. This cross-resistance group 

of enterococcal populations might share some structural characteristics that facilitate 

recognition of the shared ABC transporter, including: a saposin-like protein domain 

(Towle & Vederas, 2017); a hydrophobic core of 4-5 α-helices with predominantly 

hydrophobic outer surface; and solvent-exposed tryptophan or tyrosine residues close to 

the N or C-termini (Towle & Vederas, 2017). In their study of structure of enterocins 7A 

and 7B, homologous to MR10A and MR10B, Lohans et al., 2013 highlighted the 

resemblance of these enterocins to carnocyclin A (within the uberolysin/carnocyclin 

family). The question therefore arises whether other bacteriocins that share specific 

domains could also share a common immunity gene to form other cross-resistance groups.  

The cross-resistance group of enterococcal populations includes E. faecalis, E. 

hirae, E. faecium, E. durans, Enterococcus sp., and E. phoeniculicola. Hence, besides its 

mobilization between different enterocin gene clusters, this transporter must have been 

mobilized between different species. Bacteriocin gene clusters are frequently plasmidic 

and therefore inherently mobile (Riley & Wertz, 2002), but they have been also mobilized 

at chromosomes. For instance, the gene cluster of enterocin MR10 is chromosomal, 

whereas the homologous gene cluster of enterocin L50 is plasmidic (Martín-Platero et al., 

2006; Teso-Pérez et al., 2021). Furthermore, MR10 is produced by E. faecalis but L50 by 

E. faecium (Martín-Platero et al., 2006; Teso-Pérez et al., 2021). The fact that the 

transporter in E. faecium appears solely in plasmids, is associated with only one 

bacteriocin, and has more phylogenetically coherent carrying strains in comparison to E. 

faecalis (Figure IV.6) indicates that it may have acquired the transporter more recently. 
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However, it should be noted that not only whole gene clusters but also the immunity gene 

alone can be mobilized, as evidenced by its presence in distinct bacteriocins and in some 

orphan strains. Recombination is a frequent mechanism for shaping enterococcal genome 

composition (Zhong et al., 2017), and genetic exchange between strains of enterococci is 

responsible for their wide genomic diversity (Santagati et al., 2012). This genetic transfer 

is attributable to the presence of phages, plasmids, pathogenicity islands (PAI), and 

conjugative elements in the genome of enterococci (Santagati et al., 2012). In fact, up to 

25% and 38% of the genomes of E. faecalis and E. faecium, respectively, are acquired 

elements (Lam et al., 2012; Willems et al., 2011). This set of mobile genetic elements, 

known as mobiloma, contributes to the plasticity of the genome and to the dissemination 

of antibiotic resistance and pathogenicity genes (Paulsen et al., 2003). This last effect is 

especially important in relation to E. faecium, because antimicrobial resistance genes 

acquired by horizontal gene transfer are the main drivers of their selection and 

dissemination in the hospital setting (Cattoir, 2022). Hence, resistance to these 

antimicrobial peptides in enterococcal populations can spread beyond enterocin 

producers, and some orphan transporters are also identified, with important implications 

for the modeling of resistance dynamics in wild populations. The rock-paper-scissors 

model is frequently used to explain the dynamics between bacteriocin producers, 

resistant, and susceptible populations (Riley & Wertz, 2002); however, this model has 

mainly been established by the mutagenesis of different populations (Kerr et al., 2002). 

As well as mutagenesis, the present study shows that resistance can be transmitted without 

bacteriocin production in wild populations. The scenario is more complex, however, 

because differences in specificity between structural and immunity genes (see below) 

could generate populations with distinct degrees of resistance. Future competition 

experiments with these differential populations are needed to elucidate the dynamics of 

producers, resistant, and susceptible populations within wild microbial communities.  

Besides the variation in the transporter among enterococcal populations, each 

ABC transporter component shows a different specificity. The components Mr10G and 

Mr10H correspond to the ATP binding domain and permease, respectively, which are the 

most conserved components of the different ABC transporters (Wilkens, 2015). This 

explains why Mr10G and Mr10H were found in several species, whereas Mr10E and 

Mr10F were only observed in Enterococcus (Table IV.1). Mr10E and Mr10F components 

correspond, respectively, to the accessory protein and transmembrane permease domains 
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of the ABC transporter. The function of Mr10E remains unknown, but it is known to 

contain four transmembrane α-helices (Maqueda et al., 2008). Mr10F displays similarities 

with the efflux Resistance-Nodulation-Division transporter periplasmic adaptor subunit 

(Teso-Pérez et al., 2021). It is typical of Gram-negatives, facilitating the transport of 

various substrates through the outer membrane, but it has also been found in Gram-

positives, although its function is not clear. Mr10E and Mr10F were therefore found in a 

much narrower range of bacteria, i.e., specific enterococcal populations (Table IV.1), 

although Mr10F, Mr10G, and Mr10H were well conserved within each enterococcal 

species, suggesting a more specific interaction with other cell features. In contrast, Mr10E 

was more conserved within the same enterocin gene cluster, regardless of the producer 

species (Figure IV.4 and Figure IV.5). Although transporters equivalent to that of 

Mr10EFGH have been found in other bacteriocin clusters, the function of Mr10E protein 

has not been established, as noted above. The present results point to a direct interaction 

between the bacteriocin and the Mr10E component of the transporter, ultimately 

producing the specificity of the resistance. This specific interaction might play an 

important role in the previously observed differential susceptibility pattern between 

MR10 and AS-48, given the difference in Mr10E between them (i.e., a 46% identity). 

5. Conclusions 

A balanced and stable microbiota is key to the health of hosts and functioning of 

the ecosystem, and dysbiosis is increasingly associated with multiple diseases. Many 

different interactions take place in microbial communities, with antagonistic interactions 

playing a major role. An understanding of the rules governing microbial assembly and 

dynamics is therefore crucial for constructing precise models of microbial dynamics and 

evolution. This shows that resistance to specific enterocins may be widespread among 

different antimicrobial producers that share certain attributes, potentially generating 

cross-resistance groups that could be involved in population stability within the microbial 

community. Furthermore, the immunity gene can be transmitted independently of the 

associated antimicrobial peptide, increasing the risk of antimicrobial resistance under 

high selective pressure. Bacteriocins are used as food preservatives and are under 

investigation as an alternative to antibiotics, and knowledge of their production/resistance 

patterns is crucial to predict resistance dynamics in their administration.   
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7. Supplementary material  

Supplementary Table SIV.1. Bacterial genomes downloaded from NCBI.  The table represents the 

bacterial genera that hit any of the four proteins of the Mr10EFGH transporter. 

Genus Genomes 

Acetobacterium 14 

Acidaminobacter 1 

Acidiferrobacter 5 

Acidobacterium 59 

Aeribacillus 7 

Aerococcus 69 

Alkalibacterium 12 

Alkaliphilus 6 

Allofustis 1 

Alloiococcus 2 

Aminiphilus  1 

Anabaena 9 

Anaerofustis 4 

Anaerolinea 2 

Anaerosalibacter 4 

Asaccharospora 1 

Atopobacter 2 

Bacillus 4808 

Bacterium_CH2-D8-79 1 

Bacteroides 1112 

Bifidobacterium 1036 

Caldicellulosiruptor 36 

Caloranaerobacter 5 

Calothix 16 

Campylobacter 3302 

Carboxydothermus 4 

Carnobacterium 94 

Catonella 1 

Cetobacterium 5 

Chlamydia 370 

Chloroflexus 6 

Cylindrospermum  4 

Clostridioides 1864 

Corallococcus 32 

Corynebacterium 968 

Curvibacter 5 

Dendrosporobacter  1 

Desemzia  1 

Desnuesiella 1 

Desulfofarcimen 6 
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Genus Genomes 

Desulfofundulus 6 

Dolosicoccus 3 

Dolosigranulum 14 

Dorea 69 

Enterococcus 3997 

Eremococcus 2 

Erwinia 194 

Eubacterium 79 

Finegoldia 27 

Fischerella 41 

Flacklamia 13 

Floricoccus 2 

Fusobacterium 183 

Garciella 4 

Gardnerella 102 

Geobacter 26 

Geomicrobium 4 

Globicatella 4 

Granulicatella 10 

Hydrogenobacter 3 

Ignavigranum  1 

Lachnoclostridium 20 

Lachnospira  189 

Lacrimispora 12 

Lactobacillus 2794 

Lactococcus 283 

Lagierella 2 

Leuconostoc 184 

Leptospirillum 9 

Listeria 3321 

Mahella 1 

Marinilactibacillus 7 

Marininema 2 

Melghirimyces 3 

Melisococcus 19 

Methylopumilus 41 

Miniphocibacter  1 

Moorella 26 

Mycobacteroides 1773 

Nitrosomonas 56 

Nitrospira 30 

Nostoc 49 

Oenococcus 231 

Paenibacillus 572 

Paeniclostridium 51 
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Genus Genomes 

Paraburkholderia 163 

Paraclostridium 9 

Peptostreptococcus 14 

Phenylobacterium 13 

Pilibacter  1 

Pyxidicoccus 2 

Rhodoferax 16 

Romboutsia 11 

Ruminococcus 199 

Sedimentibacter 3 

Smithella 18 

Sphingobacterium 83 

Sporolactobacillus 17 

Staphylococcus 14053 

Streptococcus 14796 

Streptomyces 1737 

Suicoccus   1 

Synechococcus 81 

SyntrophusSyntrophaceae 24 

Tepidanaerobacter 3 

Terrisporobacter 5 

Thermacetogenium 2 

Thermincola 2 

Thermoanaerobacter 34 

Thermoanaerobacterium 12 

Thermodesulfovibrio 6 

Thermosediminibacter 29 

Trichococcus 18 

Tissierellia 180 

Tolypothrix 6 

Vaginisenegalia   1 

Vagococcus 32 

Vibrio 4029 

Virgibacillus 46 

Weissella 132 

Candidate division Zixibacteria  1 
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Abstract 

Enterococcus faecalis is a regular member of the gastrointestinal tract of humans 

and multiple animals. It is a controversial species, showing a dual role. On one hand, it is 

of interest for the industry as a Lactic Acid Bacteria (LAB), being a regular constituent 

of dairy products and other fermented foods. On the other hand, it has become an 

emergent opportunistic pathogen involved in nosocomial infections. This has produced 

an overrepresentation of E. faecalis genomes from pathogenic strains in relation to strains 

of biotechnological interests. Among the technological properties of E. faecalis, the 

production of bacteriocins is of special relevance due to its role controlling spoilage and 

pathogen microorganisms, and its potential role as an alternative to antibiotics. Here we 

present the genomes of three enterocin producers E. faecalis: E. faecalis S-48, E. faecalis 

UGRA10, and E. faecalis MRR10-3. S-48 and UGRA10 produce the enterocin AS-48, 

while MRR10-3 produce the enterocins MR10A and MR10B. The genomic content of 

these strains did not show significant differences in relation to the main cellular processes 

of enterococci. The genes and their products were mainly involved in ATP binding, 

regulation of DNA-templated transcription and membrane transport. Because we have 

previously shown cross-resistance among these enterocin producers due to a common 

ABC transporter associated with several enterocins, we asked if these enterocin producers 

might share other genomic features beyond this resistance transporter. In this sense, no 

defined group has been observed. Only in the case of the genomes associated with the 

circular bacteriocin uberolysin/carnocycline did we find a greater phylogenetic 

relationship between the strains. Thus, further experiments are needed to elucidate the 

eco-evolutionary dynamics of enterocins in wild populations. 

 

Keywords: Enterococcus faecalis, bacteriocin, antagonism, genomics, virulence  
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1. Introduction 

Enterococci make up one of the most diverse groups of microorganisms, which 

are characterized by their ubiquity in nature, being able to find them in a multitude of 

diverse environments such as the gastrointestinal tract of animals and humans, various 

food products, soils, water, or vegetation (Byappanahalli et al., 2012). These have been 

used for years in the production of fermented and non-fermented foods (Franz et al., 

2011). They are found in a multitude of "artisanal" food products, mainly in fermented 

products such as cheese, curd or yogurt (Nami et al., 2019). In addition, some strains have 

been tested as probiotics, maintaining normal intestinal microbiota, stimulating the 

immune system or improving nutritional value (Dubin & Pamer, 2014; Krawczyk et al., 

2021).  

Although they are part of the normal microbiota of the human gastrointestinal 

tract, today they are recognized as important hospital pathogens, especially Enterococcus 

faecalis and Enterococcus faecium (Fiore et al., 2019). They generally cause major 

infections and diseases such as endocarditis, bacteremia, or urinary tract infection (Kao 

& Kline, 2019; Tendolkar et al., 2003). Thanks to advances in next-generation 

technologies, it has been possible to sequence a large number of enterococcal genomes, 

making it possible to carry out numerous comparative studies that seek to establish 

patterns of behaviour and evolutionary relationships (Bonacina et al., 2017). However, 

most of these studies have focused on searching for genetic characteristics of enterococci 

to identify specific lineages from community and clinical settings (Galloway-Peña et al., 

2012; Palmer et al., 2012). These studies have found abundant mobile DNA, multiple 

virulence factors, such as cytolysins, and resistance to different antibiotics, where 

vancomycin-resistant enterococci (VRE) are of special relevance (Kayaoglu & Ørstavik, 

2004; Vergis et al., 2002). In fact, specific clonal complexes have been designated for 

hospitalized patients (Ruiz-Garbajosa et al., 2006). Despite these advances, the structural 

and functional characteristics of enterococcal genomes are still not fully understood. This 

is probably due to the enormous plasticity of their genomes, which allows them to respond 

quickly and adapt to the environment by acquiring genetic determinants, but also makes 

them more difficult to study (Palmer et al., 2010). As well as to the fewer genomic 

information of non-pathogenic strains, knowledge of part of enterococcal genomes is 

missing. For this reason, further studies are needed to widen the genome pool of 
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enterococci, including non-pathogenic strains, as well as to understand the adaptive 

mechanisms that have evolved for colonizing diverse environments. 

An important feature of enterococci is their frequent production of antimicrobial 

peptides such as bacteriocins (also called enterocins) (Ness et al., 2014). The production 

of bacteriocins has special relevance in the food industry since it allows the inhibition of 

the growth of pathogenic strains and the deterioration of food (Wu et al., 2022). In 

addition, they allow the producer strains to establish themselves more easily in their 

corresponding microbial niches, making producer strains good starter cultures for use in 

food fermentation and/or probiotic strains (Perez et al., 2022). In this sense, enterocin 

producers need to carry their own immunity gene to avoid self-inhibition (Riley & Wertz, 

2002). This immunity have been shown to mediate in cross-resistance among different 

producers (Teso-Pérez et al., 2021), which would influence the populations that can 

assemble into a same community. This is the case of the enterocins AS-48 and MR10A/B 

(L50A/B variants), where ABC-transporter present in AS-48 gene cluster (As-48EFGH) 

offer resistance to MR10A/B enterocins (Teso-Pérez et al., 2021). Furthermore, this 

ABC-transporter is present in other enterocin gene clusters (e.g. in carnocyclin A). All 

this enterocins with a homologous ABC transporter have a similar structure, sharing a 

saposin-like domain (Chapter IV).  

Therefore, the aim of this study was to describe the genomes of E. faecalis S-48 

(AS-48 producer), E. faecalis UGRA10 (AS-48 producer), and E. faecalis MRR10-3 

(MR10A/B producer). Additionally, we explored the genomic relationship among 

enterocin carriers with this common immunity ABC transporter.  

2. Material and methods 

2.1. Microbial strains 

The genomic sequencing and analysis were carried out on three E. faecalis strains: 

Enterococcus faecalis S-48, Enterococcus faecalis UGRA10, and Enterococcus faecalis 

MRR10-3. These strains were enterocin producers of different isolation sources. E. 

faecalis S-48 produced the circular enterocin AS-48, and was isolated from a human 

wound exudate (Gálvez et al., 1986). E. faecalis UGRA10 produced also the enterocin 

AS-48, but contrary to E. faecalis S-48 has a food origin, specifically was isolated from 

a Spanish sheep cheese (Cebrián et al., 2012). Finally, E. faecalis MRR10-3 produced the 
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leaderless enterocin MR10A/B, and was isolated from the uropygial gland of a hoopoe 

(Upupa epops) (Martín-Platero et al., 2006). Both bacteriocins had a wide antimicrobial 

spectrum (Gálvez et al., 1986; Martín-Platero et al., 2006) and have shown cross-

resistance between them (Teso-Pérez et al., 2021).  

Scarce information on the genetics of the studied strains were available. E.faecalis 

S-48 strain possess four plasmids: two big plasmids larger than 23 kb, and two plasmids 

smaller than 23 kb (Martinez-Bueno et al., 1990). In the E.faecalis UGRA10 genome, at 

least two plasmids have been identified. As well as this strain harbored some virulence 

factors: gelE, asa1, esp, efa and ace genes (Cebrián et al., 2012). In E.faecalis MRR10-3 

genome - no plasmid has been observed. 

For comparative genomic analysis, genomes of Enterococcus faecalis were 

downloaded from NCBI Ref Seq (accession date: 22/07/2022). Genomes were filtered, 

discarding outliers (defined as 1.5 times away of the interquartile range) in terms of 

genome size and GC content, and those that presented more than 1% of ambiguous 

nucleotides. 

2.2. Genome sequencing 

To obtain the corresponding microbial genomes, the DNA of each strain was 

extracted using the MSOP (Modification of the ‘protein Salting-Out Procedure) protocol 

described by Martín-Platero (Martín-Platero et al., 2007).  

The E. faecalis S-48 and UGRA10 genomes library were constructed using a 

TruSeq DNA PCR-free library preparation kit (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) with 

an insert size of 300 bp sequenced by STAB VIDA (Caparica, Portugal) with a 

HiSeq4000 Illumina platform by paired-end sequencing of 2 × 150 bp read lengths. 

The genome library of E. faecalis MRR10-3 strain was constructed using a TruSeq 

DNA PCR-free library preparation kit (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) with an 

insert size of 350 bp sequenced at Macrogen, Inc. (Seoul, Republic of Korea) with a 

HiSeq Illumina platform by paired-end sequencing of 2 × 101 bp read lengths. 

Finally, the three Illumina sequences were assembled into draft genomes with 

SPAdes (version 3.13; k-mers: 21-33-55-77) which uses de Bruijn's graph to assemble 

the sequence fragments. This algorithm divided the DNA sequence into k-mers 

(sequences of length k) and created a de Bruijn graph from them keeping the longest and 
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most reliable routes that correspond to the original genome sequence (Bankevich et al., 

2012). 

2.3. Genome annotation 

The obtained draft genomes were annotated using Prokka (version 1.13.3) 

(Seemann, 2014) which used several algorithms to carry out the annotation of the 

genomes as Prodigal (for protein-coding genes prediction), HMMER (for sequence 

alignments) or Aragorn (for tRNA and tmRNA prediction) among others. The 

downloaded genomes for comparative analysis were also annotated with Prokka, thus all 

of them were annotated with the same software and parameters to do not bias due to the 

annotation procedure.  

Functional analysis of genomes was performed through InterProScan (Paysan-

Lafosse et al., 2023), that classified proteins into families and predicted domains and 

important sites. This software used predictive models, known as signatures, provided by 

several different databases (Paysan-Lafosse et al., 2023). InterproScan generates Gene 

Ontology terms associated to each gene. Afterwards Gene Onotology Database 

(Ashburner et al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2021) was used to perform the 

functional analysis of genes. 

Additionally, the potential virulence factors were obtained using VFDB 

(Virulence Factors of Pathogenic Bacteria) software with default parameters (Liu et al., 

2019a). Antibiotic resistance genes were searched using the Resistance Gene Identifier 

(RGI) available at the Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD, sequence 

identity > 95%) (McArthur et al., 2013). MobileElementFinder (version 1.1.2) software 

was used to find mobile genetic elements (MGEs) (Johansson et al., 2021). Insertion 

sequences were identified using the ISfinder website (Siguier et al., 2006).The presence 

of clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs) was evaluated 

with CRISPR-Cas++ web tool (Grissa et al., 2007), which classifies CRISPR sequences, 

a level of evidence, rated from 1 to 4, where 1 includes small CRISPRs and 2 to 4 are 

ranked based on repeat and spacer similarity. 
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2.5. Bacteriocin screening 

To search for circular and leaderless enterocins on the available E. faecalis 

genomes, a tblastn (version 2.10.1+) was run with a 10-6 e-value threshold (Altschul et al., 

1990; Camacho et al., 2009) between bacteriocins from the BACTIBASE database 

(Zouhir et al., 2010) and genomes obtained from NCBI. False positives were minimized 

by considering only hits with more than 40% identity and 70% coverage as positive (Rost, 

1999). When several hits were obtained at the same position, the hit with highest 

percentage identity was considered. 

2.6. MLST assignment 

To assign each genome to a MLST sequence type (ST) we performed a multilocus 

sequence typing using seven housekeeping genes -gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, and yqiL- 

through the Public Databases for Molecular Typing (PubMLST) (Jolley et al., 2018) 

which generates an allelic profile for each genome. Sequence types were assigned using 

the same database by searching locus combinations in known STs of E. faecalis. 

2.7. Comparative genome analysis  

The pangenome was calculated using Roary software (version 3.11.2) (Page et al., 

2015), which generated a fast core gene alignment (using MAFFT (Katoh et al., 2002)), 

used in subsequent phylogenetic analysis. Core genes were defined using a 99% presence 

threshold. 

Phylogenetic analyses were performed through FastTree software (version 2.1.11) 

(Price et al., 2010) using E. faecalis core genome alignment among all strains. Phylogeny 

was inferred by the General Time Invariant (GTR) model. Tree visualization and drawing 

was managed with iTOL (Letunic & Bork, 2021). 

3. Results 

3.1. E. faecalis S-48, E. faecalis UGR10, and E. faecalis MRR10-3 genomes 

The genome size and GC content of each strain were within the species range. The 

AS-48 producers, i.e. E. faecalis S48 and E. faecalis UGRA10, showed a size of 3.10 Mb 

and 3.19 Mb, respectively, while the MR10A/B producer E. faecalis MRR10-3 showed a 

genome size of 2.81 Mb. In relation to GC content the three strains showed similar values, 
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with 37.27%, 37.32%, and 37.37% for S-48, UGRA10 and MRR10-3 respectively. A 

general description of the main genomic features is shown in Table V.1.  

The Gene Ontology (GO) functional analysis showed that in the three genomes, 

ATP binding and membrane were the most abundant terms in Molecular function and 

Cellular component GO categories respectively (Figure V.1.A-B). Nevertheless, in 

Biological processes category, regulation of DNA-templated transcription prevailed in E. 

faecalis UGRA10 and S48, while in E. faecalis MRR10-3 was transmembrane transport 

(Figure V.1.C), although they were at similar levels. The highest rank GO terms are 

summarized in Table V.2. 

 

Table V.1. Main genomic features of E. faecalis S48, UGRA10 and MRR10-3 genomes strains 

Genome 

Protein-

coding 

DNA 

sequences 

(CDS) 

tRNA 

genes 

Predicted 

rRNA 

operons 

N50 

value 

(bp) 

L50 

value 

Nº 

contigs 

E.faecalis 

UGRA10 
2956 61 2 1552665 9 146 

E.faecalis 

S48 
3037 58 2 1619111 12 244 

E.faecalis 

MRR10-3 
2585 52 2 1483621 5 53 

 

Table V.2. Main Gene ontology annotations 

Genome 

Total 

assigned GO 

terms 

GO terms 

Molecular 

function 

GO terms 

Biological 

processes 

GO terms 

Cellular 

components 

E. faecalis UGRA10 
4993 in 1754 

genes 
2814  1615 564 

E. faecalis S48 
5032 in 1779 

genes 
2843  1629 560 

E. faecalis MRR10-3 
4685 in 1621 

genes 
2646  1495 544 
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Figure V.1. Ten most abundant GO terms in (A) Cellular component, (B) Molecular function and 

(C) Biological processes categories.  The X axis represents the logarithm of the counts for each term, 

while the Y axis shows the names of each term within each category. 
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InterProScan functional classification resulted in 2682 annotated proteins for E. 

faecalis UGRA10, 2736 for E. faecalis S48, and 2406 for E.faecalis MRR10-3. A total 

of 8971 families were assigned to 2533 proteins (94,4%, 2533/2682) in the E. faecalis 

S48 genome, 9071 families to 2584 proteins (94,4%, 2584/2736) in E. faecalis UGRA10 

genome, and 8376 families for 2304 proteins (94,4%, 2533/2682) in E. faecalis MRR10-

3 genome. In all cases, IPR027417 (P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase 

family) was the highest count, followed by IPR036388 (Winged helix-like DNA-binding 

domain superfamily) and IPR003593 (AAA+ ATPase domain) (Figure V.2). 

 

 

 

Figure V.2. Top twenty most abundant InterProScan gene families for E. faecalis S48, E. faecalis 

UGRA10 and E. faecalis MRR10-3 genomes.  The colour scale represents the logarithm of counts for 

each family, from dark violet (20 count) to red (228 count).  
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3.2. Presence of virulence factors, antibiotic resistance genes and Mobile 

Genetics Elements (MGEs) 

Among the virulence factors, we found those related to antiphagocytosis, 

specifically the cps operon. It consists of 11 ORFs (i.e. cpsA to cpsK), encoding an 

antiphagocytosis factor that facilitates bacterial evasion of the host immune system. Other 

virulence factors were related to biofilm formation, including de fsr locus or the bopD; 

production of exoenzymes such as gelatinase or hyaluronidase; and factors related to 

adherence, including ebpA/B/C (encode three Ebp pili subunits that facilitate bacterial 

adherence to host extracellular matrix proteins), ace (encodes a collagen adhesin), or asa1 

(encodes aggregation substance) (Figure V.3). In terms of antibiotic resistance, the three 

genomes contain the dfrE gene, which encode a dihydrofolate reductase responsible for 

the resistance of the trimethoprim antimicrobial agent. In addition, the efrA gene was 

detected, but not efrB. Both genes encode two subunits of the EfrAB efflux pump 

implicated in drug resistance in both E. faecalis and E. faecium. Additionally, tet(M) gene 

was detected in E. faecalis UGRA10 responsible of the tetracycline resistance ribosomal 

protection protein. 

Seven teen Mobile Genetics Elements (MGEs) were identified in our Enterococci. 

E. faecalis S48 presented seven insertion sequences (ISLmo19, ISLmo21, ISEfa8, 

ISLla3, ISLgar5, ISS1N, and ISLmo4), in E. faecalis UGRA10 were found the same 

insertion sequences as in S48 except for ISLmo21. In addition, two composite transposon 

(cn_2472 ISLmo19 and cn_8222_ISS1N) and one integrative and conjugative element 

(ICE) (Tn6009) were detected. In E. faecalis MRR10-3 genome only one insertion 

sequence was detected (ISLse1).  

Furthermore E. faecalis S48 presented two CRISPR sequences with level 4 

evidence, one of them,  was found in the same contig as the Cas3_1_I gene, however they 

were very distant; while the other was found to be associated only with two gene clusters 

composed of 1 gene each (Cas2_0_I-II-III and Cas1_0_II). Additionally, a CRISPR 

sequence was found without any cas, although the evidence was level 1. In the UGRA10 

genome, three CRISPR sequences were found, the first of which was evidence level 4 but 

no associated cas genes were found, the second despite being evidence level 1 was found 

associated with Cas3_1_I gene, and the third CRISPR showed an evidence level 4 with 

two gene cluster each with a cas gene equal to those of S48. In E. faecalis MRR10-3 only 

one CRISPR sequence was found with level of evidence 1.  
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Figure V.3. Enterococcal virulence factors found in E. faecalis S48, UGRA10 and 

MRR10-3 genomes.  For comparison, the virulence factors present in E. faecalis V583 

(pathogenic) and E. faecalis Symbioflor1 (probiotic) are included.  



COMPARATIVE GENOME ANALYSIS 

197 

The assignment of the type sequences showed that E. faecalis S48 was included 

as a sequence type strain designated as ST168, and E. faecalis UGRA10 as ST72. Neither 

of them were associated with a pathogenic clonal complex. E. faecalis MRR10-3 could 

not be associated to any ST.  

3.3. Specific genomic features of circular and leaderless enterocin producers 

A phylogenetic analysis of a total of 2113 E. faecalis strains based on the core-

genome were carried out. The pan-genome of 2113 E. faecalis comprised 42113 genes, 

of which 1025 genes formed the core-genome. From all of them, a total of 45 genomes 

showed to carry the carnocyclin/uberolysin bacteriocin, 1 genome the AS-48 bacteriocin, 

1 genome the carnocyclin A, and 8 genomes the MR10A/B-likes enterocins 

(Supplementary Table SV.1). These 55 enterocin carriers showed a core genome 

consisting in 1408 genes, where 68 were specific of the circular-bacteriocins carriers, and 

438 genes were specific of the MR10-like bacteriocins carriers (Figure V.4.). From the 

remaining core genome, most genes belong to the E. faecalis core-genome, but 383 genes 

were specific of these two groups of enterocins (Figure V.4). 

 

 

Figure V.4. Core genes shared between genomes associated to circular and leaderless 

bacteriocins without total core gene. 
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Functional analysis of unique genes present in circular bacteriocin-associated 

genomes revealed that membrane, DNA-binding transcription factor activity and 

regulation of DNA-templated transcription are the most abundant terms in cellular 

component, molecular functions and biological process respectively (Supplementary 

Figure SV.1.). In the case of MR10-like bacteriocin-associated genomes, gene functional 

analysis showed that membrane, ATP binding, and transmembrane transport are the most 

abundant terms within each category (Supplementary Figure SV.2.). Additionally GO 

results are summarized in Table V.3. 

 

Table V.3. Main gene ontology annotations of unique core genes of genomes associated to MR10A/B-

like or circular bacteriocins. 

Genome 
Total assigned 

GO terms  

GO terms 

Molecular 

function 

GO terms 

Biological 

processes 

GO terms 

Cellular 

components 

MR10A/B-

like 
780 in 238 genes 447  243  90  

Circular 93 in 35 genes 56  30  7 

 

 

3.4. Phylogenetic relationship between Circular and MR10A/B-like enterocin 

carriers 

The phylogenetic analysis of the E. faecalis genomes analyzed did not revealed a 

close relationship among circular nor MR10A/B-like enterocin carriers (Figure V.5). 

Only the uberolysisn/carnocyclin enterocin showed a higher cohesion in two main closely 

related clusters. Enterocins AS-48, carnociclyn A, and MR10A/B-like were widespread 

along the phylogenetic tree (Figure V.5).  
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Figure V.5. Phylogenetic tree of bacteriocin-associated genomes.  Left tree represent the 

distribution of uberolysin/carnocyclin family bacteriocins (red), carnocyclin A (orange), AS-48 

enterocin (blue) and MR10-like bacteriocins (green) among E. faecalis genomes. Right tree 

corresponds to the cluster marked in blue in the circular tree phylogenetic. It zooms in the 

distribution of the enterocins MR10-like and the uberolysin/carnocyclin circular bacteriocin. 

4. Discussion 

Bacteriocins are acknowledged as important biological traits in bacterial ecology 

and evolution (Riley & Wertz, 2002), although little information is available about their 

distribution among wild populations. In this study, we have presented the genomes of the 

strains E. faecalis S-48 (AS-48 producer), E. faecalis UGRA10 (AS-48 producer), and E. 

faecalis MRR10-3 (MR10A/B producer); and compared these strains with enterococcal 

genomes carrying other circular and leaderless enterocins. Despite these Enterococcus 

have shown a common enterocin immunity system (Teso-Pérez et al., 2021), we have 

shown here that they have little genomic relationship, even within the same type of 

enterocin. Only the carnocyclin/uberolysin carriers were tightly clustered in two main 

groups (Figure V.5)  
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In general, it has been seen that genome size of enterococcal species lies between 

2.2 and 3.5 Mb (Mlaga et al., 2021) with a GC content ranging from 37% to 45% (Panthee 

et al., 2021). This agrees with the results obtained from our genomes (Table V.1). Mobile 

genetics elements are one of the main ways in which horizontal gene transfer occurs in 

organisms. In the genomes of E. faecalis and E. faecium, plasmids are widespread, 

facilitating the acquisition of antimicrobial resistance determinants, bacteriocins, 

virulence factors, and other adaptive traits throughout the genus and beyond (Lebreton 

et al., 2013; Palmer et al., 2012). In fact, bacteriocin gene clusters are mainly found in 

plasmids, although in some cases they can also be located in the chromosome (Criado 

et al., 2006; Martín-Platero et al., 2006). This could explain why the genomes of E. 

faecalis S-48 and UGRA 10 are slightly larger than that of E. faecalis MRR10-3, since 

no plasmid has been found in the genome of E. faecalis MRR10-3. 

The functional analysis of enterococcal genomes varies according to the studied 

strain, being able to find genes and proteins related to catalytic activity, membrane 

transport, metabolism of amino acids, carbohydrates and nucleotides or protein 

processing (Apostolakos et al., 2022; Beukers et al., 2017; Hua et al., 2018; Panthee et al., 

2021; van Schaik et al., 2010). In our case, the genes and proteins had functions mainly 

related to the binding of DNA and ATP, as well as being involved in the regulation of 

DNA transcription or membrane transport (Figure V.1), being the main function of the 

proteins found in the three genomes the hydrolysis of NTP (P-loop containing nucleoside 

triphosphate hydrolase family) (Figure V.2). Similar results have been found in the 

functional analysis of core-genomes, where the proteins and genes involved in the 

metabolism of proteins, amino acids and carbohydrates stand out, as well as catalytic 

activity, membrane transport or ATP-binding (Liu et al., 2019b; Papadimitriou et al., 

2021; Quintela-Baluja et al., 2022). In our case, core-genes of strains associated with 

bacteriocins are mainly involve in regulation of DNA-templated transcription, membrane 

transport or ATP and DNA binding, although, to a lesser extent, functions related to 

carbohydrate metabolism or proteolysis were also found (Supplementary Figure SV.1 and 

Supplementary Figure SV.2). Although there were a greater number of core genes in the 

genomes associated with MR10-like enterocins, this might be due to the fewer genomes 

of this group, because the size of the core genome is negatively related with the number 

of strains compared (Zhong et al., 2017) with said bacteriocins and therefore their core-
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genome is higher than that found in genomes associated with circular bacteriocins (Figure 

V.4). 

Analysis of resistance genes (RG) and virulence factors (VF) showed a diverse 

collection of RG and VF associated to pathogenic enterococci (Figure V.3). However, 

some of the known characteristic pathogenicity factors were not found, such as 

vancomycin resistance genes, or genes related to the production of exotoxins such as 

CylR2, CylL-1, CylL-s and CylL-s. CylM (Kiruthiga et al., 2020). None of them perfectly 

matched the virulence factor profile of E. faecalis V583 (the pathogenic model of 

reference)(ac.no.: GCF 000007785.1)(Sahm et al., 1989) or E. faecalis Symbioflor 1 (a 

probiotic strain), with different degree of overlap (ac.no.: GCA_000317915.1). 

Additionally, neither of the two ST to which S48 and UGRA10 belong were found to be 

part of a clonal complex or to certain lineages associated with hospital-acquired infections 

E. faecalis (Willems et al., 2011). Taken all together, these results do not allow to 

elucidate the pathogenic potential of these strains. Therefore, experimental analysis on 

pathogenicity will be needed to unveil the pathogenicity potential of these strains.  

With regard to MGEs, we highlight the conjugative element Tn6009 found in 

URA10 since it has been seen to carry the Tetracilcyna-(tetM) resistance gene (Hegstad 

et al., 2010), which agrees with the tet(M) resistance gene found in the genome of 

UGRA10. The ISEfa8 insertion sequence located in UGRA10 and S48 also carries the 

tet(M) gene (Mbanga et al., 2021) although it is more frequent in E. faecium strains. 

Resistance to tetracycline is one of the most commonly acquired forms of antibiotic 

resistance in Enterococcus food isolates being tetM, tetL and tetS the mainly genes that 

confer this resistance (Ogier & Serror, 2008). Regarding the rest of the insertion 

sequences, these were generally associated with the genera Lactococcus and Listeria and 

all of them classified as DDE transposases, which are transposase enzymes that contain 

three amino acids: aspartic acid (D), glutamic acid (E) and another aspartic acid (D) 

(DDE) in their active site essential for transposase activity(Nesmelova & Hackett, 2010). 

In addition, CRISPR sequences were found. CRISPR-Cas systems help protect 

bacterial genomes from prophage integration. (Ghattargi et al., 2018). Despite having 

found multiple CRISPR sequences, it has not been possible to identify any CRISPR-Cas 

system of those already described (Makarova & Koonin, 2015). Previously, other cases 

of orphaned CRISPR systems of cas genes have been described in E. faecalis (Hullahalli 
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et al., 2015), which may correspond to remnants of non-functional CRISPR-Cas systems, 

or that could work remotely with each other (Zhang & Ye, 2017). 

The comparative analysis between our genomes and other E. faecalis genomes of 

enterocin carriers of the same type showed little genomic cohesion between them (Figure 

V.5). Only in the case of uberolysin/carnocycline carriers a higher phylogenetic 

relationship between the strains were found (Figure V.5). Although the production of 

bacteriocins is widely distributed, their ecological role is still unclear. The main role 

assigned to bacteriocins is as antagonistic substance, allowing a strain to invade a given 

niche or by preventing its niche from being invaded by others (Kerr et al., 2002; Riley & 

Gordon, 1999). On the other hand, it has been postulated, at least in some cases as in 

Gram positive bacteria, that bacteriocins could function as signaling peptides in quorum 

sensing (Gobbetti et al., 2007), or as communication signals in bacterial consortia 

(Hibbing et al., 2010). Indeed, bacteriocins usually have a narrow spectrum, which would 

allow for kin recognition. However, our results show low cohesion between the enterocin 

carriers. Thus, they cannot act for the recognition of close relatives as they show little 

genomic overlap. Therefore, it is possible that the acquisition of this group of bacteriocin 

genes is transient under an evolutionary point of view, acquired spontaneously through 

Horizontal Gene Transfer (HGT) due to the local environment where the strains are 

found; providing an ecological advantage over competing strains that do not contain such 

genes (Heilbronner et al., 2021). Only in the case of genomes associated with 

uberolysin/carnocyclin circular bacteriocin, we found a higher phylogenetic relationship 

between the strains, although a single monophyletic cluster is still not observed.  

Enterococci are a controversial bacterial group. Among its multiple applications, 

its use as probiotics or in the food industry stands out. However, it should not be forgotten 

that some enterococci can act as opportunistic pathogens. Thus, after the genomic analysis 

carried out in the present work, the need for more studies is revealed to be able to elucidate 

what genomic characteristics such as antibiotic resistance or virulence factors profiles, 

define an Enterococcus as  potentially pathogenic, since there are no clear characteristics 

that differentiate them. In this way, the selection of enterococcal strains for their 

biotechnological use could be optimized with a deeper understanding of its functional 

role. Furthermore, although our comparative analysis provided some insights into the 

spread of genes related to bacteriocin production and resistance, studies are still needed 

to elucidate the true ecological role of bacteriocins in populations.  
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6. Supplementary Material 

 

 

Supplementary Figure SV.1. Twenty most abundant GO terms in (A) Cellular component, (B) 

Molecular function and (C) Biological processes categories of circular bacteriocin-associated 

genomes.  The X axis represents the counts for each term, while the Y axis shows the names of each term 

within each category.  
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Supplementary Figure SV.2. Twenty most abundant GO terms in (A) Cellular component, (B) 

Molecular function and (C) Biological processes categories of MR10-like bacteriocin-associated 

genomes. The X axis represents the counts for each term, while the Y axis shows the names of each term 

within each category.  
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Supplementary Table SV.1. Genomes found associated with some bacteriocin with a saposin-like fold. 

Assembly Accesion Number Associated bacteriocin 

GCF_004126045.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_004126115.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_004126225.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000390605.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000390625.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000393175.1 AS-48 

GCF_000393295.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000394515.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000647995.1 Carnocyclin A 

GCF_000648155.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_002945995.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003795755.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_004120295.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_004126315.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_004126325.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_009830455.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_009830715.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000147985.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000148005.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000163795.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_000163815.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001054535.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001054545.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001055725.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001055765.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001055875.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_001639005.2 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_002751015.2 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_002763375.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003709885.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003709905.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003709925.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003709945.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003709965.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711625.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711635.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711665.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711675.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711705.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711725.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711745.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711755.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711825.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_003711785.1 Uberolysin/carnocyclin 
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Genome Accesion Number Associated bacteriocin 

GCF_003996775.2 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_009662495.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_012030205.1 Uberolysin/carnocyclin 

GCF_009910555.1 MR10-like bacteriocins 

GCF_004793935.1 MR10-like bacteriocins 

GCF_002163735.1 MR10-like bacteriocins 

GCF_002221625.2 MR10-like bacteriocins 

GCF_001689055.2 MR10-like bacteriocins 

GCF_003319925.1 MR10-like bacteriocins 

GCF_001563075.1 MR10-like bacteriocins 

GCF_002140075.1 MR10-like bacteriocins 
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Abstract 

Cheese is a food product of high demand worldwide whose production involves 

the interplay of multiple Lactic Acid Bacteria (LAB) species. These LAB form 

communities that actively breakdown proteins and fat from milk, and produce volatile 

fatty acids, vitamins, and other important nutrients. The microbial communities that are 

established in a specific cheese are as diverse as cheese types, whose composition will 

determine ultimately the organoleptic properties of the cheese. The control of these 

microbial assemblages is mainly pursued by controlling abiotic factors (e.g temperature, 

salinity), and the addition of starter cultures. But despite the addition of starter cultures, 

non-starter LAB play a major role in cheese ripening and constitute a large fraction of the 

final microbial community. In this transition from the initial microbiota to the final 

microbial community in a matured cheese, biotic interactions play an important role, yet 

the role of these interactions as drivers of the final microbial assemblage are largely 

unknown. Here we tested the effect of bacteriocin production on LAB communities as a 

driver of microbial diversity, using this cheese microbiota as a model system. We have 

used the Enterococcus genus as a model bacterium due to its frequent production of 

enterocins and lower populations level among the whole community. The latter allowed 

us to test the enterocin production at local scale (i.e. within enterococcal populations) and 

at global scale (i.e. within the whole community). Thus, by characterizing and quantifying 

LAB communities from cheese sample, and screening the enterocinogenic capabilities of 

enterococcal populations, we have found a general trend of higher diversity in LAB 

communities associated to enterocin producers. However, the highest diversity is found 

at low-moderate levels of enterocin producers among enterococci. Therefore, our results 

showed that low proportion of enterocin producers among enterococcal populations 

increased LAB diversity in cheese microbial communities. To what extent these results 

can be extended to other LAB species or even other wild microbial ecosystems will need 

further research. Anyhow, our study pointed out bacteriocin production as an important 

factor to consider in controlling LAB communities during cheese ripening.  

Keywords: Enterococcus, cheese microbiota, microbial interactions; microbial diversity; 

bacteriocins 
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1. Introduction 

Cheese is a dynamic ecosystem that is constantly influenced by both external and 

internal factors including cheese-making methods, ripening conditions and interactions 

among microbials communities. During the ripening process, multiple biochemical 

reactions and microbial interactions occur, leading to the development of desirable 

product characteristics such as excellent taste and aroma, protection against spoilage and 

foodborne pathogens or health modulation (Peláez & Requena, 2005). 

The microbial communities in cheese are very complex. Among the 

microorganisms that can be found in cheese, LAB (lactic acid bacteria) are the most 

abundant bacteria. LAB comprise a heterogeneous group of bacteria that have the ability 

to ferment carbohydrates to lactic acid via homo- or heterofermentative metabolism 

(Settanni & Moschetti, 2010). This fermentation allows the rapid acidification of 

fermented milk (Leroy & De Vuyst, 2004), inhibiting the growth of most undesirable 

microorganisms extending the shelf life of food. In addition to their capacity to produce 

lactic acid, LAB contribute to flavor, texture, and nutritional value of the cheese, thanks 

to the production of different compounds, such as diacetyl, acetoin, acetaldehyde or acetic 

acid (Bintsis, 2018) and a broad range of volatile compounds. Although naturally 

occurring LAB occurring in milk have traditionally been used, currently it is more 

common to add starter cultures with known selected strains of different LAB to ensure 

consistency of the fermentation process (Kelleher et al., 2015). In addition, factors such 

as the temperature during production, salt level, or humidity are used to control the growth 

of the microbiota of cheeses (Gobbetti et al., 2018). However, it is common that a 

secondary or adventitious lactic microbiota, called NSLAB (non-starter Lactic Acid 

Bacteria), develops spontaneously in all cheeses, either pasteurized or made from raw 

milk, especially during ripening (Settanni & Moschetti, 2010). This microbiota usually 

not contribute to acid production (Beresford et al., 2001), but play a major role in cheese 

ripening influencing the final flavor and texture of the cheese (Parente et al., 2017). In 

particular, chesses made with raw milk usually have complex microbiota characterized 

by the succession of different microorganisms, from starter LAB to NSLAB, throughout 

cheesemaking (Irlinger & Mounier, 2009). Succession of communities might be due to 

conditions in which cheese is ripened and to the dynamic interactions that occur among 

microorganisms (Peláez & Requena, 2005). These interactions can be beneficial, neutral, 

or harmful, affecting the outcome of the cheese ripening process. 
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Among all the possible interactions, antagonism is probably the most commonly 

observed in dairy fermentations, either through  the production of acids from metabolism,  

the presence of bacteriophages, or the production of metabolites such as bacteriocins 

(Peláez & Requena, 2005). Bacteriocins are ribosomal synthesized antimicrobial peptides 

whose purpose is to kill or inhibit the growth of closely related bacteria (Camargo Peralta 

et al., 2009). They are considered safe and natural preservatives that have immense 

potential to be employed independently or alongside other techniques in preserving food 

(Trejo-González et al., 2022). Usually, bacteriocin-producing strains have mechanisms to 

protect themselves from their own bacteriocins, so they could be use as “protective 

cultures” (Mayo et al., 2021) inhibiting the growth of pathogens and spoilage 

microorganisms in cheese. A large majority of LAB produce bacteriocins despite the cost 

associated with their production (Trejo-González et al., 2022) and contrasts with the high 

diversity of the microbial communities. Thus, its ecological function is not well 

understood.  

Relationships between negative interactions and diversity were introduced by 

Paine (1966). These antagonistic interactions allow for greater biodiversity by preventing 

a species outcompetes others. Similarly, bacteriocins could play an important role in 

structuring closely related populations (Cordero et al., 2012), producing ecological units 

of producer and resistant strains within populations. Or even the ecological units could 

arise from the dynamics between producing, resistant and sensitive strains similar to the 

“rock scissor paper” kids game, where the toxin producer could kill the toxin sensitive 

strain, the toxin sensitive strain could outgrow the toxin resistant strain, likewise the toxin 

resistant strain could outgrow the toxin producing strain (Riley & Gordon, 1999). 

Considering this background, the aim of the present study was to elucidate the 

effect of bacteriocin producer populations on community diversity. Here we describes the 

positive effect of enterocin production by enterococcal populations on the overall LAB 

community biodiversity at small producer population levels. Thus, this paper shed light 

into the impact of antimicrobial peptide production as a driver of LAB biodiversity. 
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2. Material and methods 

2.1. Sampling and microbial enumeration 

Due to the higher diversity in raw milk cheese (Coelho et al., 2022), we selected 

fifteen commercial raw milk ripened cheese (Supplementary Table SVI.1), including: five 

from cow milk, five from sheep milk, and five from goat milk. Cheese samples (5 g) were 

homogenized for 2 min in 45 mL of a prewarmed (37 °C), sterile, 2% sodium-citrate 

solution in sterile plastic bags with lateral filters using a masticator lab blender (IUL 

Instruments, Barcelona, Spain). From this, homogenized ten-fold serial dilutions were 

prepared in sterile 2% sodium-citrate solution up to the 10-6 dilution. A 100 μL aliquot 

was spread in triplicate on agar plates for bacterial enumeration on: Brain Heart Infusion 

agar (BHI, VWR Chemicals) for total LAB, and Kenner Fecal agar (KF, VWR 

Chemicals) for enterococci. Viable counts were obtained after incubation of 3 days; at 28 

°C for total LAB enumeration, and at 37 °C for enterococci enumeration. Bacterial counts 

were calculated as the mean values of the 3 determinations after log transformation.  

2.2. Antimicrobial assays and microbial isolation 

To estimate the frequency of enterocin producer populations we randomly isolated 

from 45 to 52 enterococcal strains per sample from KF medium and tested them for their 

antimicrobial capacities, following  the double-layer plate method described by Gratia 

and Fredericq (1946). Enterococcal strains were grown in BHI agar buffered (BHA-B) in 

sodium phosphate buffer at pH7 0.1M (in triplicates) and incubated at 37°C overnight. 

After the incubation, the plates were overlaid with 5 mL of BHA-B soft agar (1.8% BHI, 

0.8% agar) inoculated at 2% with an overnight culture of the indicator strains. Listeria 

innocua CECT4030 and Enterococcus faecalis S-47 (lab collection) were the strains used 

as indicator strains. The plates were incubated again overnight at 37 °C to allow the 

growth of the indicator strain. Colonies that showed a clear inhibition zone around the 

strain spot was considered as a enterocin producer. Subsequently, a representative set of 

67 strains according to production frequencies were isolated. Pure cultures were stored in 

20% glycerol at -80 ºC. 

To determine the cross-resistance between isolated strains, all the strains were 

assaved against each other using the double layer plate method mentioned previously. 

The plates were incubated again overnight at 37 °C to allow the growth of the indicator 
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strain. Colonies that showed a clear inhibition zone around the strain spot were considered 

as enterocin producers 

2.3. DNA extraction 

To characterize enterococcal populations and microbial communities, DNA was 

extracted from each strain and each cheese sample. To this end we followed the MSOP 

(Modification of the ‘protein Salting-Out Procedure) from Martin-Platero et al., (2007). 

Briefly, cells from 1 mL from an overnight culture of each isolate or from 2.5 g of cheese 

were resuspended in 100 µL of lysozyme buffer and incubated for 30 min at 37 °C to 

hydrolyse the cell wall, followed by the addition of 600 µL of lysis buffer and an another 

incubation at step at 80 °C to facilitate the cell lysis. Then, cell debris and proteins were 

removed by adding 200 µL of the protein precipitation solution by mixing, chilling on ice 

for 10 min, and 10 min centrifugation at 20,000 g. DNA was then precipitated with equal 

volume of isopropanol and washed with 70% ethanol. The DNA was finally dried to 

remove any ethanol trace and dissolved in 200 µL of 0.5 Tris-EDTA buffer. DNA 

concentration was measured using the NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific). 

2.4. Multi-Locus Sequence Analysis (MLSA) 

To estimate population variability within the Enterococcus genus in each sample 

we characterized bacterial isolates by MLSA. To this end, we construct a phylogenetic 

tree based on the concatenated sequences of five housekeeping genes (Table VI.1): adk 

(adenylate kinase), atpA (ATP synthase, alpha subunit), gyd (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase), gdh (glucose-6-phosphate dehydrogenase) (Homan et al., 2002), and 

groEL (chaperone GroEL). The latter were designed for this study using Hyden software 

(Linhart & Shamir, 2007), allowing for two mismatches and 2 degenerate positions, 

targeting an amplicon size between 400 and 600 bp.  

Each gene for each bacterial isolate was PCR amplified by the following program: 

an initial denaturing step of 94 °C for 3 min followed by an amplification step of 35 cycles 

of 30 s at 94 °C, 30 s at 50 °C, and 30 s at 72 °C, and a final extension of 5 min at 72 °C. 

Reactions were performed in a final volume of 50 µl with Taq polymerase (1x) and 

buffers from IBIAN Technologies. Primers were used at a concentration of 0,5µM and 

100ng of DNA was added. PCR products were purified with the PCR clean up NucleoFast 

96 PCR (Macherey-Nagel) and sequenced with PCR forward primers by Sanger 
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sequencing (Sanger et al., 1977) through the Stab Vida (Universidad de Nova de Lisboa) 

sequencing service. Next, each sequence was taxonomically assigned by the best blast hit 

on NCBI’s blast tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) (Altschul et al., 1997). 

Table VI.1. Primers used for MLSA analysis. 

Primer 

pair 

Gene Primer sequence (5’ -> 3’) Amplicon 

size (bp) 

Reference 

adk 

adk2 

Adenylate 

kinase 

TATGAACCTCATTTTAATGGG 

GTTGACTGCCAAACGATTTT´ 
437 

(Homan 

et al., 

2002) 

atpA1 

atpA2 

ATP synthase, 

alpha subunit 

CGGTTCATACGGAATGGCACA 

AAGTTCACGATAAGCCACGG 

556 

gyd1 

gyd2 

Glyceraldehyde

-3-phosphate 

dehydrogenase  

CAAACTGCTTAGCTCCAATGG

C 

CATTTCGTTGTCATACCAAGC 

395 

gdh1 

gdh2 

Glucose-6-

phosphate 

dehydrogenase 

GGCGCACTAAAAGATATGGT 

CCAAGATTGGGCAACTTCGTC

CCA 

530 

GroELF 

GroELR 

Chaperone 

GroEL 

GYGAAAAATTWCAAGAACG 

ACGACWGCTTCAGTYGTTAA 

480 This study 

 

Finally, a phylogenetic tree was constructed with the concatenated sequences. 

First, each gene was aligned and trimmed with the MEGA-X software (version 10.1.8) 

(Kumar et al., 2018) using the clustalW algorithm (Thompson et al., 1994). Then, the 

concatenation of the five genes was used to construct a maximum likelihood phylogenetic 

tree in MEGA-X with 1000 of bootstrap replications and following an evolution model 

of Tamura-Nei (ML heuristic method: Nearest-Neighbor-Interchange, number of threads 

: 3) (Tamura & Nei, 1993). 

2.5. Data analysis 

2.5.1. 16S rRNA metagenomic sequencing 

To determine the microbial composition of cheese samples we constructed and 

sequenced 16S rRNA metagenomic libraries for each sample. We constructed 16S rRNA 

libraries corresponding to the V4 variable region by a two steps amplification approach. 

The first primer pair (Mi_U515F, 5´- TCGTC GGCAG CGTCA GATGT GTATA AGAGA 

CAGGT GCCAG CMGCC GCGGT AA -3´; and Mi_E786R, 5´- GTCTC GTGGG CTCGG 

AGATG TGTAT AAGAG ACAGG GACTA CHVGG GTWTC TAAT -3´) contained the 

primer sequences of U515F and E786R targeting the V4 region of the 16S rRNA gene 

with partial overlap of Illumina primers as described previously (Preheim et al., 

2013).This PCR was carried out in a final volume of 25 µL containing 12.5 µL of Phusion 
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Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific™), 0.3 µM of each primer, and 

5 µL of template DNA. The amplification program consisted of an initial denaturing step 

of 98 °C for 1 min followed by an amplification step of 25 cycles of 10 s at 98 °C, 20 s at 

52 °C, and 15 s at 72 °C, and a final extension of 5 min at 72 °C. This PCR was purified 

by the MEGAquick-spin™ Plus Total Fragment DNA Purification Kit (iNtRON 

Biotechnology) kit, and amplified again in a second PCR to introduce sample specific 

barcodes. For each sample, a unique combination of two barcodes were added.  

This PCR was carried out in a final volume of 25 µL containing 12.5 µL of 

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific™), 0.4 µM of each 

primer, and 5 µL of the purified PCR product from the first PCR. The amplification 

conditions consisted of an initial denaturation step of 98 °C for 1 min followed by an 

amplification step of 8 cycles of 10 s at 98 °C, 20 s at 55 °C, and 15 s at 72 °C, and a final 

extension of 5 min at 72 °C. This second PCR was purified again with the same kit as 

previously indicated. Then, DNA concentration was measured using Qubit® 3.0 

Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and normalized to the same concentration. 

High-throughput sequencing was carried out on a Illumina MiSeq platform in the 

Scientific Instrumental Center at the University of Granada (CIC-UGR, Spain).  

2.5.2. Sequences and data analysis 

The 16S Illumina reads were processed with QIIME2 2021.11 (Bolyen et al., 

2019). First, primers were trimmed with the cutadapt plugin (Martin, 2011), discarding 

untrimmed sequences. Then, amplicon sequence variants (ASVs) were inferred from the 

paired reads by the dada2 plugin (Callahan et al., 2016). Due to the expected insertion 

size of 253 bases for our construction, ASVs with a length shorter than 245 were filtered 

out. Next, all ASV were aligned with mafft method (Katoh et al., 2002) and used to 

construct a phylogeny. The representative sequences were taxonomically classified with 

the Silva-138 clustered at a 99% similarity (Quast et al., 2013) by the classify-sklearn 

method (Pedregosa et al., 2011). 

For exploring differences in bacterial diversity we estimated alpha diversity by 

the ASV richness and Shannon’s (Shannon, 1948) and Faith’s Phylogenetic diversity 

(Faith & Baker, 2006) indexes in QIIME2 using a rarefied table at 17,000 sequences depth 

per sample. These indexes were used to test the effect of antimicrobial strains on 

community diversity. We performed General Linear Models (GLM), where the diversity 
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indices were included as dependent variables and the presence of Enterococcus-

bacteriocin producers as a fixed factor. All the variables followed a Gaussian distribution 

(Shapiro-Wilk’s test of normality, p > 0.05) justifying the use of parametric tests. 

Furthermore, to test the effect of antimicrobial strains on enterococci population 

diversity, we estimated alpha diversity by the Faith’s Phylogenetic diversity (Faith & 

Baker, 2006). To quantify the Faith’s phylogenetic diversity index we used an inferred 

phylogenetic tree from the MLSA. In addition, we calculated population richness per 

cheese by assigning a sequence type (ST) to each strain. To determine ST, unique 

sequences of each gene were clustered through the USEARCH program (version 11.0.66; 

identity = 100%) (Robert C., 2010). To determine the strains that contained the same 

allelic profile, the PHYLOViZ software (version 2.0) (Nascimento et al., 2017) was used. 

Those that were grouped in the same cluster in four out of the five genes were considered 

the same population. Any of these indexes followed a Gaussian distribution (Shapiro-

Wilk’s test of normality, p > 0.05), therefore, the relationship between this diversity 

indexes and the presence of Enterococcus-bacteriocin producers was explored using the 

non-parametric Kluskal-Wallis test.  

Additionally, to determine the relationship between alpha diversity and the levels 

of enterocin producer populations, the Pearson's correlation was estimated between the 

proportion of enterococci producers and the corresponding alpha diversity.  

Finally, to test for difference between coexisting populations against populations 

of different origin, a t-student test for dependent variables was used to test if there were 

significant differences in the sensitivity of the strains from the same cheese and from 

different cheeses. 

All statistical analyses were performed with Statistica 10.0 (StatSoft, 2011). 

3. Results 

3.1. Differential diversity among samples 

The LAB communities analyzed included a wide range of microbial counts and 

compositional variation. Total LAB microbial counts ranged from 2.8 x 105 to 2.6 x 108 

CFU/g (Supplementary Table SVI.1; Figure VI.1), whereas enterococcal counts ranged 

from 6.6 x 102 to 1.1 x 106 CFU/g (Supplementary Table SVI.1; Figure VI.1) except in 
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two samples where they did not grow. Thus, enterococcal populations levels were present, 

on average, at 3-fold levels below total LAB.  

 

 

Figure VI.1. Cheese microbial counts.  Total LAB counts and their corresponding enterococci 

counts are shown in logarithmic scale. Total LAB counts ranged from 5.4 to 8.4 log10(cfu/g), 

while enterococci counts showed an average of 3 folds below total LAB. Just in two samples 

there were no growth of enterococci. Colors correspond to milk source. 

According to the corresponding 16S rRNA metagenomes, LAB communities 

were dominated by Lactococcus and Streptococcus, followed by Lactobacillus, showing 

different proportions among samples (Table VI.2, Figure VI.2). By this approach, 

enterococcal populations were found in all samples at 4 or 5-fold levels below the most 

abundant genera (i.e. Lactococcus or Streptococcus), including those were Enterococcus 

did not grow in its selective media (i.e. KF). The total number of observed ASVs ranged 

from 12.83 to 53.53, where Enterococcus varied from the 8th to the 40th position according 

to the ranked abundances for each sample, with a 24th position average. The other alpha 

diversity measures ranged from 0.1593 - 3.4817 in the case of the Shannon index, and 

from 1.190 - 3.360 in the case of Faith PD index.  

Concerning enterococci, MLSA analysis identified four species of enterococci, 

i.e. E. faecalis, E. faecium, E. durans and E. hirae (Figure VI.3), being E. faecalis and E. 

faecium the most isolated species. The phylogeny inferred by MLSA did not show 
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homogenous clusters in terms of sample of isolation nor antimicrobial activity. This 

means that isolated enterococci were not part of a clonal population. However, in the case 

of E. faecalis, the genetic distance between them were very short, with low bootstrap 

values. 

 

 

Figure VI.2. Bacterial genera present in raw milk cheeses.  In all the samples, the most 

abundant genera were Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus and Leuconostoc. Color 

legend shows the overall top ten most abundant genera, sorted from the most to the lowest 

abundant. 
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Nevertheless, determination of population richness of enterococci isolated by 

assigning type sequences resulted in a total of 57 different sequence types. For each 

cheese sample, between 2-7 different type sequences were found. 

 

Table VI.2. Ten most abundant bacterial genera per dairy animal obtained through the analysis 

of 16S rRNA metagenome.  All values are expressed as percentages. 
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AM1901QU01 50.42 30.17 9.88 7.67 0.56 0.45 0.25 0.14 0.13 0.11 

AM1901QU02 4.71 22.28 72.36 0.43 0.05 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 

AM1902QU03 31.80 41.77 12.74 0.00 0.08 0.00 12.05 0.51 0.03 0.00 

AM1902QU04 28.61 67.70 0.75 1.91 0.05 0.00 0.61 0.05 0.01 0.20 

AM1902QU05 4.24 1.25 93.98 0.00 0.07 0.09 0.00 0.04 0.00 0.00 

AM1902QU07 1.32 96.43 1.95 0.00 0.04 0.11 0.03 0.05 0.00 0.02 

AM1902QU08 12.06 8.60 79.12 0.05 0.00 0.01 0.00 0.02 0.01 0.00 

AM1902QU09 15.96 30.94 51.49 0.00 0.01 0.03 1.23 0.05 0.00 0.00 

AM1902QU10 1.37 54.03 44.51 0.01 0.00 0.01 0.03 0.02 0.00 0.00 

AM1902QU11 41.12 0.04 58.17 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 

AM1902QU12 19.17 14.96 57.17 8.27 0.01 0.00 0.03 0.08 0.00 0.00 

AM1903QU14 8.20 21.06 67.96 0.72 0.01 0.91 0.09 0.03 0.05 0.01 

AM1903QU15 16.00 80.59 2.74 0.34 0.12 0.09 0.01 0.04 0.00 0.00 

AM1903QU16 29.64 68.91 0.37 0.04 0.03 0.01 0.81 0.12 0.01 0.00 

AM1903QU17 0.50 98.87 0.09 0.00 0.00 0.12 0.00 0.02 0.06 0.11 
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Figure VI.3. Phylogenetic tree of Enterococcus strains isolated from cheese made with raw milk. The 

phylogenetic tree is based in the Multi Locus Sequence Analyses (MLSA). From left to right, the first 

annotation bar represents the species, being E. faecalis (green) and E. faecium (orange), E. durans (blue) 

and E. hirae (red), the second bar represent cheese sample and  the third and fourth bar represent the activity 

against L. innocua and E. faecalis S47 respectively. 
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3.2. Differential antagonistic producers frequency among enterococci 

The enterococcal populations screened from each sample showed a wide range of 

antimicrobial activity among samples. Between forty-four and fifty two bacterial strains 

from each cheese were screened for antimicrobial activity. A 23.64% of them showed 

antimicrobial activity against E. faecalis S-47, while a 18.5% showed antimicrobial 

activity against L. innocua (Figure VI.4, Table VI.3) and a 21.25% against both. Only 

three samples did not show any antimicrobial activity. 

 

 

 

Figure VI.4. Enterocins producers. Proportion of enterocin producers with 

antimicrobial activity against E. faecalis S-47 (yellow circles), L. innocua CECT4032 

(blue circles) and against both indicator strains (red circles). 
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Table VI.3. Percentage of enterocin producers per sample. 

Cheese sample % enterocin producers 

against E.faecalis S47 

% enterocin producers 

against L. innocua 

AM1901QU01 8.16 0 

AM1901QU02 0 0 

AM1902QU03 29.54 20.45 

AM1902QU04 11.54 1.92 

AM1902QU07 0 0 

AM1902QU08 36.54 32.69 

AM1902QU09 23.08 26.92 

AM1902QU10 46.15 50 

AM1902QU11 30.43 30.43 

AM1902QU12 28.85 28.85 

AM1903QU14 39.2 39.2 

AM1903QU15 0 0 

AM1903QU16 53.8 11.5 

 

3.3. Impact of enterocin producers on population and community diversity 

The presence of enterocin producers within the enterococcal populations did not 

show a significant effect on Enterococcus diversity. Due to the lack of sharp clusters in 

the MLSA (Figure VI.3), we estimated the population richness and used the inferred 

phylogenetic tree from the MLSA to quantify the Faith’s phylogenetic diversity index 

(Faith & Baker, 2006) as an approximation to the enterococcal population diversity in 

each sample. Neither of the indexes used produce a significant difference between 

producer and not producers (Table VI.4). 

Table VI.4. Effect of enterocin producing populations in enterococcal 

diversity.  Kruskal-Wallis non-parametric test exploring the effects of the 

presence/absence of Enterococcus-bacteriocin producers in different alpha 

diversity indexes of the enterococci populations.  
 

H N p 

Faith’s phylogenetic diversity index 1.02 13 0.31 

Population richness 0.15 13 0.69 

 

Regarding the cross immunity of each isolate, it was revealed that those 

enterococci that were part of the same cheese presented a lower sensitivity index 

compared to the sensitivity shown between enterococci that did not coexist in the same 

cheese (Figure VI.5). However, this difference was not significant (Table VI.5). 
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Table VI.5. t-test of dependents variables exploring the sensitivity of 

enterococci belonging to the same cheese and different cheeses.  D.f. refers 

to degree of freedom. 
 

d.f. N p 

Same cheese * Different cheese 1.02 13 0.068 

 

 

 

Figure VI.5. Boxplot showing the difference in sensitivity found between 

enterococci present in the same cheese sample and those in different cheeses 

samples.  Dots represent average, while box showed standard error of the mean and 

whiskers represent ± confidence interval.  

On the contrary, in the community as a whole, the presence of enterocin producer 

populations showed an effect on community diversity, showing a higher diversity those 

communities with enterocin producers. We tested three diversity indexes: Shannon, ASV 

richness, and Faith’s phylogenetic diversity. In all cases we obtained low p-values 

comparing communities with or without enterocin producers (Table VI.6; Figure VI.6). 

Nnevertheless Shannon diversity index showed a significant p-value (i.e. p<0.05).  
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Table VI.6. General Linear Models exploring the effects of the presence/absence of 

Enterococcus-bacteriocin producers in different alpha diversity indexes of the 

bacterial community of cheeses.  D.f. refers to degree of freedom. The first number is 

the degree of freedom of the independent variable and the second one for the error term. 

Significant p-values (p < 0.05) are shown in bold. 
 

d.f. F p 

Shannon’s diversity index 1,11 6,12 0,031 

Faith’s phylogenetic diversity index 1,11 1,90 0,196 

AVS richness 1,11 3,74 0,079 

 

 

 

 

Figure VI.6. Boxplot showing differences in Shannon’s (A) and Faith’s phylogenetic diversity 

indexes (B), and Amplicon Sequence Variant richness (C) between raw milk cheeses with and 

without presence of Enterococcus-bacteriocin producers. Dots represent average, while box 

showed standard error of the mean and whiskers represent ± confidence interval. * indicates where 

significant differences have been found. 
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Due to this increment in diversity with enterocin producers, we explore this 

relationship testing the correlation between these two variables in those samples with 

enterocin producers. All indexes show a negative relationship between diversity and 

enterocin producers within these samples (Table VI.7, Table VI.8) but again, only the 

Shannon diversity index of the community showed a significant correlation when E. 

faecalis was used as indicator strain (Figure VI.7). Thus, the increment of community 

diversity was maximized at low levels of enterocin producers. 

 

 

Figure VI.7. Correlations between proportion of Enterococcus-

bacteriocin producers against E. faecalis S47 (from the whole 

Enterococcus population) and Shannon’s diversity index of the 

bacterial community of cheeses. 

 

Table VI.7. Pearson’s correlations exploring the effects of proportion of 

Enterococcus-bacteriocin producers against two indicator strains and 

different alpha diversity indexes of the bacterial community of cheeses.  

Significant p-values (p < 0.05) are shown in bold. 

Indicator strain  Shannon Faith ASV richness 

L. innocua 
r -0,46 -0,56 -0,49 

p 0,209 0,115 0,179 

E. faecalis S47 
r -0,65 -0,58 -0,40 

p 0,041 0,079 0,256 
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Table VI.8. Correlations exploring the association between 

of proportion of Enterococcus-bacteriocin producers 

different alpha diversity indexes of the bacterial 

Enterococcus population of cheese.  

Sensitive strain  Faith St-richness 

L. innocua 
r -0.64 0 

p 0.061 0 

E. faecalis S47 
r -0.28 -0,56 

p 0.43 0,094 

 

4. Discussion 

In the present study we have found a general trend of higher diversity in LAB 

communities associated to enterocin producers. However, the highest diversity is found 

at low-moderate levels of enterocin producers among enterococci. Therefore, our results 

show that low proportion of enterocin producers among enterococcal populations 

increases LAB diversity in cheese microbial communities.  

LAB are recognized for playing an essential role in traditional cheese making, 

thanks to the fact that they contribute to the development of sensory characteristics and 

improve the nutritional value of the product (Coelho et al., 2022). Microbial counts of 

LABs presented in the analyzed cheeses ranged from 2.8 x 105 to 2.6 x 108 (Figure VI.1, 

Supplementary Table SVI.1), values that are within the regular range described by other 

authors (Carraro et al., 2011). Through massive DNA sequencing, the main LAB genera 

that have been identified in cheeses made with raw milk are Lactococcus, Lactobacillus, 

Enterococcus, Streptococcus and Leuconostoc (Biolcati et al., 2020, 2022; Camargo 

et al., 2021; Nero et al., 2021), which agrees with ours samples (Table VI.2, Figure VI.2). 

Among LAB, enterococci represent an important genera of the LAB group, with 

approximately more than 50 species and subspecies (Graham et al., 2020). Several studies 

on the microbiota of traditional cheeses from the Mediterranean produced mainly from 

raw milk indicate that enterococci are a relevant component of the LAB being 

approximately up to one-third of all isolated LABs (Golić et al., 2013; Terzic-Vidojevic 

et al., 2014; Terzić-Vidojević et al., 2014; Veljovic et al., 2007). Furthermore, proportion 

of Enterococcus could change during cheese manufacture frequently being approximately 

between 104 and 106 CFU/g at the beginning of ripening and between 105 and 107 CFU/g 

at the end of cheese ripening (Franz et al., 1999). In our case, enterococcal counts ranged 

from 6.6 x 102 to 1.1 x 106 CFU/g a (Figure VI.1, Supplementary Table SVI.1). In 
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addition, most enterococci isolates were identified as E. faecalis and E .faecium, followed 

by E .durans and E .hirae (Figure VI.3). These is also the case in several studies who 

found that E. faecium, E. faecalis, and to a lesser extent E. durans were the most abundant 

in traditional cheeses (Gelsomino et al., 2002; Nieto-Arribas et al., 2011; Sarantinopoulos 

et al., 2001; Serio et al., 2007; Suzzi et al., 2000). The proteolytic and lipolytic activities, 

as well as the production of metabolites exhibited by these species endow them with 

significant biological properties, rendering them highly intriguing for their contribution 

to the organoleptic and quality features of ripened cheeses (Giraffa, 2003). Enterococcal 

strains commonly possess the ability to produce enterocins, which have the potential to 

inhibit various bacteria apart from enterococci, including the pathogens Listeria and 

Clostridium (Giraffa, 2003). Our results show that in most of the cheeses analysed we 

found enterococci that produce antimicrobials compounds (Figure VI.4, Table VI.3). 

Specifically, 21.2% of them had antimicrobial activity against both sensitive strains. This 

result is within the values obtained in other studies (González et al., 2007; Kouhi et al., 

2022; Martín-Platero et al., 2009; Morandi et al., 2015). In addition, a 24.6% present 

activity against L.innocua. In the cheese industry the antilisteria activity of this type of 

bacteriocins is of great interest in its ability to inhibit Listeria while allowing LAB to 

carry out their role in cheese ripening (De Vuyst et al., 2003). 

The highly variable and complex microbiota present in cheese makes it an 

environment where competitive interactions are inevitable as members share the same 

niche and compete for the same resources, spatially or otherwise (Sieuwerts et al., 2008). 

These interactions may ultimately affect the relative numbers of community members. In 

cheese in particular, bacteriophage predation has been shown to ensure bacterial diversity 

by eliminating large numbers of strains (according to the 'kill the winner' theory), thereby 

stabilizing the overall function of the community (Rodriguez-Valera et al., 2009). This 

theory, analogous to classical Lotka-Volterra dynamics to explain predator-prey 

population dynamics, proposes that in phage–bacteria interactions, increasing the 

population of a host organism (the winner) often results in an increase in the number of 

its corresponding predators (phage), increasing the winner's kill rate (Thingstad, 2000). 

Phages can have a dramatic impact on fermentations where LAB populations need to 

reach high cell counts in a short period of time (Mahony et al., 2016). In our case, the 

presence of Enterococcus-enterocins producers significantly affected Shannon’s diversity 

index of community (Figure VI.6; Table VI.6). This implies that in communities where 
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there is at least one producer, the species abundance is more equitably distributed in 

cheese than in communities where there are no producers. The impact of 

bacteriocinogenic strains depends on their ability to grow and produce optimal levels of 

bacteriocins, not only under the technological conditions of the food, but also in the 

natural environment where they must compete with the microbial diversity present in the 

food without altering its physicochemical and organoleptic characteristics (Londoño 

et al., 2015). In fact, a positive effect of bacteriocin production in NSLAB is that it can 

act against other LAB strains such as the starter cultures, promoting their lysis and 

enzyme release, contributing to cheese ripening and enhancing the flavor of mature 

cheese (Nugroho et al., 2021). 

Various simulations studies have revealed that antagonism strongly promote 

diversity and stability of a microbial community by promoting spatial structuring (Czárán 

et al., 2002; Kerr et al., 2002a; Wang et al., 2022). In fact, communities where 

cooperative interactions predominate are easier to destabilize, in contrast to antagonistic 

interactions that lead to more robust populations (Coyte et al., 2015). This is because 

cooperation enhances dependency between species, which means that if, for example, one 

species decreases in abundance, it will tend to drag others down with it and destabilize 

the system. 

According to theoretical research, antagonistic systems can promote diversity in 

environments subjected to certain conditions. Experimental evidence has demonstrated 

this for Escherichia coli's colicin (Kerr et al., 2002b; Kirkup & Riley, 2004). However, 

in natural environments conditions cannot always be controlled. In gut mice microbiota 

Umu et al., (2016) analyse the effect of Class II bacteriocins in microbial communities. 

They showed that the diet supplemented with bacteriocin-producing bacteria did not 

affect the overall structure of the community. Nevertheless, some significant alterations 

were observed when examining the lower taxonomic levels, especially in treatments 

involving bacteriocins that have relatively wide inhibitory spectra (such as enterocins Q 

and L50 and garvicin ML). Additionally, the presence of bacteria producing bacteriocins 

increased the proportion of LAB. This could allow to manipulate specific populations 

thanks to bacteriocin producers at different levels and in different directions without 

affecting the normal inhabitants of the intestine. Qiao et al., (2022) also studied the effect 

of bacteriocin-producing Pediococcus acidilactici strains in intestinal microbiota of 

normal mice. They observed that the total number of species increased, but diversity and 
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uniformity of the gut community decreased slightly. Similarly ABP-118, a broad-

spectrum class IIb bacteriocin produced by gut isolates of Lactobacillus salivarius only 

produce minor alterations in overall community composition (Riboulet-Bisson et al., 

2012). On the contrary, our study has focused on community enterocin-producing 

populations rather than on a specific bacteriocin, that is, we have taken into account 

bacteriocin production as an ecological factor in microbial interactions, independently of 

the specific bacteriocin produced. 

In addition, here we observed that bacteriocin production do not seem to affect the 

enterococci population, so the effect is at the community level (i.e. between species) and 

not in populations (i.e. within the same species). This could be due to the spectrum of 

action of bacteriocins. Bacteriocins spectrum is highly variable, from narrow to broad 

inhibitory activity and against closely related and unrelated species (Cotter et al., 2013). 

Broad-spectrum bacteriocins are more likely to be produced when the producer strain is 

highly abundant, allowing it to consolidate its ecological dominance by suppressing 

community members in general (Palmer & Foster, 2022). While narrow-spectrum 

bacteriocins is more focused on inhibiting the growth of competing strains that are the 

greatest threat (Palmer & Foster, 2022). This is due to closely related species are more 

likely that exploit similar niches within an environment, and hence, their competition for 

the space and resources is high (Weiss et al., 2022). In our case, the bacteriocins may be 

presenting a more specific action spectrum towards some other genus than enterococci. 

Another possibility is that the producing strains are closely related (Figure VI.3) and 

could share the immunity mechanisms for the antimicrobials that are being produced; 

presenting greater resistance against them and not observing any effect on the diversity 

of enterococci populations (Cintas et al., 2001; Dimov et al., 2005). Such ecological units 

of production and resistance have been described in other wild habitats (Cordero et al., 

2012). However, despite we have not found significant differences between the sensitivity 

of enterococci from the same cheese with respect to enterococci from different cheeses, 

the low p value (0.068) at the edge of significance points to a high degree of resistance 

between coexisting populations (Figure VI.5). 

On the other hand, a strong stressor (such as an antimicrobial substance) is 

expected to reduce the diversity of organisms in an area (Abeles et al., 2016). However, 

moderate concentrations of antimicrobials can actually increase the biodiversity of an 
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area by promoting the emergence of new taxa as long as the dominant species present in 

the microbiome are susceptible (Martínez, 2017). 

In the present study, we have shown how the presence of bacteriocin producers in 

the microbiota increased the bacterial diversity of the cheese. However, within the 

cheeses with at least one producer, diversity is negatively correlated with the percentage 

of production, that is, the higher antimicrobial production, the lower diversity of the 

community (Figure VI.7). In other words, having producers in the community increase 

diversity, although too many producers affected negatively the diversity. This effect may 

be due to the fact that the production of bacteriocins at medium levels prevents one 

species from surpassing others promoting diversity (Paine, 1966). Furthermore, these 

results are compatible with the Intermediate Disturbance Hypothesis (IDH) in ecology. 

The IHD establishes that diversity is highest at intermediate levels of disturbance since 

these are infrequent enough for many species to survive fluctuations, but frequent enough 

for selection pressures and species with greater fitness to change with disturbances (Lee 

et al., 2018) although it is a highly controversial hypothesis (Becker et al., 2012; Fox, 

2013; Galand et al., 2016; Lee et al., 2018). 

Overall, our results suggest that, beyond their role in the local structuring of 

resistant and sensitive producer strains, bacteriocins could have an important effect 

modulating microbial communities of an environment. To what extent these results can 

be extended to other LAB species or even other wild microbial ecosystems will need 

further research. In any case, highlights the importance of bacteriocin production in 

controlling LAB communities during cheese ripening. Therefore, further studies on the 

effect of bacteriocin production on diversity would be of interest. Furthermore cheese has 

proven to be an ideal environment where interacting multispecies microbial communities 

of reduced complexity can be developed (Sieuwerts et al., 2008) being able to compare 

with other less manageable systems where many species of bacteria coexist. The 

microbial communities present in cheese are easily cultivable and manipulable, 

facilitating the study and understanding of the patterns and underlying mechanisms of the 

assembly, function, and interactions of microbial communities (Wolfe & Dutton, 2015).  
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6. Supplementary material 

Supplementary Table SVI.1. Main raw milk cheese features and microbiological counts. 

ID Cheese Milk 

type 

Lactic Acid 

Bacteria 

log(cfu/g) 

Enterococci 

log(cfu/g) 

AM1901QU01  Idiazabal Sheep 7.98 4.87 

AM1901QU02  Pago de los Vivales Sheep 8.41 2.82 

AM1902QU03 Pata de Mulo Sheep 6.16 4.21 

AM1902QU04 Ardi Gazta Ekia Sheep 6.86 4.74 

AM1902QU05 Comté, queso graso Cow 5.94 ND* 

AM1902QU07 Quesería Cortijo Júrtiga Goat 8.05 6.05 

AM1902QU08 Quesería 3 RRR Goat 7.42 4.32 

AM1902QU09 Granja Maravillas  Cow 7.37 3.96 

AM1902QU10 Granja Maravillas  Cow 7.51 4.77 

AM1902QU11 Emmental Cow 7.42 2.92 

AM1902QU12 Le Moulis Cow 7.11 3.80 

AM1903QU14 Las R.R.R. Goat 6.35 3.23 

AM1903QU15 Cueva de la Magaha Goat 5.44 2.99 

AM1903QU16 Mariscal  Sheep 5.85 4.34 

AM1903QU17 Las Abadías Goat 8.23 ND* 
* Not Detected 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO VII. Discusión general y Conclusiones 

 





DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES 

247 

1. Discusión 

La mayoría de los seres vivos del planeta son microorganismos, con una tasa de 

recambio y una diversidad genética y metabólica muy superior a la de los 

macroorganismos (Whitman et al., 1998). Estos son ubicuos y constituyen un factor 

clave: (i) para la salud ambiental, con una contribución esencial para la vida y los ciclos 

biogeoquímicos (Falkowski et al., 2008); (ii) para la salud humana, puesto que distintos 

aspectos del desarrollo inmunológico adaptativo están influenciados por la colonización 

bacteriana del intestino (Round & Mazmanian, 2009); (iii) para la producción de 

alimentos, así, las bacterias lácticas debido a sus características metabólicas únicas están 

involucradas en muchos procesos de fermentación de leche, carnes, cereales y vegetales 

(Caplice & Fitzgerald, 1999); o (iv) diversos procesos industriales, como es el caso de 

microorganismos que actúan como agentes nucleantes en la formación de hielo, con 

repercusión importante a nivel industrial y ambiental (Pandey et al., 2016). Sin embargo, 

con frecuencia el efecto positivo de los mismos depende de la acción de toda la 

comunidad microbiana, cuya estructura, diversidad y función están determinados en 

última instancia por las interacciones que se producen entre los miembros de la 

comunidad (Kodera et al., 2022).  

De todas las posibles interacciones son clave aquellas que afectan al ciclo de vida 

del individuo. Entre estas encontramos el antagonismo por interferencia y más en 

concreto la producción de bacteriocinas. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos 

producidos ribosomalmente que, aunque generalmente son activos contra cepas 

estrechamente relacionadas, una amplia gama de las mismas posee actividad contra 

bacterias más lejanamente relacionadas (Kommineni et al., 2015). Por lo tanto, pueden 

desempeñar un papel importante como impulsores de la colonización de nichos por parte 

de poblaciones específicas y en el establecimiento de la estructura comunitaria final. La 

producción de bacteriocinas está ampliamente distribuida entre las especies bacterianas, 

sin embargo, esto contrasta con la alta diversidad de las comunidades de microorganismos 

donde se desarrollan, y parece contradecir el efecto letal de las bacteriocinas. Así pues, 

en la presente tesis hemos analizado el papel de las bacteriocinas a distintos niveles, 

comenzando con un estudio a nivel molecular, pasando por la genómica, hasta estudiar el 

efecto de la producción y resistencia de las mismas a escala de toda la comunidad de 

BAL. 
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De forma general, para que una bacteriocina se produzca es necesario que se 

expresen un grupo de genes, entre los cuales destacan aquellos implicados en la 

inmunidad hacia la propia bacteriocina (Dimov et al., 2005); aunque hay poco 

conocimiento sobre los mecanismos involucrados en dicha inmunidad (de Freire Bastos 

et al., 2015), y menos aún sobre la posible resistencia cruzada entre bacteriocinas. 

Algunos mecanismos que podrían estar implicados en la inmunidad hacia la propia 

bacteriocina incluyen la actividad de una proteína de inmunidad exclusivamente, o la 

acción conjunta de una proteína de inmunidad y un transportador ABC (Cotter et al., 

2005). A pesar de que las proteínas de inmunidad no presentan homologías entre sí, los 

mecanismos a través de los cuales funcionan son similares, ya sea a través del secuestro 

de la proteína estructural o mediante competencia antagónica por un receptor. Dichos 

mecanismos de inmunidad son muy específicos para cada bacteriocina y, por lo general, 

no suelen ofrecer protección contra otras bacteriocinas. 

Por otro lado, existe evidencia de resistencia cruzada entre bacteriocinas 

producidas por cepas estrechamente relacionadas, perteneciendo generalmente a la misma 

clase. Tymoszewska et al., (2021) observaron resistencia cruzada por parte de 

Lactococcus lactis entre dos bacteriocinas, las enterocinas L50 y la Aureocina A53, 

ambas bacteriocinas sin péptido líder. Dicha resistencia estaba basada en una mutación 

de su transportador ABC. Oppengard et al. (2010) estudiaron las bacteriocinas 

lactococcin G y enterocina 1071, homólogas y pertenecientes a la misma clase. La 

resistencia cruzada a estas dos bacteriocinas se debía a la presencia del gen de inmunidad 

a la enterocina 1071. Sin embargo, dicha proteína de inmunidad no proporcionó 

resistencia a la bacteriocina plantaricina EF (no homóloga ni a lactococina G ni a la 

enterocina 1071). En la actualidad no existen apenas datos acerca de la resistencia cruzada 

entre bacteriocinas pertenecientes a diferentes clases en poblaciones naturales. 

En los resultados del Capítulo III, pusimos de manifiesto la resistencia cruzada 

entre dos bacteriocinas las enterocinas MR10A/B (sin péptido líder; variantes de las 

enterocinas L50A/B) y la enterocina AS-48 (circular). Ambas bacteriocinas son 

producidas por cepas de Enterococcus faecalis pero pertenecen a clases diferentes, en 

concreto la bacteriocina AS-48 pertenece a la clase I de la clasificación realizada por 

Álvarez-Sieiro et al., (2016) y MR10A/B pertenecen a la clase II según esta misma 

clasificación. Además, determinamos que la resistencia se debía a la presencia de un 
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transportador ABC, al que denominamos Transportador-2 por su posición en el cluster 

génico de AS-48, presente en ambos clusters de genes.  

Los transportadores ABC están implicados en multitud de funciones biológicas 

como la importación de nutrientes a través de la membrana celular, la transducción del 

ARNm, la reparación del ADN o la secreción o expulsión de diversas moléculas, incluidas 

toxinas (Davidson et al., 2008). Esta última función explica la frecuente presencia de 

transportadores ABC como genes de inmunidad en varias bacteriocinas. Entre los 

transportadores ABC mejor estudiados implicados en la inmunidad hacia bacteriocinas 

se encuentran los transportadores de lantibióticos. Estos están compuestos por tres 

proteínas, LanFEG, que junto con una proteína de inmunidad (LanI) reducen la 

concentración de los lantibióticos que llegan a la membrana y los expulsan antes de que 

formen poros (Clemens et al., 2018). 

En nuestro caso el Transportador-2 está compuesto por 4 proteínas denominadas 

As-48EFGH o Mr10EFGH dependiendo del cluster de genes del que forme parte. Estas 

proteínas que conforman el transportador de ambos cluster presentan elevadas similitudes 

(>95%), a excepción de AS-48E y Mr10E, cuya homología no alcanza el 50%. El presente 

transportador, junto con la proteína de inmunidad específica, además de proporcionar 

inmunidad de cada cepa a su propia bacteriocina, en el caso del transportador presente en 

el cluster de la enterocina AS-48 proporciona resistencia cruzada hacia las enterocinas 

MR10A/B. Aunque aún es desconocido el mecanismo por el que se produce dicha 

resistencia, una posible explicación es que AS-48 y MR10A/B compartan ciertas 

características estructurales como una estructura tridimensional con un pliegue similar a 

la saposina, así como un núcleo hidrofóbico formado por las hélices (típicamente 4 o 5), 

con una superficie exterior que es predominantemente hidrofóbica con residuos de 

triptófano o tirosina expuestos al solvente cerca de los extremos N o C terminal (Towle 

& Vederas, 2017). Estas características se han encontrado en otras bacteriocinas 

circulares y sin péptido líder como la Circularina A, la Uberolisina, la Lacticina Q o la 

Aureocina A53; y podrían ser las responsables del reconocimiento por parte del 

Transportador-2 de ambos péptidos y su expulsión al medio extracelular, confiriendo 

resistencia.  

Hoy en día nos enfrentamos a un problema mundial dado el surgimiento de 

patógenos resistentes a múltiples antibióticos. Es por tanto esencial buscar alternativas a 

los mismos, postulándose las bacteriocinas como una alternativa viable al uso de 
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antibióticos en clínica (Cotter et al., 2013). La mayoría de los estudios sobre bacteriocinas 

están sesgados hacia la descripción de las propiedades fisicoquímicas, estructura, 

actividad y modo de acción de las bacteriocinas, encontrando pocos estudios sobre los 

mecanismos que conducen al desarrollo de resistencia a estos agentes. Teniendo en cuenta 

los resultados obtenidos en el capítulo III se hace más necesario aún estudiar los patrones 

potenciales de resistencia cruzada para poder llegar a predecir la resistencia cruzada entre 

bacteriocinas a la hora de su aplicación en tanto en clínica como en industria alimentaria.  

Dado que encontramos el Transportador-2 asociado a dos cluster génicos 

responsables de bacteriocinas diferentes implicado en la resistencia cruzada, quisimos 

determinar la distribución de este transportador entre las bacterias. Atendiendo a los 

resultados obtenidos en el Capítulo IV, se encontró que las proteínas que conforman el 

Transportador-2 estaban muy extendidas entre diferentes bacteriocinas y especies. De 

hecho, se ha descrito en Bacillus subtilis un transportador, denominado YknWXYZ, muy 

similar estructuralmente al Transportador-2 (Yamada et al., 2012). Sin embargo, las 

proteínas que conforman dicho trasportador presentan similitudes muy bajas con las 

proteínas del Transportador-2 de AS-48.  

A pesar de la amplia distribución de las proteínas de este tipo de trasportadores, 

solo pudimos encontrar el Transportador-2 completo entre las especies del género 

Enterococcus. En concreto identificamos 6 especies diferentes de enterococos con dicho 

transportador: E. faecalis, E. hirae, E. faecium, E. durans, Enterococcus sp. y E. 

phoeniculicola. Además, de a AS-48 y bacteriocinas variantes de MR10 se encontró 

asociado a la bacteriocina Carnocyclina A y bacteriocinas pertenecientes a la familia de 

las Uberolisinas/carnociclinas. Estas bacteriocinas comparten las mismas características 

que AS-48 y MR10A/B (pliegue similar a la saposina, núcleo hidrofóbico y superficie 

exterior predominantemente hidrofóbica), por tanto, nuestra hipótesis es que, la presencia 

compartida del Transportador-2 puede llegar a ofrecer resistencia cruzada a dichas 

bacteriocinas, lo que podría generar grupos de resistencia cruzada de poblaciones de 

enterococos que podrían estar involucrados en la estabilidad de la población dentro de la 

comunidad microbiana. Esta posible agrupación de poblaciones de enterococos recuerda 

al modelo propuesto por Szabó et al. (2007) en el cual un número infinitamente grande 

de cepas podrían agruparse en "unidades" que contuvieran especies mutuamente inmunes 

y dichas unidades a su vez jugasen al tradicional juego de niños, piedra-papel-tijera, 

coexistiendo en el tiempo y manteniéndose la diversidad poblacional y comunitaria. Aun 



DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES 

251 

así, sigue siendo necesaria una aproximación más experimental que permita dilucidar los 

mecanismos involucrados en el mantenimiento de las comunidades microbianas. 

Adicionalmente, pusimos de manifiesto que el gen o genes de inmunidad de las 

bacteriocinas pueden transmitirse independientemente del péptido antimicrobiano 

asociado, puesto que encontramos el Transportador-2 sin asociación a ninguna 

bacteriocina. Este hecho podría aumentar el riesgo de resistencia a los antimicrobianos 

bajo una alta presión selectiva, aunque la frecuencia de Transportador-2 huérfano de 

bacteriocina es baja, por lo que serían necesarios más estudios para poder comprenderlo 

adecuadamente. 

El género Enterococcus, empleado como modelo de productor de bacteriocinas en 

los distintos capítulos de la presente Tesis, son bacterias ubicuas que han sido aisladas 

tanto de suelos como aguas superficiales y marinas, en asociación con plantas, en 

productos alimenticios fermentados, como parte de la microbiota intestinal de vertebrados 

e invertebrados, y como agentes causantes de enfermedades humanas. Son, por lo tanto, 

especies capaces de sobrevivir en condiciones ambientales diversas y a menudo adversas 

(Lebreton et al., 2017), caracterizándose por poseer una elevada resistencia intrínseca a 

muchos antimicrobianos (Hollenbeck & Rice, 2012). Unido a su capacidad para adquirir 

nuevos genes de resistencia a antimicrobianos a través de la transferencia horizontal, les 

permite sobrevivir y propagarse en entornos hospitalarios y convertirse en uno de los 

principales causantes de infecciones nosocomiales (Aun et al., 2021; Raven et al., 2016). 

Los plásmidos son quizás los elementos genéticos móviles que priman entre los 

enterococos y son los principales causantes de la transmisión de genes de resistencia a 

antimicrobianos y de virulencia (Palmer et al., 2010). En el caso del Transportador-2 lo 

encontramos asociado tanto a plásmidos como a cromosoma, destacando en E .faecium, 

donde aparece ubicado en todos los casos a nivel plasmídico además de únicamente 

asociado a variantes de la bacteriocina MR10, pudiendo ser indicativo de que su 

adquisición ha sido posterior, encontrándose primero en otras especies de Enterococos. 

Además, se ha podido observar como dicho Transportador-2 se moviliza principalmente 

entre las mismas especies de enterococos, independientemente de su asociación a 

bacteriocinas.  

Más allá de la variación en el transportador entre las poblaciones de enterococos, 

cada componente del transportador ABC puede mostrar una especificidad diferente. En 

el caso del Transportador-2, las proteínas similares a Mr10G y Mr10H se encontraron 
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ampliamente distribuidas entre distintas especies, mostrando así un mayor nivel de 

conservación. Por el contrario, Mr10E y Mr10F se limitaron a las especies del género 

Enterococcus. Por otro lado, se encontró que las proteínas Mr10F, Mr10G y Mr10H 

estaban bien conservadas dentro de cada especie de enterococo, lo que sugiere una 

interacción más específica con otras características celulares, mientras que la proteína, 

Mr10E se encontró más conservada dentro del mismo grupo de genes de enterocina, 

independientemente de la especie productora. Esto apunta a una interacción directa entre 

la bacteriocina y el componente Mr10E del transportador, produciendo finalmente la 

especificidad de la resistencia.  

El modelo de piedra-papel-tijera, (donde la piedra gana a las tijeras, las tijeras 

ganan al papel y el papel gana a la piedra) se utiliza con frecuencia para explicar la 

dinámica de comunidades no transitivas, es decir aquellas sin jerarquías competitivas 

estrictas, entre las poblaciones productoras de bacteriocinas (P), resistentes (R) y 

susceptibles (S) (Riley & Wertz, 2002), pudiendo conseguirse una coexistencia entre 

estos tres tipos de cepas en una comunidad en medios con estructura espacial, mientras 

que esa diversidad se pierde cuando la dispersión y la interacción ocurren a escalas 

espaciales relativamente grandes (p.e. en medios líquidos); sin embargo, este modelo se 

estableció principalmente debido al incremento de mutantes resistentes generados a partir 

de las poblaciones S (Kerr et al., 2002). La presencia del Transportador-2 huérfano en 

bacteriocina y la existencia de gradientes en la especificidad entre los genes de resistencia 

e inmunidad, dan pie a la posibilidad de generarse poblaciones con distintos grados de 

resistencia complicándose aún más el escenario teórico para el desarrollo de modelos 

dinámicos poblacionales de cepas productoras, resistentes y sensibles.  

Para profundizar en nuestro conocimiento de las características de las poblaciones 

bacteriocinogénicas, en el capítulo V describimos y comparamos los genomas de tres 

bacterias modelo: E. faecalis UGRA10, cepa de origen alimentario productora de AS-48; 

E. faecalis S-48, cepa de aislada del exudado de una herida humana productora de AS-

48; y E. faecalis MRR10-3, cepa simbionte mutualista de aves (en concreto de la abubilla, 

Upupa epops) productora de MR10A/B. Estas dos últimas son las empleadas en los 

estudios de resistencia cruzada y distribución del transportador de inmunidad de los 

capítulos III y IV, permitiendo por tanto analizar la relación genómica entre estas 

bacterias que han mostrado resistencia cruzada.  
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La secuenciación y anotación de los genomas seleccionados mostraron tamaños 

variables, y número de genes acorde a los tamaños obtenidos. Los genomas de E. faecalis 

UGRA10, E. faecalis S-48 y E. faecalis MRR10-3 mostraron tamaños de 3,19 Mpb, 3,10 

Mpb y 2,81 Mpb respectivamente. En los genomas de E. faecalis UGRA10 y E. faecalis 

S-48 ya se había descrito la presencia de diversos plásmidos de distinto tamaño (70kb y 

5.2Kb para UGRA10; y 68kb, 5.2kb, 2.5kb y ~90kb para S-48) (Cebrián et al., 2012; 

Martinez-Bueno et al., 1990), mientras que no hay plásmidos descritos en E. faecalis 

MRR10-3 (Martín-Platero et al., 2006) Esto podría explicar, al menos parcialmente, el 

mayor tamaño de los genomas de E. faecalis UGRA10 y E. faecalis S-48, si bien, la suma 

de los tamaños de los plásmidos conocidos no llega a explicar por completo la diferencia, 

por lo que probablemente el cromosoma sea de mayor tamaño en estas estirpes. Futuros 

estudios encaminados a cerrar estos genomas podrán aclarar estas diferencias genómicas 

estructurales.  

Por otro lado, los análisis funcionales de dichas cepas no mostraron grandes 

diferencias en los principales procesos celulares de los enterococos, encontrando 

funciones relacionadas principalmente con la unión de ADN y ATP, además de estar 

involucradas en la regulación de la transcripción de ADN o transporte de membrana, 

siendo la función principal de las proteínas encontradas en los tres genomas la hidrólisis 

de NTP. Además, dado que los enterococos constituyen uno de los patógenos 

nosocomiales más importantes (O’Driscoll & Crank, 2015; Werner et al., 2008), se 

presentó especial atención a la presencia de factores de virulencia conocidos para esta 

especie. Sin embargo, aunque las cepas analizadas presentaron ciertos rasgos 

patogénicos, estos están en un estado intermedio entre la cepa patógena de referencia E. 

faecalis V583 y una cepa probiótica de referencia E. faecalis Symbioflor1, no pudiendo 

asegurar su seguridad o patogenicidad. Actualmente las causas de patogenicidad de los 

enterococos no están resueltas, sin que haya un factor que explique inequívocamente la 

patogenicidad. Esta parece más bien estar relacionada con la combinación de ciertos 

factores de virulencia y, especialmente, el enriquecimiento en dichos factores (Kiruthiga 

et al., 2020; Vergis et al., 2002)). Por tanto, serán necesarios futuros estudios in vivo que 

aclaren la seguridad o patogenicidad de estas cepas.  

A continuación, se infirió el pangenoma de todos los E. faecalis disponibles en el 

momento del estudio. Este estaba formado por 42113 genes, de los cuales 1025 

conformaban el genoma central, es decir presentes en el 99-100% de los 2113 E. faecalis 
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analizados. Además, de todos estos, 55 genomas portaban alguna de las siguientes cuatro 

bacteriocinas: bacteriocina uberolisina/carnociclina (45 genomas), AS-48 (1 genoma, 

más los genomas de S-48 y UGRA10), carnociclina A (1 genoma) y MR10A/B (8 

genomas, más el genoma de MRR10-3). Como ya se mostró en el capítulo IV, todos ellos 

se relacionan por la presencia del Transportador-2, que en el caso de AS-48 y MR10A/B 

mostró estar implicado en la resistencia cruzada entre las mismas. Aunque existe un 

mayor número de genes centrales en los genomas portadores de las enterocinas MR10, 

esto se debe a que existen menos genomas con dichas bacteriocinas y por tanto su core-

genome es mayor que el que se encuentra en los genomas asociados a las bacteriocinas 

circulares (Zhong et al., 2017). Esto, unido a las diferencias filogenéticas y de posición 

plásmido/cromosoma, nos indican que la adquisición de este grupo de genes de 

bacteriocinas probablemente sea a través de transmisión horizontal de genes, y esté 

influido por el ambiente local donde se encuentran las cepas; proporcionando una ventaja 

ecológica sobre las cepas competidoras que no contienen tales genes (Heilbronner et al., 

2021). Este papel antagonista es el principal que se les ha asignado a las bacteriocinas, 

permitiendo que una cepa invada un nicho dado o al evitar que su nicho sea invadido por 

otras (Kerr et al., 2002; Riley & Gordon, 1999).  

En bacterias Gram positivas hay autores que también han otorgado a las 

bacteriocinas un papel como péptidos de señalización en la detección de quórum o como 

señales de comunicación en consorcios bacterianos (Gobbetti et al., 2007; Hibbing et al., 

2010). De ser cierta esta segunda hipótesis, o en los casos que pudiese operar, los 

resultados del capítulo V muestran que sólo podrían actuar reconociéndose el gen de la 

bacteriocina a sí mismo (a modo de gen egoísta), independientemente del grado de 

parentesco entre las cepas, puesto que no guardan un estrecha relación entre sí.  

Hasta ahora el papel ecológico de las bacteriocinas generalmente se ha estudiado 

desde un punto de vista local entre cepa productora y sensible, dejando de lado que los 

microorganismos productores, resistentes y sensibles suelen vivir en ambientes de 

diferente grado de complejidad. Los principales estudios de inmunidad que podrían 

explicar los patrones de resistencia generalmente se han centrado en la propia inmunidad 

del organismo productor, pero no indagan en los patrones de resistencia de otros 

individuos que puedan coexistir con los productores. Así pues, tras el estudio local de los 

mecanismos de producción y resistencia, estudiamos la función de las bacteriocinas desde 

un punto de vista global (población y comunidad) (capítulo VI). Para ello tomamos como 
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modelo de estudio las poblaciones de enterococos y comunidades microbianas presentes 

en quesos elaborados con leche cruda. El queso se caracteriza por poseer una composición 

fisicoquímica muy heterogénea convirtiéndose en un entorno ideal donde se desarrollan 

comunidades microbianas constituidas por múltiples especies interactuantes , en el que 

los diferentes sustratos y gradientes físico-químicos generan múltiples nichos que podrán 

ocupar cepas especializadas (Sieuwerts et al., 2008). En concreto, los quesos elaborados 

con leche cruda presentan una microbiota especialmente compleja caracterizada por la 

sucesión de diferentes microorganismos (Irlinger & Mounier, 2009).  

Por tanto, con el objetivo de aclarar este vacío en el conocimiento sobre el papel 

ecológico de las bacteriocinas, en el capítulo VI de la presente tesis se utilizaron 15 quesos 

elaborados con leche cruda de tres animales lecheros diferentes (vaca, cabra y oveja). 

Para determinar el efecto de la producción de las bacteriocinas en las comunidades de 

dichos quesos se comenzó con una caracterización y cuantificación de las mismas 

mediante medios de cultivo generales y análisis del ADNr 16S de la comunidad. Los 

títulos microbianos de los quesos analizados mediante recuento en placa se situaron en 

torno a 105 - 108 CFU/g para las BAL globales y en torno a 102-106 CFU/g para los 

enterococos. Dichos valores son similares a los obtenidos en por otros autores para este 

tipo de muestras (Carraro et al., 2011; Martín-Platero et al., 2009). Mediante 

secuenciación de la región V4 del ARNr 16S, los principales géneros de BAL que se 

identificaron se correspondían con Lactococcus y Streptococcus, seguidos de 

Lactobacillus, Leuconostoc y Staphylococcus, siendo los principales géneros que 

habitualmente se encuentran con mayor frecuencia en quesos elaborados con leche cruda 

(Biolcati et al., 2020; Camargo et al., 2021). A partir de los diferentes medios de cultivos 

utilizados para los recuentos, se aislaron 5 colonias de enterococos y se procedió a su 

identificación, encontrando que la mayoría de ellas se identificaban con las especies de 

E. faecalis y E. faecium, seguidas de E. duras y E. hirae (Gelsomino et al., 2002; Serio 

et al., 2007).  

Posteriormente se determinó la capacidad antagónica que presentaban los 

enterococos de estas comunidades. Se detectó mayor producción antimicrobiana 

utilizando E. faecalis S-47 como cepa indicadora que frente a L. innocua CECT4030. Las 

bacterias Gram positivas producen bacteriocinas que poseen un espectro de acción muy 

variable, actuando generalmente frente a cepas estrechamente relacionadas (Cotter et al., 

2013), así, en el caso de las lactococcinas A, B y M, producidas por Lactococcus, 
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presentan actividad antimicrobiana únicamente frente a cepas del mismo género 

(Darbandi et al., 2021). Sin embargo, también se han identificado bacteriocinas de 

bacterias Gram positivas con amplio espectro de acción pudiendo llegar a actuar sobre 

bacterias Gram-negativas como Campylobacter jejuni o E. coli (Pérez-Ramos et al., 

2021). Además, específicamente las cepas de enterococos comúnmente poseen la 

capacidad de producir enterocinas, con espectro de acción relativamente amplio, con 

potencial de inhibir varias bacterias además de los enterococos, incluidos los patógenos 

Listeria y Clostridium (Giraffa, 2003)., alargando la vida útil de los alimentos.  

Tras la caracterización y cuantificación de las comunidades de BAL y la detección 

de las capacidades enterocinogénicas de las poblaciones de enterococos, pusimos de 

manifiesto una tendencia general a una de mayor diversidad en las comunidades de BAL 

asociadas a los productores de enterocinas, encontrándose diferencias significativas al 

emplear el índice de diversidad de Shannon. En el caso de la riqueza de ASVs, aunque la 

media era mayor con productores de enterocinas, las diferencias no llegaron a ser 

significativas. El índice de Shannon aumenta conforme aumenta el número de especies y 

más uniformemente se distribuyen estas especies. Por tanto, esto supone que en quesos 

con comunidades donde hay al menos un productor, hay un apreciable incremento de 

especies cuya abundancia se distribuye más equitativamente que en quesos en los que sus 

comunidades carecen de productores, es decir, en los que no hay productores hay un 

mayor sesgo hacia unas pocas especies muy dominantes. A pesar de que multitud de 

trabajos teóricos apoyan que el antagonismo promueve la diversidad y estabilidad de las 

comunidades microbiana. Los trabajos experimentales llevados a cabo muestran que las 

cepas productores de bacteriocinas apenas influyen en la diversidad comunitaria, 

encontrándose un efecto más específico hacia ciertos géneros de la comunidad (Qiao 

et al., 2022; Riboulet-Bisson et al., 2012). Así pues, este trabajo supone un avance en el 

conocimiento del papel de las bacteriocinas como moduladoras de comunidades 

microbianas ácido-lácticas. 

Dada la tendencia general de mayor diversidad en las comunidades con 

poblaciones productoras, siendo significativo en el caso del índice de Shannon, quisimos 

determinar la correlación entre el porcentaje de producción y diversidad. En este caso se 

volvió a poner de manifiesto una correlación significativa entre el índice de Shannon y el 

porcentaje de producción, siendo esta correlación negativa. Esto implica que la mayor 

diversidad microbiana se encuentra en niveles bajos a moderados de productores de 
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enterocinas entre los enterococos. Por lo tanto, nuestros resultados muestran que la baja 

proporción de productores de enterocina entre las poblaciones de enterococos aumenta la 

diversidad de BAL en las comunidades microbianas del queso. Dicho efecto puede 

deberse a que concentraciones muy elevadas de antimicrobianos pueden reducir la 

diversidad de los microorganismos desplazando a parte de los individuos de la 

comunidad, sin embargo, concentraciones moderadas de antimicrobianos pueden 

aumentar la biodiversidad de un área al promover la aparición de nuevos taxones o al 

evitar que una especie excluya competitivamente a otras (Abeles et al., 2016; Martínez, 

2017; Paine, 1966).  

Sin embargo, al estudiar el efecto de la producción de bacteriocinas en las 

poblaciones de enterococos, no pudimos determinar ningún efecto. Esta diferencia con 

respecto al efecto en las comunidades, podría deberse al espectro de acción de las 

bacteriocinas. Como se ha comentado con anterioridad, las bateriocinas presentan un 

espectro de acción muy variable. En nuestro caso, las bacteriocinas pueden estar 

presentando un espectro de acción más específico afectando a otros miembros de la 

comunidad. Otra posibilidad es que las cepas productoras estén estrechamente 

relacionadas y puedan compartir los mismos mecanismos de inmunidad para los 

antimicrobianos que se producen (Cintas et al., 2001; Dimov et al., 2005). Sin embargo, 

aunque no podemos certificar diferencias significativas en la sensibilidad de enterococos 

pertenecientes al mismo queso con respecto a la sensibilidad mostrada por enterococos 

provenientes de diferentes quesos, la p se situó en 0,06, mostrando una tendencia 

mayoritaria al desarrollo in situ de cepas resistentes a los antimicrobianos producidos por 

las poblaciones coexistentes. Estos resultados también podrían explicar por qué no 

observamos ningún efecto en la diversidad poblacional de enterococos y sí en el resto de 

la comunidad.  

Así pues, en conjunto, estos resultados sugieren que, más allá de su papel en la 

estructuración local de cepas productoras sensibles y resistentes durante su competencia 

por un nicho específico, las bacteriocinas podrían tener un efecto importante en la 

modulación de las comunidades microbianas. Sin embargo, son necesarios más estudios 

para poder extender estos resultados a otros grupos bacterianos o a otros ecosistemas más 

complejos. 

El trabajo recogido en la presente tesis ha permitido avanzar en el conocimiento 

disponible sobre las bases biológicas de los patrones de producción y resistencia de 
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péptidos antimicrobianos, como son las bacteriocinas. No solo se ha puesto de manifiesto 

desde un punto de vista molecular la importancia de la resistencia cruzada entre 

bacteriocinas de clases completamente diferentes, sino que además se ha encontrado 

diseminación de los genes de resistencia a las mismas de forma independiente a la 

producción. Siendo necesarios más estudios para poder llegar a predecir la resistencia 

cruzada entre bacteriocinas sobre todo a la hora de su aplicación en clínica. Además, se 

ha demostrado como la producción de bacteriocinas puede influir en la diversidad 

microbiana de un entorno determinado siendo un importante factor a tener en cuenta para 

el control de las comunidades de microorganismos permitiendo una mejora de ciertos 

procesos industriales. Evidenciándose, de esta forma, la importancia de conocer los 

factores, y más concretamente los factores bióticos, que rigen las comunidades 

microbianas para poder llegar a comprender cómo las poblaciones y comunidades 

microbianas responden a los cambios en el entorno y cómo se pueden conservar y manejar 

de manera efectiva.  
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2. Conclusiones 

En función de los precedentes bibliográficos y de los resultados obtenidos en la 

presente Memoria, se extraen las siguientes conclusiones: 

 

1. Los transportadores ABC constituyen una superfamilia de proteínas que engloba 

una gran variedad de transportadores asociados a múltiples funciones. Atendiendo 

a la similitud de la secuencia primaria y funcionalidad, el transportador ABC 

encontrado en el cluster de genes responsable de la bacteriocina AS-48, 

denominado Transportador-2, es homólogo al transportador ABC del cluster de 

genes de la bacteriocina MR10A/B. Esta homología no se encuentra entre ningún 

otro gen de los respectivos clusters génicos. 

  

2. Las cepas productoras de bacteriocinas requieren de mecanismos de inmunidad 

hacia su propia bacteriocina, siendo los transportadores ABC uno de los más 

utilizados. En el caso del Transportador-2 de la bacteriocina AS-48, confiere 

además resistencia cruzada a las enterocinas MR10A/B, bacteriocinas que 

pertenecen a clases distintas (clases I y II respectivamente).  

 

3. Los transportadores ABC están ampliamente distribuidos, sin embargo, el 

Transportador-2 se restringe a algunas poblaciones de enterococos.   

 

4. El Transportador-2, además de asociarse a las enterocinas AS-48 y MR10A/B, se 

encuentra asociado a otras bacteriocinas con dominios estructurales similares tales 

como la carnociclina A y bacteriocinas de la familia de las 

Uberolisinas/carnociclinas, y con poca frecuencia no se encuentra asociado a 

ninguna bacteriocina.  

 

5. La secuencia de los componentes Mr10FGH varía en función de la especie 

portadora, sin embargo, la secuencia del componente Mr10E varía en función de 

la secuencia del gen estructural de la bacteriocina asociada, lo cual pone de 

manifiesto el papel clave de esta proteína en la funcionalidad del transportador 

frente a la bacteriocina. 
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6.  Las diversas funciones codificadas por los genomas de E. faecalis están bastante 

conservadas, a pesar de ser aisladas de ambientes muy diferentes. Además, estos 

muestran un variado gradiente de factores de virulencia que no permiten asignar 

la patogenicidad de una cepa en base a su genotipo sin experimentos de 

patogenicidad in vivo.  

 

7. La distribución de las bacteriocinas con dominios tipo saposina (como AS-48 o 

MR10A/B) en los genomas de E. faecalis, muestra la prevalencia de la 

transferencia horizontal frente a la adquisición vertical, independientemente de 

que el cluster génico se localice en un plásmido o en el cromosoma.  

 

8. La presencia de poblaciones de enterococos productores de bacteriocinas ha 

mostrado tener un efecto positivo en la biodiversidad de las comunidades de 

bacterias del ácido láctico, incrementando con ello su diversidad.  

 

9. Aunque la presencia de enterococos productores de enterocinas incrementa la 

diversidad respecto a las comunidades donde están ausentes, su efecto varía en 

función de la proporción de poblaciones productoras. Concretamente, bajas 

proporciones de poblaciones productoras de bacteriocinas incrementan la 

biodiversidad de las comunidades de bacterias acidolácticas; esta diversidad se 

reduce al aumentar la proporción de poblaciones de enterococos antagonistas.  
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