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U.f.c. ! unidad formadora de colonia
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1. ANOTACIONES TAXONOMICAS SOBRE LOS ENTEROCOCOS.

El término "enterococo” fue utilizado por primera vez
en 1899 por Thiercelin, para referirse a un diplococo gram-
positivo encontrado en el intestino humano. En el mismo
ano, MacCallun vy Hastings, describieron un caso de
endocarditis atribuido a un microorganismo que ellos
llamaron Micrococcus Zymogenes, Yy que posteriormente se

identificé como un enterococo hemolitico (Sherman, 1937).

El nombre de Streptococcus faecalis, lo acufaron
Andrewes y Horder en 1906, para designar a un microorganismo
aislado de un paciente con endocarditis, vya que al ser este
estreptococo componente habitual de la flora del intestino
humano, consideraron .- este nombre especifico el MAas

apropiado para é1.

Desde entonces, se han mantenido diferentes opiniones
sobre 1la nomenclatura de esta bacteria que han estado
relacionadas con la polémica en torno a la clasificacidn del
género Streptococcus. Asi, Sherman en 1937 propuso una
clasificacién esquematica, que estructuraba a los

estreptococos en 4 grupos: pidgenos, viridans, 1lacticos y

16




enterococos. El dltimo término, hace referencia a organismos
que en la mayoria de los casos crecen entre 10-45 °C,
resisten concentraciones de 6,5 % de ClNa, crecen a pH 9,6,

y que ademas sobreviven durante 30 min a 60 °C.

La clasificacién de Sherman, también se relaciona con
los grupos de Lancefield, basada en la presencia de un
antigeno de pared, 1la sustancia C. En este sistema, el
enterococo reacciona con el antisuero del grupo D, mientras
que los estreptococos piogenes reaccionan con los antisueros
de 1los grupos A, B, C., E. F, 6 G, los estreptococos
viridans no eran agrupables, vy los estreptococos lacticos
son aglutinables por los sueros anti N. Desde entonces,
hasta comienzos de los 80, estos microrganismos han sido
designados como enterococos, término que engloba a las
especies de S. faecalis, S. faecium, S. avium, S. gallinarunm

y algunas otras menos aceptadas.

Los estudios de hibridacidén ADN-ARN vy ADN-ADN,
realizados en los altimos anos por Farrow et al., (1983), vy
posteriormente por Schleifer y Kilpper-Badlz en 1984, han
puesto de manifiesto que estas especies poseen diferencias
lo suficientemente significativas como para constituir un
nuevo génera, al que se ha designado como Enterococcus,
para diferenciarlo de otros microorganismos pertenecientes
al género Streptococcus. A su vez, los estreptococos

lacticos, han pasado a constituir el género Lactococcus.
Dentro del género Enterococcus, se incluyen entre otras
las especies E. Tfaecalis, E. faecium, E. durans, E. avium,

E. gallinarum y E. hirae.

Los enterococos se consideran microorganismos

comensales relativamente inofensivos, integrantes de la

17




flora intestinal del hombre y otros animales, que a pesar de
su ubicuidad en 11la naturaleza, han sido escasamente
referidos como los principales causantes de infecciones
serias. En general esto es exacto, puesto que los
enterococos no poseen los factores de virulencia presentes
en otras especies de Streptococcus; sin embargo, poseen
otros caracteristicas que los capacitan para sobrevivir en

ambientes hostiles y causar infecciones importantes en
individuos debilitados, comportandose como patdégenos
oportunistas. A este respecto, el mas frecuentemente aislado
ha sida E. faecalis, encontrado sobre todo en infecciones de

vias urinarias y endocarditis.

Otra particularidad encontrada en los enterococos con
bastante frecuencia, es la produccién de proteinas
citoliticas, 1las hemolisinas, que 1lisan eritrocitos de
sangre de humanos, conejos y caballos (Clewell, 19813
LeBlanc et al., 1983). La actividad hemolitica, quizas
contribuya a la virulencia de las razas que la poseen (Ike
et al., 1784).

Finalmente otro grupo de proteinas citotéxicas
producidas por estas bacterias, son las bacteriocinas vy
sustancias tipo bacteriocina (Galvez et al., 1985). Entre
ellas cabe destacar el antibiético peptidico AS-48, que
posee caracteristicas intermedias entre 1los antibiéticos
tipicos y las bacteriocinas, dado su bajo peso molecular vy
su amplio espectro de acci6n que afecta a estirpes Gram—
positivas y Gram—negativas (Galvez et al., 1986, 128%a, b,
c, d).

Estos microorganismos, son intrinsecamente resistentes
a un numero de agentes antimicrobianos, incluyendo

antibiéticos pR-lactdmicos (y otros agentes que inhiben 1la
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sintesis de 1la pared bacteriana), las polimixinas %

lincosamidas (Murray, 19905 Moellering, 1990).

Estos 3 factores son, probablemente junto con las
caracteristicas metabdlicas de resistencia frente a
condiciones adversas propias del microorganismo, los que
tienen mayor importancia a 1la hora de colonizar un
determinado habitat. A ellos, habria que afadir el hecho que
los enterococos, a semejanza de otras bacterias, poseen una
gran variedad de elementos que facilitan el movimiento de
informacién genética intra e intercelular, y que estan
representados por pléasmidos (codificantes de hemolisinas,
bacteriocinas vy resistencia a antibidticos) y transposones.
La localizacién intestinal de estas bacterias y la
abundancia en ellas de elementos genéticos
extracromosémicos, podria asignarle un papel de reservorio
de informacién genética que estaria disponible para otras
bacterias Gram—positivas intestinales, e incluso para
algunas bacterias Gram—negativas. El aumento de las
infecciones enterocécicas en los daltimos aWos, junto con los
problemas derivados de la aparicidén, cada vez mas frecuente
de resistencias a antibidticos, produccién de hemolisinas—
bacteriocinas, acentdan la importancia de realizar
investigaciones dirigidas a elucidar los factores

relacionados con la colonizacién y supervivencia de estas
bacterias.

2., PRODUCCION DE ANTAGONISTAS POR MICROORGANISMOS.

La capacidad antagonista de un microorganismo, es de

indudable importancia a la hora de colonizar un determinado
habi tat.
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A este respecto, habria que diferenciar entre 2 tipos
de sustancias encontradas: I) aquellas inespecificas
derivadas del metabolismo normal de la célula, tales como
dcidos, peréxido de hidrégeno, iones amonio, etc. vy, II)
aquellas especificas como los antibidéticos, bacteriocinas vy
microcinas. En general, la produccién de sustancias téxicas
por parte de algunos integrantes de las comunidades
microbianas, es un hecho ampliamente extendido. A pesar de
elloo, su papel e incidencia en la composicién de 1la

micloflora del ecosistema no es bien conocida.

Hay varios argumentos en contra de que se le atribuya a
la antibiosis un papel importante a la hora de regular 1la

composicién de las comunidades microbianass

-No hay evidencias de que la capacidad para producir
antagonistas especificos, favorezca la supervivencia de las
razas productoras, vya que éstas no son m&s frecuentes que

las no productoras.

- No se ha demostrado que exista relacién entre las
especies predominantes en un determinado habitat y su
sensibilidad o resistencia a los antagonistas gque puedan
producirse en él1. Distinta es, sin embargo, la situacién de
ciertas poblaciones microbianas sometidas a una presién
alogénica por antibidticos. Tal es el caso de la seleccién
de bacterias intestinales resistentes en individuos

sometidos a terapia antibidtica.

— La rapida desaparicién, en ecosistemas tales como el
suelo, de microorganismos ajenos a él1 no parece asociada con
el contenido en antagonistas especificos efectivos frente al

invasor.
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— No estd claro si estas sustancias téxicas se producen
en el habitat natural, pues a menudo los requerimientos
necesarios para su sintesis y produccidén no se dan en el
mismo. Ademas, es frecuente su inactivacidn por adsorcién,

reaccidén quimica o inactivacidén enzimatica.

Cabe hacer aqui wuna clara distincién entre los
antibidticos en el sentido cldsico y el mas reciente grupo
de antagonistas bacterianos descritos. las bacteriocinas. Si
bien los primeros son producto del metabolismo secundario de
la célula, cuya sintesis se dispara cuando se detienen las
rutas biosintéticas principales, las segundas son proteinas
no estructurales, de sintesis ribosémica, cuya produccién va
casi siempre paralela al crecimiento celular. Es, en este
sentido, mas dificil cosiderarlas como errores metabélicos

tal cual se ha querido interpretar a los primeros.

Dentro de las sustancias antibacterianas que actdan de
un modo més especifico, y fundamentalmente sobre cepas o
especies afines susceptibles de ocupar el mismo nicho
ecoldégico, nos encontramos a las bacteriocinas y sustancias
"tipo bacteriocinas". Estos inhibidores son agentes
antibacterianos con un espectro de accidén mas 6 menos
reducido a especies filogenéticamente préximas a las
productoras. Su estructura es basicamente proteinica o
peptidica, de Pm variado, siendo a veces su sintesis
inducible por agentes que datan el ADN (mitomicina C, luz
uw, ete.), y tanto su produccién como la inmunidad frente a
si mismas estd frecuentemente determinada por plasmidos
{(Konisky, 19783 . Se ha descrito un gran numero de
bacteriocinas producidas por una amplia gama de bacterias
tanto gram-positivas como Gram—negativas, siendo las mejor
conocidas las pertenecientes al grupo de 1las colicinas

{Hardy, 19275 término aplicado para designar a las
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bacteriocinas producidas por Enterobacterias.

For 1lo que respecta a su mecanismo de accién, es muy
variado, incluyendo como blancos la membrana, la sintesis de
proteinas, ADN, ARN, pero todas presentan un coman
mecanismo de accidén en 2 etapas: 1) fijacidén a un receptor
especifico que se encuentra en las estructuras externas
bacterianas, Yy 2) paso hacia el interior celular vy
actuwacién sobre el blanco correspondiente (KonisKy, 19825

Tagg et al., 12763 Pugsley 1984a,b).

2.1. Situacién actual de la investigacién sobre el caréacter
inhibidor de £. faecalis 5-48.

En un estudio previo, Galvez et al., (1983), analizaron
la praoduccién de bacteriocinas en 90 estirpes de enterococos
procedentes de muestras clinicas, la mayoria de ellos
aislados de infecciones urinarias, exudados de heridas,
esputo, exudados vaginales y sangtre, asi como muestras de
heces vy meconio; y encontraron un 36 7 de estirpes
productoras, que fueron clasificadas en cuatro grupos en
base a su espectro de antagonismo cruzado. Estos grupos
mostraron por otra parte una gran heterogeneidad en su
sensibilidad al calor, cloroformo y la pronasa, asi como su
difusidén a través de membranas de di&lisis. Con la excepcidn

de una estirpe, en todos los casos se detectd autoinmunidad.

De entre ellas, destacaba la estirpe de £E. faecalis
subsp. liquefaciens G-48, productoras de un inhibidor de
amplio espectro, denominado AS—-48, y de la bacteriocina Bc-
48.

El péptido AS—-48 destaca por su capacidad de inhibir de
un modo general a bacterias Gram—-positivas y también a

diversas especies Gram—-negativas (Escherichia, Klebsiella,
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Pseudomonas, Salmonella) (Galvez et al., 1986). Este
antibidético es un péptido de peso molecular 7400 daltons,

basico (pI 10,5) y con un alto contenido en aminoacidos Ala,
Gly vy Lis. Su actividad es sensible al calor vy al
tratamiento con enzimas proteoliticos (Galvez et al.,
198%a) . AS—-48, actda inhibiendo rapidamente todos los
procesos metabélicos ligados a la membrana citoplasmatica:
transporte de precursores, respiracién, vy regulacién del
contenido de iones de la célula, tanto en E£E. faecalis como
E. coli (Galvez et al., 1989 byc). Recientemente ademas,
Galvez et al., (manuscrito enviado a publicacién a J.
Bacteriol), han puesto de manifiesto el efecto "in vitro" de
AS-48 sobre membranas bacterianas y membranas artificiales,
que en cualquier caso origina la formacién de canales, con
un diametro estimado entre 0,7 vy 1 nm, que permiten el paso
de solutos de bajo peso molecular, tales como aminodcidos e

iones.

La bacteriocina Bc—48, producida por la misma especie,
presenta un tamafo mucho mayor (75,400) y es muy sensible al
calor y a las proteasas. Su espectro de accién es muy
restringido, afectando sélo a estirpes de enterococos
relacionadas. Su accién antibacteriana se debe 1) a una
inhibicién de la sintesis de proteinas de células sensibles
Yy 2) a la induccién de la lisis celular (I. Lépez-Lara,

1990, enviado a Can. J. Microbiol.)

2.2. 8Sustancias antimicrobianas producidas por especies del

género Enterococcus—Streptococcus

La produccién de sustancias con actividad inhibidora por
parte de Streplococcus ha sido extensamente documentada.
Desde que Sherwood et al. (1949) describieran la produccién

de varios tipos de sustancias antibacterianas a 1las que

N
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denominaron estreptostasinas. Se ha demostrado su existencia

en practicamente todos los grupos de Lancefield

establecidos para la clasificacién de este amplio

segun se recoge en la tabla 1.

TABLA 1. Froduccidén de bacterionas vy sustanc

bacteriocinas por estreptococos y enterococos.

género,

ias tipo

Sustancia o FPm Modo vy Referencia
bacteria espectro Pl asmidos
productora de accidén responsable

GRUPO A

Esteptostasinas ND ER i
Estreptococina A 8.000 G+ 2
DS-1912-65, S23g 200 EA 3
y 5716

Estreptococina 133.000 ER 4
(M—-57)

P-777 ND EA, G+ S
(varios tipos)

GRUFO B

S. agalactiae 10,000 ER,G+ )
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TABLA 1

(Continuacidn)

Estreptocina B

GRUFO D

E. faecalis E1

(enterococina)

E. faecalis E1B

E. zymogenes X14

E. zymogenes JH1

E. faecalis AD1

E. faecalis

E. faecium S+3

(enterococinal

E. faecium 25

(enterococina)

E. faecalis

(20 estires)

E. faecalis S§-48
antibidético AS—48

variado

10.000

4x10=

ND

ND

38.000

ND

?.000

ND

variado

7.500

bacteriocina Bc—-48 75.400

G+

ER

ER

ER, G+

ER

AE

ER

pdHI (S7Kb)

pAD1 (59,6 Kb)

Sfp2.4 y Sfp4,7
(2.4 v 4,7 Kb)

pMB2 (68 Kb)

pMB1 (20 Kb)

10

11

12

13

14

15

16

17

18



TABLA 1. (Continuacién)

GRUPO N (lacticos)

S. cremoris 7 . 000
nisina

S. cremoris 9.300

diplococina

Lactostrepsinas variado

L. lactis WM4 ND

L. lactis 9B4 ND

(2 bacteriocinas)

GRUPO VIRIDANS

S. sangquis STH1 110.000
(estreptocina STH1)

S. mutans variado

(130 cepas)

S. mitis 428895 ND

5. salivarius ND
anocina

S. salivarius P 8.000

(estreptoc. Sal-P)

ERA, G+

ER

ER

ER

ER

G+

ER

AE, G+

ER

B+

26

variados
(25-60 Kb)

pWM4 (120 Kb)

p7B4—-6 (60 Kb)

19

20

21
22

23

24

25

26

27

28



TABLA 1 (Continucacién)

Bacteriocina 4.800
C34603

mutacina Rm—10 973.000
Mutacina B 3.500
Mutacina MT3I791 ND
Mutalipocinas 1.000

igerwood et al. (1949); 2Tagg et al.,

G+

G+

G+

G+

ER

29

30

31

32

(1973)3 =Wolf & Duncan

(1974)3 <Simpson et al (1983); “Hynes & Tagg (1985)§ “Kramer
% Brandis (1972); 7Tagg et al
*Tagg (1981)3 *°Brock & Davie
12Granato & Jackson (1971b)}

al (1985);
(1988);3 **Mattick et al
Zipobzansky et al (1982);

(1975) 5

13Harasawa et al
Kramer et al (1983)3 *®Reichelt et al
17Galvez & Richardson
(1944);

22Gcherwitz et al

et al (1984); =<Schlegel & Slade (1972);

(1975)3 =*Dajani et al (197&8);

2oTagg et al (1981); *7Ikeda et al
(1982); SiDelisle (1984)§F =ZHamada et al

al (1288).

27

ZeDavey et
(1983) %

eprandis et al

iti1Jacobs

al

=ZrSanders & Sanders

(1963) 5
(1974),
(1980) %

16 Galves

14

et

18| dpez—-Lara
(1981);
=Z3Neve
=zo%Hameda & Ooshima
(19783
(1982)3% =°Fukushima et al

==Kurita et



TABLA 1 (Continuacién)

ND: no determinado

ER: espectro de acci6n restrigido, sélo afecta a cepas
relacionadas.

G+: afecta a distintos géneros de bacterias Grampositivas.
EA: amplio espectro

H: hemolisina

2.3. Determinantes genéticos de bacteriocinas y péptidos

antibidéticos.

En general, los genes responsables de la sintesis vy
resistencia de bacteriocinas y antibiéticos en estreptococos
estan relativamente poco conocidos, a diferencia de otras
bacteriocinas como las colicinas y microcinas, algunas de
las cuales estan perfectamente caracterizadas. Quizas 1la
particularidad comin a todas ellas, es que los genes
responsables para su produccién e inmunidad, estan ligados a

ADN plasmidico.

Estos elementos extracromosémicos pueden ser eliminados
de 1la bacteria portadora mediante experimentos de curacidon
de plasmidos, resultando la pérdida del caracter productor y
de 1la inmunidad, 1lo que sugiere el origen plasmidico de
ambos fenotipos. Una segunda evidencia de tipo fisioldégico,
es la transmisién del caracter desde una estirpe donadora a
otra receptora, asociada con la adquisicidén de un nuevo

plasmido por esta ualtima.

Los genes de produccién de bacteriocina y antibidticos
peptidicos de sintesis ribosdmica, constituyen un sistema

complejo que en la mayoria de los casos forman un sélo
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oper6n, Yy se transcriben de forma simultanea. Si bien en la
mayoria de las bacteriocinas descritas no se han llevado a
cabo estudios en profundidad a este respecto, se se ha hecho
en el caso de las colicinas y de algunas microcinas. A
grandes rasgos, el esquema de organizaciodn de estos genes se
basa en la existencia de al menos un promotor y de varios
sitios de iniciacién de la transcripcién (ori T), que dan

lugar a diversos productos génicos, entre los que hay que

destacar: la propia bacteriocina, la proteina de 1la
inmunidad, la proteina de transporte (o péptido senrnal en
su caso), asi como proteinas modificadoras y de regulacién.

A veces el producto génico de la proteina no coincide con la
molécula liberada al medio, existiendo etapas de
modificacién de este precursor (Fugsley 1984a,bj Kaleta &
Entian, 198%9).

La primera evidencia de que genes que controlan
produccién e inmunidad de bacteriocinas en enterococos,
estaban localizados en plasmidos, se debe a los trabajos de
Jacob et al (1974, 1975), quienes asociaron al plasmido pdHZ
(38 MDa) el caracter bacteriocinogénico de la cepa 5.
faecalis var zymogenes, mediante experimentos de curacidon vy
transferencia plasmidica. Diversos autores describieron
posteriormente que la curacidn del caracter antagonista en
E. faecalis estaba asociado siempre con la pérdida de un
determinado plasmido (Oliver et al., 19775 Siegrist et al.,
1987) . En este sentido, practicamente todas las
bacteriocinas descritas en la tabla 1 en las cuales se han
estudiado los determinantes genéticos responsables de 1la
produccién de bacteriocinas vy antibidticos, se han
relacionado con ADN extracromosémico, que en la mayoria de

los casos resulta ser un plasmido conjugativo.

No obstante, de entre todos los antagonistas producidos
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por estreptococos y organismos relacionados, un nuevo grupo
de inhibidores ha polarizado recientemente la atencidén de
di versos investigadores, Yy es el constituido por ciertos
péptidos béasicos producidos por una gama heterogénea de
células procariotas e incluso eucariotas, con

caracteristicas comparables con el péptido AS-48 (bajo Pm,

punto isoelectrico basico, amplio espectro de accidn,
sinteisis ribosdmica Y presumiblemente de origen
extracromosémico), entre los que cabe destacar el
antibiético nisina, 1la gallidermina (Kellner et al., 1988),

epidermina (Allgaier, 1986), pep-5, subtilisina (Gross &
Kiltz, 1973). Estos péptidos, ademas de las caracteristicas
antes mencionadas, presentan una particularidad v es el
contenido en azufre vy aminoacidos raros tales como la
lantionina vy @f-metil-lantionina, por lo que comunmente se
les ha venido asignando el término de lantibiéticos (Schnell
et al., 1988).

La presencia de estos aminodcidos raros, en principio
hizo presumir la existencia de una modificacion enzimatica
post—traduccional que generaria el antibidético maduro. En
este sentido, reaccones entre residuos de serina y cisteina

o treonina y cisteinas fueron propuestas por Ingram (1970).

2.3.1.Determinantes genéticos de la nisina.

La nisina es un antibidético polipeptidico producido por
distintas cepas de estreptococos del grupo lactico (Hurst,
1966), y de peso molecular variando desde 3.3500-7.3500
daltons (Hurst, 1981), va que en realidad es un mezcla de
diversos péptidos, y dependiendo de una cepa u otra
predomina uno de estos péptidos. La nisina presenta

actividad sobre células vegetativas de algunas bacterias



Gram—positivas (Listeria, Clostridium, Streptococcus,
Staphylococcus, Bacillus, Corynebacterium,...) y las esporas
son extremadamente sensibles. Carece de interés meéedico, pero
no obstante tiene un amplio campo de aplicacién en las

conservas alimenticias (Hurst, 19813 1983).

Los determinantes genéticos para la produccién de
nisina, forma un bloque que puede curarse Yy transmitirse por
conjugaci én, Y que también codifica resistencia al
antibiético y los genes necesarios para la metabolizacién de
la sacarosa (Gasson, 198435 Steele & McKay, 1986). Estas
propiedades normalmente estan codificadas por un plasmido
transferible por conjugacidén (KozakK et al., 19745 Fuchs et
al., 19753 LeBlanc et al., 19803 McKay & Baldwin, 19843
K1 aenhammer % Sanozky, 19853 Gonzilez & Kunka, 1983). Tsai &
Sandine (1987), demostraron la transferencia por conjugacién
de los determinantes de 1la nisina de L. lactiszs a
Leuconostoc dextericum, relaciondndose con la adquisicion de
un plasmido de 28 kKb. Froseth et al (1988) y von Wright et
al (1990), clonaron un fragmento £ce RI de 7,6 Kb procedente
del plasmido PpNP40 de (. lactis DRC3, en el cual se
encontraba los determinantes genéticos de la resistencia a

la nisina.

Sin embargo, la adquisicién de plasmidos que determinan
o codifican para la nisina por transformacidén, adn no ha
podido demostrarse. En este sentido, algunos trabajos han
sugerido ademds de una localizacidn plasmidica de los
determinantes genéticos, un posible origen cromosémico de

los mismos (Fuchs et al., 1975; Davey & Pearce, 1982).
El aislamiento del gen que codifica par la nisina, ha

demostrado que este antibiético se sintetiza ribosémicamente

en forma de prepéptido y posteriormente sufre un proceso
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post—traduccional (Kaleta % Entian, 1989). Concretamente se
aislé un fragmento Hind III de 4,3 Kb, que fue clonado vy
secuenciado posteiormente. De esta forma se caracterizd el
gen estructural de la nisina (nis A). Este prepeptido ¢
prenisina, consta de 57 aminodcidos, de los cuales 24  se
situan en la zona C-terminal del antibiético maduro.

Concretamente, en este extremo C-terminanal se identifico
una secuencia de Prolina—-Arginina-Isoleucina (Pro—2*-Arg—*'-
Ile*'), que es una estructura tipica que es reconizada por
determinados enzimas proteoliticos, vy seria en este lugar
donde se eliminaria el resto de pro-nisina, para rendir el

antibi6tico maduro (Kaleta & Entian, 1989).

Por otra parte esta secuencia aminoacidica deducida de
la secuencia nucleotidica era totalmente identica a la

estructura formulada previamete por Gross & Morell (1971) .

Paralelamente a estos trabajos, FBEuchman et al. (1988),
‘aislaron el gen estructural de la nisina (nis A) a partir de
ADN gen6mico, sin embargo la secuencia del mismo era similar
a las obtenidas por Kaleta & Entian (1989) con el gen nis A
aislado a partir de ADN plasmidico. Esta divergencia en los
resultados se ha interpretado mas que en una diferencia
sobre el origen cromosémico o plasmidico de nis A, como una
diferencia debida a los métodos usados en la extraccion vy

purificaci6én del ADN (Kaleta & Entian, 1989).

2.3.2. Determinantes genéticos del Pep-5 Y otros

antibiéticos similares

El Pep-5 es un antibiético peptidico producido por un

aislado clinico de Staphylococcus epidermis S (Sahl &
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Brandis, 1981). Fosee una potente actividad bactericida
sobre bacterias Gram—positivas basada en la despolarizacidén
de 1la membrana citoplasmAatica de bacterias energetizadas
(5ahl & Brandis, 198335 Sahl, 1985). Este modo de accién ha
sido establecido para otros péptidos similares? nisina,
subtilisina, AS5—48, etc. La produccién e inmunidad del Pep-5
se ha asociado sobre un plasmido (pEDS03) de 18,6 Kb
(Ersfeld-DreBen et al., 19843 Kaletta et al., 1989).

El aislamiento del gen gue codifica para el Fep-3
(Kaletta et al., 1989), ha demostrado que este antibidético
al igual que 1los de su grupo como por ejemplo la
gallidermina, epidermina Yy nisina, se sintetiza
ribosémicamente en forma de prepéptido de 60 residuos, que
posteriormente sufre un proceso de maduracion y rotura
proteolitica hasta originar el antibidtico maduro de 33

aminodcidos (Fig. 1) (Kaletta et al., 1989).

En el caso de la gallidermina, es un antibidtico
producido por la cepa Tu3928 de S. gallinarum, que presenta
actividad frente a especies de Fropionibacterias. Pertenece
también al grupo de los lantibiéticos, vy presenta un
mecanismo de accién similar a la nisina, Pep-5 y AS5-48
(Kellner et al., 1988). Sin embargo, a diferencia de los
otros péptidos, la gallidermina esta determinado
cromosémicamente (Schell et al., 1989). Estos autores,
aislaron el gen gdmA que codifica dicho antibidtico en las
siguientes etapas: 1) dirigiendo la sintesis de un
prepeptido de S52 aminodcidos, 2) que pierde una secuecia
sefral (propeptido) hasta finalmente originar el antibidtico

maduro.

Relacionado con 1la gallidermina, se ha descrito un
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antibi6tico similar: la epidermina (Hérner et al., 1989).

Tambi én es producido por una raza de Staphylococcus
epidermis que transporta el plasmido pEpi32 (54 Kb)
(Schnell, et al., 1988). La secuencia nucleotidica de este
antibi6tico (epiA), muestra que al igual que 1los casos
anteriores, se sintetiza en forma de un prepeptido que tras
un proceso de proteolisis y maduracién, origina el

antibiético maduro.
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2.4. Determinantes genéticos que codifican bacteriocinas-

hemolisinas en E. faecalis

La produccién de hemolisinas es comn entre bacterias
Gram—positivas y Gram—negativas; aunque en la mayoria de los
casos su papel en la virulencia no esta claro. Enterococcus
faecalis, miembro normal de la flora intestinal es, con
cierta frecuencia, el agente causante de infecciones en el
tracto urinario vy ademas estd relacionado con infecciones
tales como endocarditis. lLa subespecie zymogenes se
distingue de las otras,faecalis vy IlIiquefaciens por la
produccién de wuna citotoxina capaz de lisar eritrocitos
humanos, de conejos y de caballos. Las cepas f-hemoliticas,
en muchos casos también 1llevan asociadas actividades
antagonistas tipo bacteriocina, y se cree que estas
hemolisinas—bacteriocinas, estéan codificadas por el mismo
determinante genético (Bassinger & Jackson, 19685 PBrock &

Davie, 19246335 Clewell, 1981; Granato & Jackson, 19269).

En un reciente estudio realizado en Japdén, se encontré
que aproximadamente el 60 % de las razas de E. Tfaecalis
asociadas con infecciones parenterales eran hemoliticas, en
contraste al 17 % de las de procedencia fecal (lke et al.,
1987). La actividad hemolitica en estos casos parece

contribuir a la virulencia (Granato & Jackson, 1971).

En E. faecalis, el fenotipo hemolisina/bacteriocina,
reside usualmente en un plasmido (Ike & Clewell, 1987). Las
células gue transportan estos plasmidos generalmente
responden ademd&s a una de las feromonas sexuales producidas
por la raza JH2-2, de forma que las primeras sintetizan en
respuesta a las segundas, las adhesinas o proteinas de
agregacioén. Ike & Clewell (1987), han realizado un estudio

en este sentido, encontrando que la mayoria de las razas que



exhiben actividad hemolitica (85 %Z) responden positivamente
a la accién de las feromonas producidas por la raza JH2Z2-2Z de
E. faecalis. Asimismo de un total de 58 razas hemoliticas,
3I2 (55 %) transferian el caracter hemolitico a otras nuevas
razas con alta frecuencia (>»10-3). Esta transferencia del
caracter, iba ademds asociada con la adquisicién de un nuevo

pl4dsmido por la célula receptora.

Por otra parte, de las 26 razas que no transferian el
cardcter en medio liquido, 17 respondian positivamente a la
accién de las feromonas de la estirpe JHZ2-2Z, aunque s6lo una
de ellas era capaz de transferir el caracter mediante
conjugacién sobre superficies sé6lidas, con una frecuencia de

10-S por donador (Yagi et al., 1983).

Por lo que respecta a la estructura de estos plasmidos,
se vid que aquellas estirpes que respondian a una misma
feromona (cAD1), presentaban unos perfiles de restriccidén

con Eco RI bastante semejantes al del plasmido pADI1 (Ike &

Clewell, 1987), e incluso algunos de ellos totalmente
similares, aun tratdndose de plasmidos distintos. Estos
resultados estan apoyados por 1los de otros autores,

habi éndose propuesto una estructura y organizacién molecular
similar y/o relacionada para los plasmidos que responden &

las mismas feromonas.

Los determinantes genéticos de hemolisinas mas
estudiados en E. Tfaecalis, residen en los plasmidos pADL,
pAMgl, pJdH2 y pOBl, todos ellos confieren respuesta a
feromonas, Yy los estudios de hibridacién realizados han
demostrado que estan estrechamente relacionados (LeBlanc et
al., 1983). De estos plasmidos, pAD1 vy pAMgl tienen perfiles
iguales Eco RI a los de un conjunto de plasmidos que

codifican hemolisinas/bacteriocinas, y codifican ademas una
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respuesta al peptido cAD1 (Clewell & UWeaver, 19893 Ike et
al., 1987).

El mas estudiado de todos los plasmido hemoliticos de
E. faecalis, es el pADl. La organizacién genética vy
mecanismo de accién de la hemolisina que codifica, difieren
de aquellos complejos hemoliticos descritos en otras

bacterias Gram—positivas.

El sistema hemolisina/bacteriocina codificada por el
plasmido pAD1, presenta 2 componentes: un factor activador
(A) vy otro litico (L), de tal forma que cuando los mutantes
defectivos en A, crecen schre agar—sangre cerca de mutantes
defectivos en L, se genera una zona de hemolisis en la zona
del agar comprendida entre ambas estirpes. Las dos proteinas
han sido purificadas y parcialmente caracterizadas (Granato
& Jackson, 1971b) y presentan pesos moleculares de 27.000 vy

11.000 daltons respectivamente.

El determinante hemolisina/bacteriocina (hly/bac) del
pADl, ha sido recientemente analizado por mutagénesis con
transposones y clonacién. Una regidn de aproximadamente 8,4
Kb de ADN, se ha encontrado que es necesarieo para la
expresién de hly/bac. Se ha identificado una fase de lectura
abierta (open reading frame) iniciado por un codén ATG
(metionina), en una regidén hidrofébica de 26 residuos, que
actuaria como péptido sehal de los componentes A y L
(Gilmore et al., 1987).

Se ha comprobado ademds que las proteinas A y L estan
codificadas por genes separados por 1.090 pares de bases,
transcribiéndose como unidades independientes, a diferencia
de otras hemolisinas de bacterias Gram positivas que se

transcriben como un ARNm policistrénico. Al componente A,



ademads se ha asociado con la inmunidad a 1la bacteriocina

relacionada.

En la zona correspondiente al determinante hly/bac del
pAD1, se ha identificado una "zona caliente" donde se
insertan con una elevada frecuencia algunos transposones
conjugativos de £. faecalis (Clewell & Gawron—BurkKe, 1986) .
Estas inserciones en la "zrona caliente", producen bien una
hiperexpresién del cardcter hem/bac ¢ bien una inactivacién
total del gen. En el caso de la hiperexpresion, la zona de
hemolisis es 4 veces superior  a la habitual, ademas se
induce con la presencia de tetraciclina en el medio. Se ha
considerado la posible existencia de un promotor extero gque
actuwara sobre el transposon, aunque esto no ha podido ser
comprobado (Clewell et al., 1788).
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3. PLASMIDOS Y "ELEMENTOS GENETICOS MOVILES" EN ENTEROCOCOS.

Las primeras referencias sobre ADN plasmidico en
estreptococos son relativamente recientes. Concretamente, en
1972 Courvalin et al. describieron una ADN satélite en
li sados de enterococos que eran resitentes a determinados
antibidéticos, vy gue no se detectaban en variantes sensibles
a los mismos. Posteriormente, Dunny et al (1973)
describieron y caracterizaron un minipldasmido criptico de 5.
autans. Desde entonces, se han identificado en numerosas
razas de estreptococos (Clewell, 12811, codificando
principalmente resistencias a  antibidéticos,  bacteriocinas,
hemolisinas y respuesta a feromonas sexuales (Clewell,
1981).

En términos generales, los plasmidos son frecuentes en
estreptococos., sin embargo se han encontrado mas facilmente
en unas especies que en otras. Por ejemplo, en el caso de E.
faecalis (Clewell, 19920} es mdads facil encontrar razas que
albergan entre 2-5 plasmidos que aislados bacterianos libres
de losmismos. Por el contrario, es menos frecuente en cepas
de §. mutarns (Macrina et al., 1977) y S. preumoniae (Buu—hoi
& Horodniceau, 19805 Smith & Guild, 1980). El1 rango de
tamano de los pla&smidos varia desde unos pocos Md hasta no
mads de 76 Md (Clewell, 1981). El1 ndmero de copias es
usualmente alto (10-30 copias por cromosoma) para los
plasmidos no superiores a 7 Md y generalmente 1-2Z copias en

el caso de plasmidos mas grandes.



3.1. Plasmidos conjugativos.

Hasta el momento, se han descrito 2 sistemas de

transferencia genética por conjugacién en los enterococos:

1) La que ocurre s6lo sobre superficies sé6lidas (por
ejemplo, un filtro de membrana), Yy con una frecuencia
usualmente menor de 10->. Los plasmidos implicados pueden
compartir un amplio rango de hospedadores. Algunos de estos
plasmidos (por ejemplo el pAMBA1) pueden transfererirse a
células de especies e incluso géneros distintos. Asi puede
darse la transferencia desde E£. Tfaecalis a especies de
Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Bacillus
(Brunton, 19845 Clewell, 19813 Clewell, 1986). La
transferencia de este tipo de plasmidos depende del contacto
forzado célula—célula, y es muy ineficaz en medio liquido.
Estos plasmidos de "amplio rango de hospedador" (=}
promiscuos, segun algunos autores (Schaberg &% Zervos, 1986),
podrian ser los causantes de gque estafilococos y enterococos
compartan algunos determinates de resistencia a antibidéticos

(por ejemplo a la gentamicina, eritromicina vy penicilina).

2) Aquella que ocurre en cultivos liquidos con una
frecuencia relativamente alta, vy estd mediada por plasmidos
que presentan un limitado rango de hospedadar (Clewell et
al., 1987)

Ha sido demostrado por distintos investigadores que,
los plasmidos que se transfieren en medio liquido, codifican
una respuesta a feromonas sexuales producidas por las razas

receptoras.
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3.1.1. Plasmidos conjugativos de amplio rango de hospedador

o promiscuos en Enterococcus.

Se han descrito en los Gltimos atos, ciertos pl&smidos
de Enterococcus que presentan todos ellos una caracteristica
comin: la capacidad de expresarse en distintos hospedadores.
Principalmente codifican genes de resistencia a
antibiéticos, vy no generan trespuesta a feromonas sexuales.

Ademas suelen transferirse con baja frecuencia.

El mas estudiado ha sido el plasmido pAMB1L,
originalmente identificado en £. faecalis DS5S (Clewell et
al., 1974). Este plasmido con un Pm de 26 Kb, porta 1la
resistencia al grupo de antibidéticos MLS (macrdélidos,
lincosamida vy estreptogramina B). El1 fenotipo MLS, esta
asociado normalmente con los determinates Em, Yy ha sido
descrito con bastante frecuencia en cocos Grampositivos
(Horaud et al, 19835 Weisblum, 1983).

La caracteristica principal de este plasmido es que
puede transferirse, siempre sobre superficie s6lida, a un
gran namero de especies de estreptococos (Gibson et al.,
19793 LeBlanc et al.., 1978), incluyendo 5. lactis (Gasson &
Davies, 1980), varias especies de fLactobacillus (Gibson et
al., 197935 Vescovo et al., 19833 GShrago et al., 1986), vy
varias especies de Bacillus (Lereclus et al, 1983: Orzech &
Burke, 19843 (QOultram & Young, 198%5) .

pAMA1, fue caracterizado inicialmente por LeBlanc & Lee
(1984), quienes localizaron las posiciones del gen erm, la
regién relacionada con la transferencia, vy la regién de
replicacién. Ademds, pusieron de manifiesto que ciertas
zonas tienden a deleccionarse especificamente, cuando el

plasmido se introduce en S. =sanguis (Macrina et al, 1980) ¢
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Bacillus subtilis (van der Lelie & Venema, 17987).

El determinante Em, ha sido secuenciado recientemente
(Martin et al., 1981), y expresado en E. coli, empleadndose
para la construccién de vectores bifuncionales E&E. coli-
Enterococcus (pVAB38, Macrina et al., 1982 vy 1983).
Recientemente, Trieu-Cuot et al., (1987, 1988), construyeron
vectores plasmidicos utilizando componentes de los plasmidos
pAMR1, pBR322 y RKZ, al objeto de que el plasmido quimérico
resultante fuese capaz de transferirse desde £. coli a
varias especies de bacterias Gram—-positivas vy desde E.

faecalis a E. coll.

Otros plasmidos de E. Tfaecalis, tales como pAMB1 vy
pAM4AT0 (Clewell et al., 1985), también pueden transferirse y

replicarse entre distintos organismos Gram—positivos, Yy

probablemente presenten semejanza con otros plasmidos
identificados en distintas especies de estreptococos
(Horaud, 1985} . Estos plasmidos, suelen tener un tamahro

similar vy usualmente determinan resistencia a eritromicina.
Uno de tales plasmidos. el pIFS501 (Horodniceau et al, 1976),
originalmente descubierto en §. agalactiae, se transfiere
facilmente a enterococos Yy ha sido caracterizado
completamente por distintos autores (Herhfield, 197925 Evans
& Macrina., 19835 Behnke & Gilmore, 1981).

3.1.2. Pl asmidos conjugativos de rango limitado de

hospedador: el sistema de feromonas sexuales de E. faecalis

Estos plasmidos son responsables de una respuesta de

agregacién por parte de la célula donadora, inducida por las

H
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feromonas sexuales excretadas al medio por las células

receptoras.

Las feromonas sexuales (tambien llamadas CIA: "cumpling
inductory agents") fueron descubiertas en E. faecalis por
Dunny et al. (1978), y son de naturaleza oligopeptidica, con

peso inferior a 1000 daltons.

Hasta el momento, parece ser un fendmeno exclusivo de
estas bacterias, Yy podria ser considerado como un sistema
especializado de transferencia plasmidica. El proceso esta
tan extendido en enterococos, que aproximadamente un tercio
de 1los aislados clinicos de estas bacterias, dan una
respuesta de agregacién positiva cuando se exponen a
filtrados de cultivos de razas que no poseen plasmidos
(Dunny et al., 1979; lke et al., 1987; Clewell, 1990).

El modelo propuesto para la induccién de esta respuesta

por Ike % Clewell (1984), consta de dos etapas:

1) la célula receptora carente de plasmidos, excreta un
péptido (feromona) que actda como una sehal y 2) 1la raza
receptora portadora del adecuado plasmido, produce una
sustancia de agregacién en respuesta a esta seral. Si ambos
tipos de células coexisten en un medio, el correspondiente
plasmido se transferir& desde la célula donadora a 1la

receptora por conjugacidn.

La respuesta requiere 30-40 min, Yy se caracteriza por
la sintesis de una(s) sustancia(s) de naturaleza proteica
por parte de las células donadoras (Yagi et al, 198335
Tortorello &% Dunny, 19853 Ehrenfeld et al., 1986), que se
distribuye sobre su superficie celular y facilita la

formacién de agregados al azar entre ellas y las receptoras.

H
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Al nuevo material sintetizado, se le ha llamado "sustancia
de agregacién” (SU), vy se cree que se une a un material
existente en la célula receptora, designado como "sustancia
de unién” (BS). La SU, también se detecta en la superficie
de 1la célula donadora, de forma que se puede inducir la
autoagregacién con filtrados de cultivos procedentes de la

receptora.

En ciertas cepas libres de plasmidos de E. faecalis,
FAZ~-2 vy 0GiX, se ha referido la excrecién de al menos 35
tipos de feromonas sexuales, diferentes y especificas para
un plasmido conjugativo determinado (Clewell & Weaver,
1989). Una vez que la célula receptora adquiere una copia
del plasmido, cesa bruscamente la sintesis de la feromona
relacionada, pero contintan produciéndose otras feromonas
especificas para otras células donadoras con distinto

contenido plasmidico (Dunny et al., 1979).

Asi por ejemplo, no es sorprendente, que algunas
estirpes de enterococos, como E. faecalis D85 y HHZZ, posean
mas de un plasmido y desarrollen varias respuestas positivas
a distintas feromonas sexuales excretadas por una misma
bacteria (Murray et al., 1988). Ahora bien si la raza en
cuesti6én es expuesta a una anica feromona, sélo uno de los
plasmidos, aquel que esté relacionado con ella, serd el que
se transferird. Asi, Ehrenfeld et al. (1986), describieron 3
pldsmidos en E. TYTaecalis DS5, cada uno de los cuales daba

una respuesta diferente a filtrados de la raza 0G1X.

Los agregados celulares resultantes de la respuesta de
la célula donadora a una feromona especifica, requieren para
su estabilizacién la presencia de cationes divalentes, tales
como Mg**, asi como iones fosfato (Yagi et al., 1983).

También la exposicién de cultivos inducidos, & proteasas,
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SDS (0,05 %) o calor (98 °C, S min), destruyen la capacidad
de agregacidén de estas células (Yagi et al, 1983).

I.1.2.1.Caracteristicas de las feromonas

Enh la tabla 2, se exponen las estructuras vy algunas
propiedades de 4 feromonas sexuales descritas hasta 1la fecha
(cPD1, cAD1l, cAM373 y cCF10), que han sido caracterizadas
por Suzuki et al (1984). La nomenclatura de las mismas, hace
referencia al plasmido sobre el que actian, asi por ejemplo,

la feromona especifica del plasmido pAD1l, se llamé cADI1.

En general, todas corresponden a hepta u octapéptidos
muy hidrofébicos, Y cada una contiene un residuo
hidroxiacido. Son generalmente producidas por una estirpe de
£E. Taecalis, poseen una alta actividad muy especifica, Y
son activas a concentraciones tan bajas como Sx10-** M (Mori

et al., 1984, 1986, 1987 y 1988).
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TAEBLA 2. Estructura de alguna feromonas sexuales producidas

por E. faecalis.

Feromona (Pm) Estructura primaria Referencia

cPD1 (212) H-Phe—-Leu~Val -Met—-Phe-Leu-Ser—-Gly—0OH (Suzuki, 1984)

cAD1 (818) H-Leu-Fhe-Ser—-Leu-Val-Leu—-Ala-Gly-OH (Mori, 1984)

cAM373 (733) H-Ala-Ile-Phe-Ile-Leu-Ala-Ser—-0H (Mori, 1986)

cCF10 (789} H-Leu-Val-Thr-Leu-Val-Phe-Val-0OH (Mori, 1986)

3.1.2.2. Caracteristicas de las proteinas de agregacidn

La induccién a la respuesta de las feromonas, conlleva
la aparicién de diversas proteinas de superficie de
naturaleza antigénica inmunolégica, con un tamafo que varia
entre 52.000-190.000 daltons. En el caso del plasmido pAD1,
estas proteinas se han denominado ADSZ2, AD74, AD130, AD170 vy
AD120, siendo la predominante 1la proteina AD74. La
nomenclatura hace referencia al plasmido que las codifica vy
a su peso molecular (Tortorello & Dunny, 1985; Ebrenfeld,
1986).

En el caso de pFDl, también la proteina predominante es
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AD74. Una proteina similar aparece en el caso del plasmido
pCF10 (Ehrenfeld et al., 1986).

Estas proteinas de superficie que aparecen, bien cuando
la célula donadora se expone a filtrados celulares de 1la
estirpe receptora (en este caso se habla de induccién de la
respuesta), o bien cuando la donadora se mezcla con 1la
célula receptora (se habla entonces de conjugacién), se
pueden poner de manifiesto por distintas técnicas, ya sea de
microscopia electrénica o bien inmunolégicas mediante el
empleo de anticuerpos dirigidas contra ellas. En este
sentido, Galli et al. (198%9) y Wanner et al. (1989), han
realizado recientemente un estudio de 1las modificaciones
ul traestructurales gque aparecen con la respuesta a 1la
agregacién celular. El examen con microscopia electronica
de transmisién, de células inducidas con feromonas sexuales
de E. faecalis, muestra un cambio en las estructuras de
superficie, apareciendo las células densamente cubiertas con
protuberancias rugosas ("hair-like": semejante a pelos),
para las que estos autores han sugerido uwuna estructura
tubul ar (13 nm ancho y 33 nm longitud). Estas rugosidades
aparecen s6lo sobre cubiertas celulares viejas (por ejemplo,
no aparecen sobre la pared celular recién sintetizada vy
préxima al septo de divisién) y lo hacen con bastante
rapidez a partir del momento en qQé se produce la induccién
(<40 min).

No se sabe el por gqué de la distribucién no uniforme de
estas proteinas, se sospecha que las zonas limpias de ellas
padrian servir como base para facilitar 1la disociacién
posterior de las células donadoras y receptoras después de

la conjugacidn.

Paralelamente Y mediante técnicas inmunol 6gicas
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(western—-blot), se han puesto de manifiesto estas proteinas
de agregacién, viéndose que existen diferencias para cada
pl 4smido estudiado. Asi, por ejemplo, 1la proteina AD74 es
especifica del plasmido pAD1l, vy la proteina AD78 especifica
del plasmido pPD1. Ambas constituyen las proteinas
mayoritarias de sus respectivas respuestas de agregacidén, vy

son inmunolégicamente distintas.

Por lo demas estos 2 sistemas, pAD1 y pPDl, sé6lo
difieren en las proteinas de 74 y 78 Kd, manteniendo en
comun las otras tres proteinas minoritarias que también se
sintetizan en respuesta a la feromona. Asi, antisueros
frente a 1la totalidad de las proteinas productos del
pl 4&smido pADil, dan reaccién cruzada con las proteinas de
130, 153 y 157 Kd de pPD1 (Yagi et al., 1983).

Ademés de 1la diversidad del tamafio y especificidad
inmunolégica de las proteinas AD74 y AD78, también existen
di ferencias en cuanto a las caracteristicas de los agregados
que se producen en cada casoj; mientras que en el sistema
pFPD1 produce agregados grandes y muy largos, el sistema pAD1
en cambio produce unos agregados de aspecto mas granular
(Clewell et al., 1987).

En el caso del pléasmido pCF10, Tortorello & Dunny
(1985), identificaron también algunas sustancias antigénicas
que aparecen en el medio de cultivo después de la exposicion
de las células a la acciéon de las feromonas. De esta forma,
uno de estos antigenos, el 8A73 (73 KDa), parece ser
similar al pPD78; los otros antigenos tienen pesos

moleculares por encima de 100,000 Da.
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3.1.2.3 Modulacién de la respuesta de agregacién

Otra particularidad de este sistema de conjugacién es
la existencia de péptidos inhibidores de la respuesta de
agregacion. Se trata de octapéptidos hidréfobos muy
seme jantes en cuanto a la secuencia aminoacidica a la

feromona con la cual se relacionan.

Se han descrito 2 péptidos inhibidores de la respuesta
a la feromona: iPD1 (Mori et al., 1987) e iAD1 (Mori et al.,
1286). Actuaan como inhibidores competitivos que son
excretados por las células donadoras que portan el plasmido

pFD1 ¢ pAD1l respectivamente.

El péptido iAD1 presenta un S5O0 % de homologia con su
correspondiente feromona, mientras que iPD1 y cPDI1 s6lo
comparten un 25 % de homologia. Curiosamente, ambos

inhibidores comparten la secuencia Thr-Leu-Val (fig. 2).

Figura 2. Secuencias aminoacidicas de 1los péptidos
inhibidores iAD1 e iPD! y de sus correspondientes feromonas
cAD1l y cPD1. Los pesos moleculares de iAD1 e iPDl1 son 846 vy
828 respectivamente. Los asteriscos representan las

seme janzas entre inhibidor y feromona.

cAD1 H-Leu—-Phe-Ser—-l_eu—Val -Leu—-Al a—Gl y—0H
iAD1 H-Leu-FPhe—Val~Val -Thr-Leu—-Val -Gl y-0H
3 X 4 b ¢
cFD1 H-Phe-Leu—-Val-Met-Phe-Leu-Ser—-G1y—-0H
iPD1 H-Ala-Leu-Ile-Leu-Thr-Leu—Val-Ser-0H
X X

49



Existen evidencias de que los genes estructurales para
estos inhibidores estdn albergados en los mismos plasmidos
que codifican 1la respuesta a 1la feromona. Esto se ha
demostrado, vya que al introducir el plasmido pAD1I en 1la
estirpe E. faecium 2790, (que no excreta feromonas ni ningan
tipo de inhibidor) se ha podido aislar el citado inhibidor
ern los cultivos de esta bacteria. FPor otra parte, se ha
relacionado la secuencia nucleotidica de iAD! con el
pl 4smido pAD1 (D.B. Clewell et al., datos no publicados).
Dicha secuencia sugiere gque probablemente se sintetiza como
un precursor de 22 aminodcidos siendo los 8 residuos del
extremo carboxilo terminal, los correspondientes al péptido
iADl. Similares evidencias se han obtenido para el plasmido
pPD1 (Mori et al., 1987).

El papel fisiolégico de estos inhibidores en el sistema
de conjugacién de Enterococcus, no estd claro. Se han
apuntado distintas hipétesis, una de las cuales, sostiene
que serian utiles para prevenir la agregacién por niveles
bajos de feromonas endégenas relacionadas (Clewell, 1920) .
No obstante, esto estd de acuerdo con el hecho de que existe
una alta especificidad entre una feromona concreta vy su
inhibidor, de forma que éste elimina la actividad total sélo
de su feromona, cuando ambos estan en concentraciones equi-

molecul ares.

3.1.2.4. Caracteristicas e identificacién de la sustancia de

unién.
El modelo de respuesta a feromonas (Dunny et al.,
1979) . predice que en la célula que transporta un

determinado plasmido se induce una sustancia de agregacion,
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la cual se uniria a una sustancia de unidén (SU), presente
tanto en 1la especifica célula donadora como en la célula
receptora. Como vya se ha expuesto en los apartados
anteriores, 1la agregacién es un fendmeno dependiente de
iones divalentes (especialmente Mg**) y de iones fosfatos.
Ehrenfeld et al. (1986), propusieron que los Acidos
lipoteicoicos (LTA), actuaban como sustancia de unién a las

adhesinas.

Los LTA, estan presentes sobre la superficie de las
bacterias Grampositivas, incluyendo a E£. faecalis (Wicken &
Knox, 1974). Estos autores, demostraron que los LTA inhibian
la agregacioén a concentraciones relativamente bajas
{inferiores a 1 pg/ml), sugiriendo entonces un papel en la
asociacion célula—-célula de 1los LTA. posiblemente como

sustancias de agregacidén (Ehrenfeld et al., 1986).

Al pH fisiolégico, 1los iones fosfatos vy cationes
divalentes podrian estabilizar la asociacién de la sustancia
de agregacién y los LTA negativamente cargados (Ehrenfeld et
al., 1986). Anteriormente a estos resultados, Beachey et
al., 1976, 1982) . ya habian demastrado la intervencidén de
los LTA en 1la unién a las células epiteliales, ya que

anticuerpos anti-LTA, bloqueaban esta unién).
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4. PRIMERAS EVIDENCIAS DEL CONTROL POR PLASMIDOS DEL
CARACTER INHIBIDOR DE E. FAECALIS S-48

Una de las formas por las cuales se podia demostrar la
existencia de 2 tipos de inhibidores en £. faecalis §S-48,
fue la mutagénesis con agentes tales como el bromuro de
etidio, y anaranjado de acridina, de forma que se podian
obtener cepas bacterianas derivadas de 5§-48, curados de uno
o de ambos inhibidores (Martinez—-Bueno 19863 Martinez—Bueno
et al.,) 1990). Concretamente se establecieron varios grupos
de mutantes, caracterizados todos por su sensibilidad frente

a la sustancia que dejaban de producirst

~ Brupo I: engloba a mutantes curados de Bc—48. Eran
sensibles a esta bacteriocina y producian so6lo el

antibiético AS—-48 (mutantes A—48-32 y E-48-36)

- Grupo II: engloba a mutantes curados de la produccidn
del antibiético AS—48. Sélo producian Bc—48 y eran sensibles

a AS-48 (mutantes A-48-9, A-48-15, B-48-28).

- Grupo III: engloba a mutantes curados de ambos
inhibidores. Estos mutantes (B-48-2, B-48-47) eran sensibles

a ambos inhibidores.

La elevada frecuencia de obtencién de estos mutantes,
tras el tratamiento con agentes mutagénicos que actdan
preferencialmente a nivel del ADN plasmidicos, constituye
normalmente la primera evidencia sobre el origen

extracromosdmico de estos caracteres (Hopwood, 1278).
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OBJETO DEL TRABAJO
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Una ver estudiados los antagonistas producidos por E.
faecalis S—48, la bacteriocina Bc—-48 y el antibidtico AS—-48,
en lo referente a su caracterizacién y mecanismo de accion,
era obvia e inedudible 1la necesidad de conocer sus

determinantes genéticos.

Aparte del interés puramente basico que nos suscitaba
el tema, es éste un aspecto imprescindible a la hora de
abordar la mejora en la produccién de las mencionadas
sustancias y su transferencia a otras bacterias con vistas a

una futura aplicacién.

Asi pues, la localizacién de 1los determinantes
genéticos fue el objetivo de esta Tesis desde el principio y

en una manera muy general.

La profundizacién en el tema habia de estar muy
condicionada, como de hecho lo ha estado, por el desarrollo
de los experimentos previos. Se trataba pues en principio de
localizar los genes de la produccidén e inmunidad de Bc-48 vy
AS-48, bien en ADN cromosémico, bien en ADN plasmidico. Para
ello era de rigor cientifico recurrir a evidencias fisicas y
fisioldgicas. Estas altimas se relacionan con la
transferencia de 1los caracteres investigados a estirpes

bacterianas que no las poseen.



La comprobacién inicial de que 1los caracteres eran
ambos de origen plasmidico, Yy que los plasmidos portadores

eran conjugativos planted la necesidad de estudiar este

procesa.

Asi mismo, el diserpo del mapa fisico de restriccidén de
los plasmidos, era en lo posible, un objetivo a lograr, asi

como la localizacién de los caracteres dentro de ellos.

Los avatares de 1la investigacidn diaria Y sus
resultados han ido superando en unos, aspectos los

planteamientos iniciales y restringiendolos en otros.



MATERIAL Y METODOS



1. PRODUCTOS Y REACTIVOS EMPLEADOS

i.1. Medios de cultivo.

Fosfato mono y disédico (PanReac), Glucosa (Analemal,
agar (Pronadisa, Difco), medio infusidén de cerebro corazén
(BBL), medio Tood-Hewitt (Difco), medio Mueller—-Hinton

(BBL), bacto-triptona (BBL), extracto de levadura (BBL) .

1.2. Electroforesis.

Tris (Boehringer Manheim), 4&cido acético (Probus),
EDTA-Naz (Boehringer Manheim), acido bérico (PanReac),
Agarosa tipo 1A de baja electroendésmosis (Sigma), agarosa
bajo punto de fusién (Sigma), bromuro de etidio (Sigma),
acrilamida (BioRad), nitrocelulosa 0,45 pm (Schleicher and
Schuell), DEAE-celulosa (Schleicher and Schuell). Como
patrén de pesos moleculares de los fragmentos de restriccion
se usé el digerido Hind 111 del fago lambda (BioRad)

1.3. Enzimas.

Las enzimas de restriccion usadas fueron suministradas
por Boehringer Manheim, a excepcién de Hind II1I (New
Engl ands Biolabs, Inc). Igualmente las enzimas: proteasa Va
de Staphylococcus aureus, carboxipeptidasa A y B, Yy
polinucleétido kinasa, fueron adquiridas en Boehringer
Manheim (RFA). La tripsina y lisozima proceden de la casa
Sigma (Chemical Co.. USA).



1.4. Productos radiactivos.

ATP—gamma—L[P™><] fue suministrado por NEN Research

products (Dupont).
1.5. Antibidéticos.

Los antibiéticos eritromicina y esptreptocina, fueron

suministrados por Sigma (Chemical Co., USA).
1.6. De cromatografia.

Convencional: Sephadex G-50 (Pharmacia), §—-Sepharosa
(Pharmacia). De alta resolucidén: columna C.e de fase reversa
(Vydacy.

Acetonitrilo, isopropanol, &cido trifluoroacético de alta

pureza para HFLC (Carlo Erba).
1.7. Otros productos.

Fenol, polietilenglicol 4000, azul de bromofenol,
sacarosa, etanol absoluto, isopropanol, n—bdténol, hidroxido
s6dico, succinato sédico, acido clorhidrico (todos de
Merck). Cloruro sédico, citrato s6dico, cloroformo

(FanReac). Dodecil sulfato sdédico (Sigma).
2. MICROORGANISMOS.
Las estirpes bacterianas empleadas en este trabajo,

junto con sus caracteristicas fenotipicas y procedencia, se

exponen en la tabla 1.

38



TABLA 1. Razas bacterianas usadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia

Fnterococcus faecalis

+ + + S
S-48 AS-48 , Bc-48 , Gel , Sm 1
+ - + S
A-48-32 A5-48 , Bc-48 , Gel , Sm 2
- + + s
A-48-9 AS-48 , Bc-48 , Gl Sm 2
- + + s
A-48-15 AS5-48 , Bc-48 , Gel Sm 2
- + + s
B-48-28 AS-48 , Bc-48 , Gel Sm 2
- - + s
B-48-2 AS-48 , Bc-48 , Gel Sm 2
- - + s
B-48-47 AS-48 , Bc-48 , Gel Sm 2
- - - r
0G1X AS-48 , Bc-48 , Gel Sm 3
Ti-4 transconjugante Bc-48
- + R —
AS-48 , Bc-48 , Sm , Gel Este estudio
B-48-47E mutante B—48-47, con el
P r .
pléasmido pIL253 (Em ) Este estudio
+
B-48-47E1 cepa B-48-47E, Bc-48 Este estudio
T4-31 transconjugante AS-48
+ - r
AS5-48 , Gel , Sm , .
Este estudio
se agrega en medio liquido
Escherichia coli V517 Marcador de pesos 4
moleculares

As-48" productor de AS-48,; AS-48 : no productor de AS-48; Bc—48+: produc-
tor de Bc-48; Bc-48 : no productor de Bc-~48; Gel™: gelatinasa positivo,
Gel : gelatinasa negativo; Smr: resistente a estreptomicina; SmS: sensi-
ble a estreptomicina, Emr: resistente a eritromicina.

1) Galvez ez al (1986), 2) Martinez-Bueno 1986; 3) Ike et al (1983);

4) Macrina et al (1978)



3. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES CULTURALES.

La composicidén de los medios de cultivo se expresa en
gramos por litro de agua destilada, con las excepciones

indicadas.

3.1. Medios empl eados para el crecimiento y

conservacion de las estirpes bacterianas.

Medio de infusién de cerebro-corazdén (BHI): Fue el

medio mas cominmente utilizadoj; la composicién en gramos por
litro de agua destilada (BHI) o tampdén fosfato sdédico 100
mM, pH 7,2, (BHI-T) es la siguiente:

Infusidén de cerebro de ternera..cccececeaceaeaeaa200,0

Infusidn de corazén de buey...cvcecncncansae e 20,0

FPeptona de gelatina...ccvscacaan ssasssnasnanaaalO0s0
Cloruwo s6dicCOcccacaasns cenveanua ceseenn ceeeeaa,0
Fosfato disddico..c.aueeaenan feaanasn i |
BlUCOSArcansnnennencanseanvsannunuonsas ceceannenle0

Para su uso en forma sélida, fue suplementado con agar

al 1,5 % .

Medio de ¢tripticaseina y soia (TISI): Fue empleado

al ternativamente para el crecimiento de diversos organismos.

Su composicién es la siguiente:
Peptona de caseina...... I R

Extracto de levadura.cccecescsscseanssacaasnsossneasd

Cloruro s6diCOvecccsncanananananannans =
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Medio de Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972): Fue

utilizado para el crecimiento de razas de Escherichia «coli.

Su composicién es la siguientes

Bacto—triptOna@.c.cccseccecccavacsaanncasnananenalO
Extracto de levadura@...c.csssessascsasassasansasnsd
Cloruro de SO0diCO.ceereececnnsacnssnanssanensnansl

pH 7-7.5

Es el medio empleado para el aislamiento en pequera

escala de plasmidos de E£. colli.

Agar de Mueller-Hinton (MH-T). Este medio, suministrado

por BBL, fue el empleado como capa base para el ensayo de la
actividad antibacteriana. Su composicién en gramos por litro

de tampén fosfato sédico 150 mM, pH 7,2, esi

Extracto de CarnN@.ecscssssscasssnascnancscannsnlnl
Hidrolizado de cas@inNd@cessccscsvanancacnaannsal7yd
Almidon.lll.IIIIl.ll..ll..ll..l...l.l.l.l..lll15’5

Agar---..-----.-------------.-.----n---.-u----l‘z’o
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Medio de Todd-Hewitt (THB). Fue wutilizado para la

regeneracién de protoplastos de E. faecalis, suplementado
bien con sacarosa (500 mM) o con succinato sédico (S00 mM),

como estabilizador osmdético.

Infusidén de corazén de terneraccecersescacecssasd00,0
PEpPtOnNa..ccsccsascasaassnnasnsnssscansnannnnsenal0y0
GlUCOSAcecnenn fecevrensscsusnsanasnannnaveaneananlyQ
Cloruro SOdiCOscasanscssnsanuasseasansannssanensly0
Fosfato s6dico anhidro..cceeecesvacescrannansnaaldsO
Bicarbonato S0diCO..cascassncasaasascancnnaneaalsyd
pH 7,8

3.2, Medios empleados en 1la produccidén de las

sustancias antagonistas AS—-48 y Bc—48.

BHI-T: fue el medio utilizado para ambos. En el caso de

AS—-48, se adiciondé glucosa al 1 7%Z .
3.3. Condiciones culturales.

Todos 1los cultivos se incubaron en reposo a 37 9C, a

excepcioén de los de E. coli (37 °C en agitacidn).

4. CURVAS DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE SUSTANCIAS
ANTIBACTERIANAS.

Tubos de ensayo o bien matraces conteniendo medio de
cultivo apropiado, se inocularon al 4 % con la raza
indicada previamente crecida durante una noche en el mismo
medio, y se incubaron en las condiciones adecuadas en cada
caso. A intervalos requlares de tiempo se efectuaron medidas
de la turbidez en un espectofotémetro Spectronic 20-D

{Bausch & Lomb), y se retiraron alicuotas de los mismos, que
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se centrifugaron inmediatamente para eliminar las células.
Los sobrenadantes asi obtenidos, fueron neutralizados
mediante adicién de hidréxido sédico diluido, y se determiné
su actividad antibacteriana por la técnica de los pocillos,
bien directamente o tras un proceso de concentracién, por
evaporacién a vacio en un evaporador rotatorio R (Buchi), o
en el caso de AS—48 por filtracién en minicolumnas de
Sepharosa-S (1 ml de lecho aproximadamente). Para equilibrar
y empaquetar el gel, se pasaron varios volamenes de agua

destilada.

La muestra (25 ml de sobrenadante) se aplicé suavemente
a la columna mediante jeringa, vy finalmente se eluyé con 2
ml de CIlNa 1 M.

5. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

5.1. Deteccién en medio sélido. Técnica de la doble capa
(Gratia & Fredericq, 1946).

Se inocularon las placas de Petri que contenian 15 ml
de una capa base de medio BHA-T, con gotas de un cultivo
liquido en fase estacionaria de la estirpe productora. Una
vez incubados durante 18 h a 37 °C, 1las placas se cubrieron
con &6 ml de medio BHA semisdélido (BHI al 1,5 % en tampén
fosfato, agar al 0,75 %) mantenido en sobrefusién, e
inoculado con O,1 ml de un cultivo de 18 h de 1la estirpe

indicadara.

Una vez solidificada la sobrecapa, las placas se
incubaron durante 18 h a 37 °C, para permitir el crecimiento
de la indicadora y el desarrollo de zonas de inhibicién de

la misma.
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J.2. Deteccién en medio liquido. Técnica de los pocillos
(Tagg & McGiven, 1971).

El ensayo de la actividad antibacteriana se realizé
siguiendo la técnica de difusién en placa. FPara ello se
utilizaron placas de Petri con una capa base de 10 ml de
medio MHA-T con la superficie bien seca, sobre la que se
depositaron pocillos estériles de acero inoxidable de 8 mm
de diametro. Seguidamente se vertieron sobre las placas 6 ml
de sobrecapa adicionados de 0,1 ml de un cultivo en fase

estacionaria de la bacteria sensible.

Una vez solidificada 1a sobrecapa se retiraron los
pocillos quedando los huecos correspondientes, en los que se
depositd 0,1 ml de la muestra a ensayar. A continuacién las
placas se dejaron en predifusidén durante 1 h a 4 °C, vy se
incubaron nuevamente a 37 °C. Tras 18 h de incubacién se
midié el diametro del halo de inhibicidén producido alrededor

de cada pocillo.

La titulacién de las muestras se llevé a cabo por
ensayo mediante esta técnica, de diluciones seriadas de las
mismas (Galvez et al., 19846). Se detinidé como Unidad
Arbitraria (UA) la minima concentracién de inhibidor capaz
de producir una inhibicidén de 2 mm de diametro (minimo halo
detectable) sobre una capa de agar inoculada con 3,8x10°
unidades formadoras de colonias (UFC) de E. faecalis &-47
(GAlvez et al, 1986).
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6. METODOS DE AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO.

6.1 Aislamiento rapido a partir de pequeios volumenes de

cultivo:! minipreparaciones.

6.1.1. Minipreparacién de plasmidos de E. faecalis.

lLa técnica de aislamiento de plasmidos a pequera
escala, se bas6 en la modificacién de dos métodos utilizados
habitualmente en factococcus (Anderson & McKay, 198353 Neve
et al.,1984).

La estirpe a estudiar, se inoculé en S ml de caldo BHI
durante 8-10 h a 37 °C. El cultivo se centrifugé (3.000xqg,
15 min) vy posteriormente se lavé con 1 ml de tampén TE
(Tris—-HCl1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5). Las células asi lavadas
y sedimentadas se congelaron rapidamente a —70 °C (30 min)

hasta el momento de su uso.

El sedimento se descongeld a 37 °C y se resuspendid en
458 pl de sacarosa al 6,7 % (p/v) en Tris—-HCl 50 mM, EDTA 1
mM, pH 8. A continuacién se adicionaron 115 pl de soluciodn
de lisis (10 mg/ml de lisozima en Tris—-HCl 25 mM, pH 8) y se
incubé a 37 9°C durante 30 min. Finalmente 1la lisis se
desencadené adicionando con agitacién suave 58 pl de EDTA
250 mM ,pH 8 y 35 pl de SDS (SDS al 20 % [p/vl en Tris-HC1
50 mM, EDTA 20 mM, pH 8) e incubando a 35 °C durante 5 min.
El ADN se desnaturalizé mediante la adicién de 35 pl de una
solucién recién preparada de NaOH 3M, realizando suaves
inversiotnes durante 10 min. El lisado se neutralizéd
rapidamente con 60 pl de Tris—-HCl1 2 M, pH 7 a 4 °C durante
3 min. Finalmente gran parte del ADN cromosémico vya
parcialmente desnaturalizado, se precipité por adicién de 86

pl  de NaCl 5 M en hielo durante 30-60 min, y posterior

LTI e e e e
e e T

TSI T

pOLINIT e e
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centrifugacidén a 4 °C durante 10 min en microfuga.

El sobrenadante se transfiridé a un nuevo tubo vy se
extrajo con un volumen igual de fenol saturado con NaCl al 3
% en Tris-HCl 100 mM (pH 8). La fase acuosa se volvié a
extraer con cloroformo—-iscamilico (24:1). Al sobrenadante
finalmente se le adicioné un volumen igual de isopropanol
(preenfriado a —20 °C), se mezcld y se incubd a -20 °C 4 h 46
=70 oC (30 min). El precipitado fue recogido por
centrifugacién (10 min), lavado con etanol 70 %, vy desecado
por centrifugacién a vacio (en centrifuga Vaccum—Speed,
Savant). Finalmente se resuspendié en 30 pl de TE (Tris-—HCl1
10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6), pudiéndose guardar a 4 ° C para

posterior andlisis por electroforesis en geles de agarosa.

6.1.2. Minipreparacién de plasmidos de Escherichia coli.

El aislamiento rapido de pléasmidos de esta
bacteria se llevé a cabo por el procedimiento de Birmboin &
Doly (1979).

A partir de un cultivo de £. celi en fase estacionaria,
se extrajeron 1,5 ml que fueron centrifugados en una
microfuga durante 1 min. El1 sobrenadante fue retirado
cuidadosamente y las células se resuspendieron en 100 pl  de
solucién I (Glucosa 50 mM, Tris—HCl 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8,
lisozima S5 mg/ml) y se dejaron 5-10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se afmadieron 200 pl de solucién II
(NaOH 0.2 M, SDS 1 %), se mezclaron suavemente invirtiendo
el tubo tres o cuatro veces y se mantuvieron en hielo 5 min.
Entonces se adicionaron 150 pl de acetato potasico S M (pH
4,8) preenfriado, y se agitdé el tubo en posicién invertida
durante 10 seg. Después de 15 min en hielo, el lisado se

centrifugd durante 10 min, recogiéndose cuidadosamente el
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sobrenadante, el cual se extrajo con 1 volumen de fenol-
cloroformo. Entonces se transfirié la fase acuosa a otro
tubo vy se le arvadieron 2,5 vol de etanol, mezclandose vy
manteniéndose durante 10-15 min a -70 °C. El precipitado se
recogié por centrifugacién durante 15 min, se lavdé con
etanol 70 7%, se desecdéd al vacio y se resuspendid en 50 pl

de tampén TE (Tris—-HCl1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8).

6.2. Aislamiento en gran escala.

Se realizé en dos fases, en las cuales se extrae en
primer lugar el ADN a partir de los cultivos bacterianos, y
posteriormente se purifica el ADN plasmidico por

ul tracentrifugacién en un gradiente de densidad CsCl-EtBr.

6.2.1. Extraccién del ADN de los cultivos.

Se llevé a cabo seguan la técnica descrita por
Anderson % McKay (1983). A partir de un cultivo bacteriano
en fase estacionaria se inocularon (2 %) 700 ml de medio
BHI adicionado de D-L treonina 20 mM, para favorecer la
formacién de células osméticamente fragiles (Chassy, 1976),
incubdndose a 37 °C durante 4-5 h. Las células se recogieron
por centrifugacién a 5000 rpm (centrifuga Sorvall, rotor
GSA) durante 15 min, resuspendiéndose en 30 ml de solucién
1 (sacarosa al 6,7 % en Tris—-HCl 350 mM, EDTA 1 mM, pH 8).
Se afadieron entonces 7,5 ml de solucién de lisozima (10
mg/ml disuelta en Tris—-HCl 25 mM, pH 8). Esta suspensidén se
incubé a 37 °C durante 30 min. La lisis de 1las células
osméticamente fragiles se efectudé por adicidén de 3,75 ml de
EDTA 250 mM pH 8 v 2,25 ml de SDS (20 % [p/v] en Tris—HC1 50
mM, EDTA 20 mM, pH 8), durante S min a temperatura ambiente.
A continuacién se anadieron 2,4 ml de NaOH 3 M, mezclandose

por inversién suave durante 10 min, vy neutralizandose
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posteriormente con 3,9 ml de Tris—HCl1 2 M, pH 7 (3 min en
hielo) y S.7 ml de NaCl S M. GSe agito y se incubdé a 4 ©°C
durante 1h. Parte del ADN cromosémico y los restos celulares
se precipitaron y se separaron del resto por una
centrifugacién a 6.000 rpm durante 30 min y al sobrenadante,
que contenia mayoritariamente el ADN plasmidico, se le
adicionaron 55 ml de fenol saturado con NaCl 3 % en Tris-HCI1
100 mM, pH 8. Las dos fases, acuosa y fendlica, se separaron
tras una centrifugacién de 15 min a 5.000 rpm y la fraccién
acuosa se extrajo con un volumen de cloroformo~isoamilico
(24:1).

Finalmente, la fase acuosa se precipitd con un volumen
de isopropanol preenfriado, y se incubé a —-20 °C durante una
noche. E1 ADN plasmidico se recogi6 por centrifugacion a
5.000 rpm durante 10 min, Y una vez seco S& disolvidé en
tampén TE. E1 contenido en ADN plasmidico de la preparacion

se estimé por electroforesis en gel de agarosa.

6.2.2. Purificacién de los pléasmidos en gradiente de cloruro

de cesio (Maniatis, 1982).

A la preparacién de ADN obtenida sequn la técnica
descrita en &.2.1., se le afadieron 1,1 gr de CsCl por cada
ml, mezclandose hasta conseguir la disolucién de la sal. Se
adicioné entonces bromuro de etidio (10 mg/ml en TE) hasta
una concentracién final de 400 pg/ml, vy se centrifugé a
10.000 rpm durante 30 min, para eliminar 1los restos de
proteina. Tras ajustar el sobrenadante a una densidad de
1,55 g/ml se transfirid a tubos apropiados centrifugandose
en una ultracentrifuga Beckman (modelo L5-50, rotor SW41) a
39.000 rpm y a 18 °C, durante al menos 48 h. FPasado este
tiempo se hacian visibles bajo luz ultravioleta dos bandas:

la inferior, correspondiente al ADN plasmidico, se recogib
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tras pinchar el tubo con ayuda de una jeringa.

Para eliminar 1los restos de bromuro de etidio, se
adicioné a la solucién de ADN plasmidico, un volumen igual
de n-butanol saturado con agua, agitandose ambas fases vy
retirdndose finalmente la superior alcocho6lica. Este proceso
se repitié varias veces hasta que desaparecié el color

rosado de la fase acuosa.

El ADN plasmidico se dializé frente a 2 litros de TE,
durante 36 h a 4 °C, y se precipité finalmente por adicidn
de acetato s6dico 3 M (1710 del volumen de la solucién) y 22
volumenes de etanol absoluto, agitandose y manteniendo a -
20 °C una noche. Entonces se centrifugdé a 12.000 xg durante
15min, y se secd al vacio. Por dltimo se disolvidé en un
volumen inicial de TE vy se fracciond en alicuotas,

guardandose a —-20 °C.
7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN.

Las preparaciones purificadas de ADN se valoraron
rutinariamente por determinacién de su absorcién a 260 nm,

en un espectrofotémetro Hitachi 100-80A.

FPara el ADN de cadena doble se asumid que una
preparacién con Abzeo= 1, equivalia a una concentraciodén de
50 pg/ml (Maniatis, 1982). En todas las preparaciones se
determiné asi mismo la absorbancia a 280 nm. La relacidn
Azea/Azec €5 un indice de la pureza de la preparacién. Ge
consideran aceptables preparaciones de ADN con indices 1,8-
2,0 (Maniatis, 1982).

Para muestras de ADN muy impuras o de baja

concentracion, se empled el método de comparacion de la
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fluorescencia emitida bajo 1luz ultravioleta en gel de
agarosa, frente a marcadores de ADN de concentracioén

conocida.

8. SEPARACION E IDENTIFICACION DE PLASMIDOS O FRAGMENTOS DE
ADN POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

La separacién de plasmidos o fragmentos de restriccioén
de 1los mismos, se llevé a cabo mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa (Sigma tipo 1A, baja
electroendésmosis) del 0,6 al 0,8 % segin el tamafo de los
fragmentos a resolver, sumergidos en tampén TBE (Tris 8% mM,
4Acido bérice 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,2) o TAE (Tris-—
acetato 40 mM, EDTA 2,5 mM, ajustado a pH 8,1 con Acido
acético glacial). Antes de depositarlas en el gel, las
muestras fueron adicionadas (1/10 de su volumen) de solucidn
de carga (50 7% glicerol, 0,23 %Z de azul de bromofenol, en
tampén TE).

Tras 1la electroforesis, el gel se coloreé mediante
inmersién durante 30 min en una soluciodn de braomuro de
etidio, a concentracidén de 1 HQ/mi , observandolo
posteriormente bajo 1luz ultravioleta (302 nm) en un

transiluminador (Spectroline).
El fotografiado de los geles se realizé con una cémara

Praktica MTLB, provista de pelicula Kodak Tri—-X PAN de 400
ASA.
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9. ESTIMACION DEL TAMARO DE LOS PLASMIDOS Y FRAGMENTOS DE
RESTRICCION POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA.

La determinacién del tamafo de los plasmidos se ha
hecho a partir de una grafica en la que se representaron los
logaritmos de los pesos moleculares, frente a las
movilidades relativas en geles de agarosa (distancia de
migracién dividida por la longitud del gel), de los

pl 4dsmidos de la estirpe E. celi V317.

Cuando se quiso determinar el tamafo de los fragmentos
de restriccién, se utilizaron como patrones los fragmentos
Hind 111 del fago lambda.

10. RECUPERACI&N DE ADN TRAS UNA ELECTROFORESIS EN GEL DE
AGARDSA.

Para 1la purificacién de los ADNs a partir de los geles
de agarosa, se utilizaron diferentes técnicas segun el

peso molecular de los mismos.

10.1. Extraccion de ADN a partir de geles de agarosa de bajo
punto de fusidn.

Se ha utilizado preferentemente para purificar ADN

plasmidico.

Despues de finalizada la electroforesis, el gel de
agarosa (bajo punto de fusién, Sigma) se tifd con bromuro de
etidio y se observaron las bandas de ADN con una lampara de
luz UV de 360 nm de longitud de onda. Una vez localizadas
las mismas, se recorté la porcidén del gel que interesaba, se
transfirié a un tubo eppendorf y se adiciond de S-10

volumenes de tampén TE. El gel se fundié por calentamiento a
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65 °C S min, y el ADN separd de la agarosa mediante dos
extracciones con fenol vy una tercera con cloroformo—alcohol
isoamilico. A la fraccién acuosa (superior), se le adiciond
1710 de su volumen de acetato sédico 3 My 2,5 voldamenes de
etanol. Tras incubar a -20°C durante una noche, el
precipitado de ADN se recogi6 por centrifugacién a 12.000xg,
10 min, vy se lavé con etanol al 70 4 . Finalmente, después

de secar a vacio, el ADN se resuspendié en tampén TE.

10.2 Purificacién de ADN mediante DEAE celulosa.

Esta técnica se ha wutilizado principalmente para
purificar fragmentos de restriccidn de tamafo inferior a 15
Kb. Una vez visualizada las bandas en el gel de agarosa, se
practicé una incisi6on justo delante de la banda que se
queria aislar, en el sentido de la migracion, vy otra por

detras, atravesando completamente el gel.

Fosteriormente se insertd un trozo de una membrana de

DEAE-celulosa (Schleicher & Schuell), vy se sometidé de nuevo

a un campo eléctrico. Cuando el ADN estuvo adherido a 1la
membrana (lo que se constath iluminando con luz
ultravioleta) se detuvo la electroforesis. Entonces la

membrana se introdujo en un tubo eppendorf y se afadieron
300 pl de tampén de elucién (Tris—-HC1 20 mM, NaCl 1,5 M,
EDTA 1 mM, pH 7.5, vy se incubé un minimo de 1 h a 63 °C,
agitdandose de vez en cuando. Cuando todo el ADN se hubo
separado de la membrana se retiré ésta y se aradieron 2,9
vol de etanol incubdndose a -20 °C durante una noche.
Transcurrido este tiempo se centrifugé 10 min a 12.000xg, Yy
se lavé con etanol al 70 %, desecdndose posteriormente a
vacio. Finalmente el sedimento de ADN se resuspendié en un

volumen adecuado de tampén TE.
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10.3. Método de GENCLEAN (Vogelstein B. & Gillespie, 1979).

Una vez realizada 1la electroforesis en gel de
agarosa, y visualizadas las bandas de ADN, se corté el trozo
de. agarosa correspondiente al fragmento de ADN que se queria
recuperar. Se aradieron 2 vol de Nal 5 M vy se fundid en un
bafo a 55 °C durante S min. Posteriormente se adicioné 1 pl
de "glassmilk" (BIO 101, La Jdolla, California) por cada pg
de ADN, agitando vigorosamente, y se dejo a temperatura
ambiente durante S5 min. A continuacién se dié un pulso de
microfuga (30 seq), vy el sedimento se resuspendié en 10-15
vol (respecto de la cantidad de "glassmilk" afadida) de
soluci 6n de lavado (50 % de etanol diluido en 20mM Tris—HCl,
pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM), centrifugandose 5 min. Este

-

proceso se repitiso 3 veces.

Finalmente se eluyé el ADN retenido a esta cerdmica,
adicionando al sedimento 25 pl de TE, e incubando 45-35 °C
durante 2-3 min. Se centrifugé durante 30 seg y se recupero
cuidadosamente el sobrenadante, el cual cuando fue reqguerido

se repurificé mediante precipitacion con etanol.

11. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA GENETICA POR CONJUGACION.
La transferencia de caracteres por conjugacién se
realizé mediante cruce simple sobre filtro, mezclandose las

razas donadoras y receptoras en proporcién 1:1 6 1:10
(Reichelt et al., 1984).

11.1. Transferencia del carActer AS5-48T™.
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Esta transferencia se realizd entre E. faecalis A-48-32
(Sm=, AS—-48%) vy E. faecalis 0GiX (Sm™, AS-48") mediante
conjugacione. Los cultivos en fase estacionaria de 1la
donadora (A-48-32) y de la receptora (0G1X) se diluyeron en
medio fresco BHI y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar la
fase exponencial temprana. En un tubo con 4,5 ml de BHI se
mezclaron 0.25 de la donadora con un volumen igual de 1la
receptora, depositandose posteriormente sobre un filtro de
membrana de 0,45 pm de tamano de poro, vy aplicando vacio
para forzar el paso del liquido. El filtro con las células
retenidas sobre él1, se colocé sobre una placa de medio BHA y
se incubé a 37 ¢ C durante una noche. Pasado este tiempo, se
lavé el filtro con 4,5 ml de solucién salina (0,85 X)), vy la
suspension celular se sembrdé sobre placas de BHA-T
conteniendo 200 UA/ml de AS-48 Yy 600 Hg/ml de

estreptomicina.

Se realizaron diversos controles con cruces en
presencia de ADNasa I, sobrenadantes libres de células vy

células donadoras no viables.

El control de sensibilidad de la transferencia a la
ADNasa I, se realizé por tratamiento del cultivo donador con
ADNasa I (Sigma, 100 pg/ml en SO0,Mg 1 mM), antes de mezclar

con la célula receptora. También se incluye en el medio BHA.

Para hacer no viables a 1las células donadoras, se
trataron éstas con un volumen de cloroformo durante 15 min,

y se procedié segun se describe antes.

El sobrenadante libre de células donadoras, se obtuvo
por filtracién de un cultivo de las mismas a través de un
filtro bacteriolégico (tamafo de poro 0,45 pm, Millipore).

Dicho sobrenadante se mezcld con las células receptoras en
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un experimento paralelo vy se consideréd como control de

transformacidn genética.

11.2. Transferencia del cardacter Bc—-48*.

Se realizé de la misma forma que para AS-48, pero
empl eando como donadora se utilizé la estirpe mutante de E.
faecalis A-48-15 (Bc—-48*) y como receptora la estirpe 0G1X.
En este caso la seleccidn de los transconjugantes se efectuéd
en base a la inhibicién del crecimiento sobre 0G1X en medio

BHA-T adicionado de estreptomicina (&00 pg/ml).

12. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA GENETICA POR
TRANSFORMACION.

Se ha llevado a cabo transformando protoplastos de E.

faecalis.
12.1. Obtencidén de protoplastos.

La técnica de obtencién de protoplastos se basé en 1la
descrita por Wirt et al. (1986).

Para obtener células susceptibles de ser transformadas,
se inocularon 500 ml de THB adicionando de glicina al 2 %,
con 0,5 ml de un cultivo de un noche en el mismo medio, de
la estirpe a transformar. Las células se dejaron crecer
hasta alcanzar #da fase logaritmica, se recogieron por
centifugacién a S5.000 rpm (Sorvall, rotor GSA) a 4 9°C,
resuspendi éndose posteriormente en 5 ml de THE mas 5 ml de

glicerol, vy congelandose rapidamente a —-70 °C en alicuotas



de 1 ml.

Para la obtencién de protoplastos, cada alicuota de 1
ml (equivalente a S50 ml del cultivo original), se descongelé
rapidamente a 37 °C, centrifugadndose a 12,000xg durante O
min. Las células se resuspedieron en 10 ml de tampén TSCHM
(100 mM Tris-HCl, pH 8, succinato sédico 500 mM, CaxCl 40
mM, Mg=Cl 10 mM) que contenia 10 mg de albdmina bovina (BSA,
Serva) v 1 mg de lisozima (Sigma) por ml. Esta suspensidn se

incubé a 37 °C durante 90 min.

Después del tratamiento con lisozima, las protoplastos
ya formados, se centrifugaron a 3.000 xg (15 min), Yy se
lavaron con 10 ml de tampén TSCM conteniendo 100 pg BSA/ml.

Finalmente, se resuspendieron en 1 ml del mismo medio.
12.2. Transformacidén de protoplastos.

Se tomaron 100 pl de la suspensién de protoplastos, que
se centrifugaron a 3.000xg durante 10 min, dejandolos
entonces en hielo durante S min. Transcurrido este tiempo,
se adicionaron 25 pl de solucidén de ADN (1-5 pg disuelto en
500 mM de succinata), y se incubdé en hielo S5 min.
Posteriormente se avadié suavemente 1 ml de polietilenglicol
4000 (PEG 4000, 40 7% disuelto en TSCM), vy la mezcla se
incubé 3 min en hielo y después S min a 37 °C. Finalmente,
el PEG se eliminé tras sucesivos lavados, primero con 5 ml
de tampén TSCM y en segundo lugar con 5 ml de medio THB
conteniendo succinato sédico 500 mM, y BSA 100 pg/ml,
centrifugando en cada caso a 3,000xg (10 min). EIl sedimento
de protoplastos se resuspendié en 1 ml del mismo medio y se
incubd &0-90 min para permitir la expresién fenotipica de

los caracteres en los transformantes.
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La seleccién de los transformantes, se realizé
inoculando alicuotas de S0-100 pl en tubos de medio THB
mantenidos en sobrefusién, succinato sé6dico 500 mM, BSA 100
pg/ml, agar 0,7 %Z, que se vertieron sobre placas con una
capa base de igual medio pero con agar al 1,5 %, e incubando
durante 48 h a 37 °C para permitir la regeneracidén de

protoplastos.

12.2.1. Regeneracién de protoplastos y enriquecimiento sobre

alginato.

Esta técnica ha sido desarrollada en nuestro
laboratorio, y estd basada en el cultivo de protoplastos
inmobilizados sobre alginato (L. Ferenczy, e I. Guerra,

comunicacién personal).

El procedimiento de obtencién de protoplastos %
transformacién fue similar al descrito en los apartados 12.1
y 12.2, pero en este caso los protoplastos se inocularon a
temperatura ambiente en una solucién de alginato (Sigma) 2 %
en 500 mM sacarosa (p/v)i: esta mezcla se dejo solidificar
sobre placas de THB conteniendo agar 2 %, sacarosa 300 mM,
CazCl 50 mM. Tras incubar a 37 °C durante 12-16 h, la
sobrecapa de alginato se redisolvid en una solucidén de
citrato sédico 2 %. vy se centrifugé a 5.000 rpm durante 15
min a temperatura ambiente. E1 sedimento, que contenia las
células con pared celular regenerada, se lavé varias veces
con tampén citrato sodico y se resuspendié finalmente en O
ml de THB conteniendo la minima concentracién del
antibiético con el que se desea seleccionar (AS-—48). Despues
de incubar durante 5 h a 37 °C, las células se sembraron en

placas de medio BHA-T conteniendo el marcador a seleccionar.
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13. DETERMINACION DEL MAPA FISICO DE LOS PLASMIDOS CON
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

13.1. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccién.

Las restrictasas son endonucleasas que rompen el
ADN bicatenario a nivel de secuencias especificas,
originando fragmentos con extremos bien definidos, ya sean

cohesivos 6 romos.

La construccién del mapa de restriccién de una molécula
de ADN tiene dos fases: a) digestién del ADN con una
coleccién de restrictasas, y b) determinacién del tamado de
los fragmentos producidos por medio de una electroforesis en

gel.

La digestién del ADN se ha llevado a cabo en las
condiciones éptimas para cada tipo de enzima de restriccién.
Normalmente, las reacciones contenian 0,5-1 pg de ADN
(purificado mediante gradiente en CsCl) y 3—~-5 U de enzima en

un volumen final de 25 pl.

Los tampones de incubacién, asi como las condiciones
dptimas de incubacién fueron las indicadas potr los

proveedores (Boehringer Manheim, RFA).

Las reacciones enzmdticas normalmente se incubaron
durante 2-9 hy, y e detuvieron con Na=-EDTA pH 8

(concentracién final de 10 mM).
Las endonucleasas de restriccioén utilizadas han sido

las siguientes: Bam HI, Bgl I1l, E&Eco RI. Eco RV, Hind 111,
pst 1, Sal I, Sac I, Sma I, Xba I, y Xho I.
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Las digestiones dobles o triples se realizaron en
distintas fases. Primero se digirié con el enzima activo a
una concentracién de NaCl mas baja, y posteriormente se
afadié la cantidad apropiada de NaCl 1 M hasta alcanzar la

concentracién éptima para el enzima siguiente.

Al ternativamente se extrajeron los fragmentos de
restriccién a partir de geles de agarosa (mediante alguno de
los procedimientos antes descrito), para ser digeridos a

continuacion con otra restrictasa.

14. TRANSFERENCIA DE ADN A FILTROS DE NITROCELULOSA
(SOUTHERM BLOTTING) .

La transferencia de los plasmidos y los fragmentos de
restriccién de los mismos de a filtros de nitrocelulosa se

realizé segun la técnica de Southerm (1973) .

E1 ADN se sometié a una depurinizacion adcida para
me jorar la transferencia, sumergiendo éste en una solucidn
de HCl 0,25 M durante 20-30 min con agitacién suave. Después
de lavar brevemente con agua destilada, el ADN del gel se
desnaturalizé con NaOH 0,5 M, NaCl 1,3 M durante 30 min,
tras lo que se neutralizé mediante dos lavados sucesivos
con Tris-HCl 0,5 M, NaCl 3 M, pH 7 (30 min cada uno).

Finalmente se lavé ligeramente con agua destilada.

Mientras tanto, 1la nitrocelulosa se humedecio en agua
destilada vy posteriormente se saturd en tampén SSCx20, al
igual que varios trozos de papel Whattman 3 MM.

Para hacer la transferencia (blotting), se colocaron

varias piezas de papel Whatman 3 M, conectados con un
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reservorio de tampén SSCx20, sobre una superficie lisa, vy
sobre estas el gel, teniendo cuidado de no dejar burbujas
entre ambos. A continuacién, se colocé el filtro de
nitrocelulosa (ya preparado), 3 trozos de papel Whattman 3
M, y una tanda de 3-4 cm de grosor de papeles de filtro
secos. Sobre este sistema, se colocé un peso (0,5 Kg) para
mantenerlo todo comprimido y se dejé toda 1la noche a
temperatura ambiente. El papel Whatman inferior, se aislo
con pldstico para evitar que se resecara y también para que
no entrara en contacto con el papel de filtro colocado por

encima del gel.

Una vez terminada la transferencia, la nitrocelulosa se
deja en una solucidén S8Cxé6 durante varios minutos a
temperatura ambiente para eliminar los restos de agarosa.
Finalmente se dej6 secar el filtro sobre 3MM, Yy a
continuacién se calenté en un horno a 80 °C durante 2 h. El
filtro se puede guardar desecado entre papel Whatmann a

temperatura ambiente por varios meses.

La composicién del tampén SSC (x20) es: 3 M Cloruro
s46dico—-0,3 M citrato sédico, pH 7.
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15. PREPARACION DE SONDAS DE ADN PARA HIBRIDACION.

15.1. Marcaje de ADN con digoxigenina-11-dUTP.

La preparacién de sondas de ADN no radiactivas, se
lievé a cabo por el método conocido como "multicebador™
descrita por Feinberg & Vogeslteim (19833 17984) Yy
posteriormente modificado por Boehringer Manheim (RFA).
Consiste en la sintesis parcial de ADN a partir de un molde
de ADN, usado como sonda, utilizando como cebadores una
mezcla de hexanucledtidos (Boehringer Manheim) ,
digoxigenina—-11-dUTF como nucleétido marcado (Boehringer
Manheim), y el enzima Klenow (Boehringer Manheim). La
presencia del nucle6tido sintético en el ADN permite su

deteccién mediante una reaccién inmunoldégica especifica.

Para marcar cantidades de 0,2-1 pg de ADN se procedid

de la siguiente forma:s

ADN a marcar (en tamién TE)..cceavavenaneaecaaa0y,2 pg
Mezcla de hexanucledtidos (1 pMlueeccacecaaanaald Pl
Mezcla de dNTP*. ccaeaanas - S T |

Agua desionizada@...ccecscensuaenarasnnahasta 19 pl

Enzima Klenow (2 U/Pl) ceeececcncnansasacansseaasnl pl

(¥X) La mezcla de los dNTP contiene: dATP 1 mM, dCTP 1 mM,
dGTP 1 mM, dTTP 0,65 mM, Dig-dUTP 0,35 mM, pH 6,5.

La mezcla se incubé a 37 °C entre 1-12 h. Para detener

la reaccidén e inactivar el enzima, se afadid Naz=—EDTA (pH 8)

a una concentracién final de 10 mM.
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Para separar el ADN sonda de 1los nucleédtidos no
incorporados, se afadieron 2 pl de LiCl 4M vy &0 pl de etanol
absoluto preenfriado, vy se incubé durante una noche a -20
°C. E1 ADN se recogié por centrifugacidén a 12,000xg (10
min), Yy posteriormente se lavd con etanol 70 b .

resuspendi éndose, una vez seco, en 50 pl de tampén TE.

15.2. Marcaje radioactivo del ADN.

Se utilizd la polinucledétido kinasa (PNK) del
bacteri6éfago T4 (Boehringer Manheim, RFA)., que cataliza la
transferencia de un grupo fosfato de la molécula de ATFP
cobre el extremo 5° de la molécula de ADN. Ello permite

marcar con PZZ el ADN en posicién 57.

Esta reaccién se ha utilizado para marcar sondas de
oligonucledétidos sintéticos. Los oligdmeros sintéticos
liofilirados se disuelven en agua bidestilada hasta una
concentracitn de 20 pmol/pl. La mezcla de reaccion consiste

en:

Oligonucledétido (20 PMO/PLl) veceuneonasannncannnnealyd Pl
gamma—-[=ZPJATP (3.000 Ci/mMOl) veeencasnenasnnnaaanO pl
Tampén kinasa®* (X 10) cuuceunennsancnnnnannsoannsa2a0 pl
Agua bidestiladareeecaeancassascaeannnnanennane=allyd pl
Folinucledtido kinasa T4 (10U/pl).ccccccannnannaal,O pl

La mezcla se incubé a 37 °C durante 30 min, vy A&
continuacién se adicioné otro pl mas de PNK, incubandose de
nuevo 30 min. Transcurrido este tiempo, la reaccién se

detuvo sobre hielo.
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(%) Tampén PNK T4 (x 10):

Tris—HCl (PH 7,6) cucaveansaasaasssnseassad00 mM
MgCl = CesssseaansenmseassussssanaassssaslQ0 mM
DTT (ditiotreitol) ..ciceseeascscaacanannssa0 mM
espermidina (pH 7,6) S L
Naz.EDTA (PH B) cuveceescvnsacsaaannnasal mM

El oligonucleé6tido sintético fue suministrado Ingenasa

S. A., sin purificar.

15.3. Purificacién de ADN por cromatografia en columna.

FPara eliminar el exceso de gamma—L[==PJATF no
incorporado al ADN se sometid a filtracién en Sephadex G-30
(tipo "fine", Pharmacial, utilizando como columna una pipeta
Fasteur desechable, provista en su extremo inferior de lana
de vidrio o gasa estéril. Para equilibrar vy empaquetar el
gel (0,08 g/1), se hicieron pasar varios voldmenes de tampon

TE.

El rango de resolucién de la columna se establecié
pasando una solucién de azul dextrano-rojo fenol (20 pl, 10

mg/ml).

La muestra se aplicé en la columna dejandola resbalar
suavemente por las paredes y entonces se eluydé con volumen
de 100 pl de TE. La radiactividad de las diferentes
fracciones se midid con un contador Geiger. Se recogi6 el

primer pico que correspondia al ADN marcado.

La eficiencia de la reaccién, se realizé midiendo 1la
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radioactividad de 1 pl del eluato en 2 ml de agua destilada,

en un contador de centelleo (Beckman).

16. TECNICAS DE HIBRIDACION ADN-ADN.

16.1. Hibridacién con no sonda radiactiva.

El filtro de nitrocelulosa utilizado en la hibridacidén
del ADN, se humedecié 2 veces durante 30 seg en S8Cxé6 a
temperatura ambiente, Yy después se introdujo en una bolsa
con la mezcla de prehibridacién (20 ml para filtros de 10x10

cm?), incubéandose a 68 °C durante S5 h.

La composicién de la mezcla de prehibridacién es 1la
siguiente: dodecil sulfato s4dico (0,02 % . p/v), N-lauril-
sarcosina (0,1 % p/v) y reactivo de bloqueo (0,5 % p/vy,
Boehringer Manheim, RFA) en SSCxS.

Transcurrido este tiempo de incubacién se reemplazéd
esta mezcla por la de hibridacidn (3 ml), de igual
composicién a la anterior pero adicionada del ADN sonda
desnaturalizado (calentado durante 10 min, a 95 °cC), vy se
incubs a &8 °C durante una noche en bolsas herméticamente

selladas.

Una vez realizada la hibridacién, el filtro se lavdé dos
veces con una solucién SSCx2 adicionada de SDS al o,1 %
(p/v), durante 5 min a temperatura ambiente, y dos veces mas
con una solucién mas diluida (SSCx0,1, SDS al 0,1 %), en

ecste caso a 68 °C y en agitacién continua.

Terminado el proceso de hibridacién, se procedid a la

deteccién immunolégica del ADN hibridado, usando para ello
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anticuerpos antidigoxigenina conjugados con fosfatasa
alcalina (Boehringer Manheim, RFA) . Este enzima, en
presencia de azul de tetrafolio y X—fosfato (5-bromo—-4cloro-
3-indolil—-fosfato) como sustrato origina un precipitado de
color purpura. El procedimiento seguido fue el siguiente: la
membrana de nitrocelulosa ligeramente humedecida en tampén I
(Tris-HC1 100 mM, pH 7,5— NaCl 150 mM) se incubdé en 20 ml de
tampén II gue contenia 0,5 % reactivo de bloqueo (Boehringer
Manheim) disuelto en tampén I durante 30 min. Tras un breve
lavado en tampén I, la membrana se incubd de nuevo durante
30 min en 20 ml de tamp6n I adicionado de 150 mU/ml de
solucién de anticuerpos (anti-digoxigenina) conjugados con
fosfatasa alcalina. El exceso de anticuerpos se elimind por
sSuCcesivos lavados con tampén I durante 15-30 min.
Sequidamente la membrana se equilibré con 20 ml del tampoén
II1 (Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl=z S5O0 mM, pH 2)
durante 2 minutos. El1 revelado se realizé en 20 ml del
tampén III adicionado de 6,75 mg de la sal sédica de azul
tetrazolio (NBT) vy 3,5 mg de X-fosfato, disueltos

previamente en dimetilformadida.

Los filtros, una vez secos, pueden ser fotografiados.

16.2. Hibridacién con sonda radiactiva.

Se procedié igual que en el caso anterior con ligeras

modi ficaciones:

1) La sonda marcada con 2P, no necesita ser
desnaturalizada antes de afadirla a la mezcla de
hibridacién, al tratarse de ADN monocatenario. La sonda
adicioné a una concentracién final de 1x10¢ cpm/ml de

solucion de hibridaciodn.
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2) Se usaron condiciones menos restrictivas,
siendo la temperatura de incubacién comprendida entre 38-
50 °C.

3) Los lavados, se realizaron con agitacién
continua a temperatura ambiente; primero en SSCx2 mas SDS al

0,1 % (2 »x S min), y luego con SSCxO0,1 mas SDS al 0,1 %4 (2 «
1S5 min).

Finalmente, una vez secado el filtro sobre papel
Whatman a temperatura ambiente, se cubrié con papel de
pl astico, Yy se puso en contacto con una pelicula
autorradiografica Kodac X-ARS 6 bien Cronex 4 (Dupont) en un
chasis con pantalla intensificadora (Ligthplus, Dupont) a -
70 °C entre 2-7 dias, dependiendo de 1la radioactividad

evistente en el filtro.

17. SECUENCIACION AMINOACIDICA DE AS-48.

17.1. Digestién de AS—48 con proteasas y purificacién de los

fragmentos originados.

Se emplean fracciones activas del antibiético AS—-48
purificadas a homogeneidad (Galvez et al., 1989d).
17.1.1. Digestidn con carboxipeptidasa Ai

Alicuotas liofilizadas del antibidtico AS—-48 (50 pg) se
disolvieron en 100 pl de tampén Tris—-HCl 20 miM (pH 7,5),

NaCl 500 mM, y entonces se adicionaron de carboxipeptidasa A

hasta una concentracién final de 0,3 mg/ml.
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Paralelamente se realizé una digestién con

carboxipeptidasa B (0,15 mg/ml) en Tris—HCl 20 mM pH 7.9,
NaCl 100 mM.

Ambos tratamientos se incubaron a 28 °C durante una

noche.

Después de 1la digestién se comprobé 1la actividad

inhibidora frente a la estirpe sensible E. raecalis 5-47.

17.1.2. Digestién de AS—-48 con endopeptidasa Ve de

Staphylococcus aureus.

Una fraccién del antibidético liofilizada (300 pg) fue
suspendida en 100 pl de bicarbonato aménico 100 mM pH 7.8, vy
adicionada de 40 pg de endopeptidasa Ve, llevdndose a

incubar durante una noche a 35 °C.
17.1.3. Digestién de AS—-48 con tripsina.

Al igual que en el apartado anterior, 300 pg de AS-48
fueron digeridos durante 2 h a 37 °C, con 20 pg de tripsina

disuelta en tampdn fosfato sédico 20 mM pH 7.

17.2. Purificacién de los péptidos originados por digestién
proteolitica del antibidético AS5-48.

LLos fragmentos de AS-48 obtenidos tras el tratamiento
con las distintas proteasas ensayadas, se separaron mediante
cromatografia liquida de alta presidén (HPLC), en una columna

de fase reversa Vydac Cim. La columna fue equilibrada con 10

mM de Acido trifluorocacético (TFA). La separacidén se efectud
mediante un gradiente entre 0-100 % de isaopropanol -
acetonitrilo (2:1) en TFA, durante 40 min, con un flujo de
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0,5 ml/min, midiéndose la absarbancia del eluyente a 280 nm.

Previamente se llevaron a cabo controles de elucidn de

las enzimas empleadas en los diferentes tratamientos.

17.3. Secuenciacién parcial del antibiético peptidico AS—-48.

La secuenciacién de 1los péptidos se 1llevé a cabo
mediante la técnica de degradacidén secuencial de Edman. El
proceso se llevé a cabo en filtros recubiertos con
polibreno, en un secuenciador automatico a pulsos liquidos
Applied Biosystems modelo 747 (California, USA) acoplado en
serie a un detector de feniltiohidantoinaminoacidos (Applied
Biosystems modelo 190 A). La identificacidn de los
aminoacidos se 1llevé a cabo automdticamente mediante los
programas incluidos en el sistema, siendo paosteriormente

corroborada mediante inspeccién visual de los cromatogramas.

18. PREPARACION DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO.

Cultivos celulares crecidos en fase logaritmica tardia
(S ml), se centrifugaron y se resuspendieron en 1 ml de
tampén fosfato sdédico 0,1 M pH 7,2. Las células se unieron a
un soporte de cristal (portaobjetos) con polilisina, vy
fi jadas posteriormente con glutaraldehido (TAAB) al 2 %4 en
tamp6n cacodilato 0,1 M pH 7,4. Después de lavar suavemente
con tampén cacodilato sédico, las muestras fueron
deshidratadas con gradiente de acetona, vy en la camara de
Punte critico y posteriormente metalizadas con oro. La
visualizacidon se realizé en un microscopio de barrido Zeiss

DSM (Digital Scanning Microscope) 9350.
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19. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

192.1. Inmunizacién de conejos.

Para la obtencién de anticuerpos especificos frente al
antibiético A5-48, se inmunizdé un lote de 4 conejos albinos
de raza Nueva Zelanda con un peso entre 2-2,3 Kg cada uno.
lLos conejos fueron inyectados intramuscularmente en hombros
Y patas con 0,5 ml del antibidtico purificado por
cromatografia de intercambio idnico (CM-23), vy las cuales
fueron emulsionadas con un volumen igual de coadyuvante

completo de Freund.

Fara la obtencién de titulos apreciables de
inmunoglobulinas fue necesaria la administracién de dosis de
recuerdo a 1las 2, 5, 7 vy 15 semanas de la primera

inmunizacidén.

El sangrado de los animales a partir de la arteria de
la oreja se realizé, antes de la inmunizacion y a las 3, 8,
10 v 13 semanas siguientes. La sangre obtenida en cada caso
se dejé reposar a 28 °C durante una noche y entonces se
centrifugdé durante 20 min a 2.500xg para la obtencién de

suero.

19.2. Purificacién de la Ig G del suero inmune.

LLas fracciones del suero (50 ml), obtenidas de 1los
conejos inmunizados frente a AS5-48, se procesaron mediante
precipitacién con sulfato sédico y posterior cromatografia
sobre resina de intercambico idénico DE 32 de Whatman

(Johnstone & Thorpe, 1283).
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Un primer fraccionamiento con la sal, se realizé al 18
Z (p/v). El precipitado obtenido tras 30 min a temperatura
ambiente, fue recogido por centrifugacién a 3.000xg durante
30 min, Yy redisuelto hasta 25 ml con agua destilada; vy
nuevamente precipitado por adicién de la misma sal hasta
consegquir una concentracidén del 14 % (p/v). A continuacién,
se incubdé vy se recogié el precipitado en las condiciones
descritas, disolviéndose finalmente en 13 ml de agua
destilada. For Gltimo se dializé frente a tampén Ffosfato

sédico 0,07 M pH 4,3 durante 24 h a 4 °C.

lLa fracciéon sometida a didlisis se aclaréd mediante
centrifugacién, vy posteriormente fue aplicada a una columna
de DE 52 ( cm X cm ), previamente equilibrada con tampén
fosfato 0,07 M pH 6,3. La elucién de la muestra se llevd a
cabo con este tampén y se midié la absorbancia del eluido a

280 nm recogiéndose fracciones de 10 ml.

En esta cromatografia, las Ig G eluyen con el tampén
de equilibrado en un primer pico asimétrico, mientras que

las impurezas quedan retenidas en la resina intercambiadora.
19.3. Titulacién de anticuerpos por el método ELISA.

Tanto a determinacién del grado de inmunizacidén del
suero, como la titulacién de las fracciones purificadas, se
llevé a cabo mediante la técnica ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). Para ello, se emplearon placas de
poliestireno para microtitulacién, con 96 pocillos (Costar,
Cambridge MA). Los pocillos se recubrieron con 2 pg del
antigeno (AS—-48) en 200 pl de tampdén PBS a 4 °C durante wuna
noche, para favorecer la unién de AS-48 al pocillo. El

exceso de antigeno, se elimind mediante varios lavados con

P

PES. e
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Los pocillos recubiertos de antigeno, se incubaron
durante 2 h a 37 °C, con diferentes diluciones de 1los
anticuerpos especificos (anticuerpos primarios) para
permitir 1la formacion de complejos antigeno-anticuerpo. El
exceso de anticuerpos se elimind mediante 3 lavados
sucesivos con tampdn PES. Tras el lavado, se anadié el
antisuero secundario (diluido 1/2000) anti-Ig de conejo
(Invesgen, Instituto Pasteur) marcado con peroxidasa y se
incubé durante 2 h a 37 °C.

Las diluciones de 1los anticuerpos primarios Y
secundarios, se hicieron en PBS (fosfato sédico 100 mM, NaCl
150 mM, pH 7,2) adicionado de 1 Z y 0,1 % de gelatina

respectivamente.

La presencia de anticuerpos especificos anti A5-48 se
establecié por 1la aparicién de un precipitado insoluble,
debido a la accién de la peroxidasa con el Hz20=, con el que
forma un complejo gue reacciona con una sustancia cromogena,
capaz de ceder electrones, originandose una mol écula
coloreada, cuya concentracién puede ser determinada por la

absorcién a 440 nm.

El sustrato de 1la reaccidén fue preparado de 1la
siguiente forma: 0,17 ml de wuna solucidén al 1 %4 de
ortodianisidina (Merck) en etanol 96 %, se anadieron a 25 ml
de PBS que contenia 25 pl de Hz0= (30 %Z). En cada pocillo,
se adicionaron 200 pl de esta mezcla de reaccidn la cual,
una vez desarrollado el color, se detuvo por adicién de una

solucién acuosa de &cido sulfarico (178, v/v).

la recta de calibrado realizada para determinar el

titulo de anticuerpos, se llevd a cabo empleando
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concentraciones crecientes de antigeno en los pocillos (00—

100 ng/pocillo).

19.4. Transferencia de AS-48 a un soporte de nitrocelulosa.

La presencia de AS—48 se revelé en membranas de
nitrocelulosa (NC) mediante el empleo de anticuerpos
especificos. Las muestras problemas, fueron en primer lugar
sometidas a electroforesis en PAGE-SDS (14 %), empleando el
equipo "Miniprotein" (BioRad), a corriente constante de
mA, hasta que el colorante de azul de bromofenol alcanzé el

final del gel.

Los geles fueron entonces electroforéticamente
transferidos a hojas de nitrocelulosa, como describen
Tobcoin et al (1979), usando el equipo semiseco Novablot
(LKB) en sistema continuo. El1 tampdén de -transferencia
empleado tenia la siguiente composicién: glicina 192 mM,
Tris-HCl 25 mM, SDS al 0,01 %, metanol 12 %, pH 8,3.

La transferencia se llevé a cabo durante una hora a
corriente constante de 0,8 mA/cm® de 1la unidad de

transferencia.

La presencia de AS—-48 en la membrana de NC, se puso

de manifiesto mediante revelado con anticuerpos anti A5-48.

Las hojas de NC una vez bloqueadas con PBS adicionado de
BSA Al 3 Yy se incubaron en bolsas de plastico
herméticamente selladas, con una dilucién adecuada del

anticuerpo primario durante 2 h a 37 °C con agitacidn
continua, Yy entonces se lavaron con PBS varias veces. A
continuacién, se afadié el anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa (diluida 1/200), y se incubdé durante 90 min a 37

°C con agitacién suave. Terminada la incubacién, 1la NC se

v
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lavd tres veces con tampén PBS.

Finalmente se adicionéd el sustrato de la reaccién vy
la NC se incubd en la oscuridad durante 10 min. Es sustrato

de la reaccién estaba formado por:

Una vez que aparecieron las bandas, la reaccidén se
detuvé con una solucién de CoS0Os durante una noche a 4 °C.
La NC una vez seca, ose fotografié y se guardo en 1la

oscuridad.
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I) ESTUDIO SOBRE LOS PLASMIDOS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS
SUBSF. LIQUEFACIENS S-48

1. Perfil plasmidico de las estirpes de Enterococcus.

1.1 Analisis del perfil plasmidico de la estirpe §5-48

de Enterococcus faecalis.

Actualmente hay evidencias mas que suficientes, para
asegurar que los genes involucrados en la produccién e
inmunidad de bacteriocinas, vy sustancias tipo bacteriocinas
(por ejemplo ciertos antibidticos peptidicos, microcinas) en
la mayoria de los casos, se encuentran localizados sobre ADN
extracromosémico, tal como fue comentado en el apartado de
Introduccién de esta Memoria. Asi, vy como paso previo para
el estudio mas en profundidad de los determinantes genéticos
responsables de la produccién de los antagonistas por E.
faecalis S-48, fue necesario conocer el perfil plasmidico de

esta bacteria.

Siguiendo la técnica de Anderson y McKay (1983)
modificada en este trabajo, en la cual se realiza una
precipitacién previa de gran parte del ADN cromosémico de
alto peso molecular, se identificaron en la raza silvestre
5—48 de E. faecalis, al menos 4 formas de ADN circular

covalentemente cerrado (ADNccc) , gue denominamos: pMB1,

25



pMBZ, pMB3, pMB4 con pesos moleculares respectivamente de
(Fig. 1). La determinaciéon de los pesos moleculares (en Kh)
se ha realizado tal y como se indica en el apartado de
Material y Métodos. Como patrén de Pm, hemos utilizado los
plasmidos de Escherichia coli VY517 (Macrina et al., 1978),
con Pm de 53,73 7,25 5,53 3,95 33 2,73 2,1 Kb.

Los restos de fragmentos de ADN cromosdmico que estan
presentes en estas preparaciones, generalmente aparecen como
bandas mas o menos difusas en la regidén de 30-35 Kb en 1los

geles de agarosa (0,6 %), (Fig. 1).

Este perfil es similar al obtenido en preparaciones a
gr-an escala de ADN plasmidico, purificado mediante
ultracentrifugacién en gradiente de densidad de ClCs-BrEt.
Sin embargo en estas preparaciones, siempre aparecian restos
de los plasmidos de mayor peso molecualr, pME1l y pMBZ, en la
regién del ADN cromosémico debido a rotura de los mismos

durante el procesado del ADN (Fig. 2).
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Figura 1. Perfil plasmidico de la estirpe silvestre 5-48 de
E. <faecalis obtenido mediante electroforesis en gel de

agarosa (0,6 7%). A) E. coli 1730 (plasmidos de referencia

de pesos moleculares); B) E. faecalis 5—-48.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (0,6 %) de
pladsmidos procedentes de la cepa silvestre §-48 de E.
faecalis, purificado mediante grandiente de densidad de

CsCl-EtBr. A) E. coli 1730 (plasmidos de referencia de pesos

moleculares); B) E. Taecalis 5-48. s!“”\ -y
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1.2. Estudio del perfil de plasmidos de los mutantes AS-48-—

y Bc—48~ derivados de la cepa silvestre de £, faecalis 5-48.

El empleo de tratamientos mutagénicos, crecimiento en
presencia de bromuro de etidio y anaranjado de acridina, asi
como crecimiento a altas temperaturas (45 °9C), nos permitié
en trabajos previos (Martinez-Bueno, 198463 Martinez—-Bueno et
al., 1990) corroborar 1la existencia de 2 inhibidores
bacterianos antes mencionados, AS-48 y Bc-48., mediante la
seleccién y aislamiento de mutantes que habian perdido

la capacidad de producir alguno de ellos.

Asi se pudieron establecer 3 grupos de mutantes cuyo
perfil plasmidico ha sido estudiado en la presente memoria.
Ls resultados obtenidos a partir de minipreparaciones de los

mismos se exponen en la figura 3.

A) Grupo I: a el pertenece el mutante A—-48-32, curado
de la produccién e inmunidad frente a la bacteriocina Bc—-48,
medi ante tratamiento con anaranjado de acridina. En el
perfil plasmidico del mismo (Fig. 3, linea B). aparecen los
4 plasmidos presentes en la estirpe salvaje, pudiéndose
apreciar una clara deleccién en el plasmido pMB1l, puesto que

presenta un Rf mayor que el de 5-48 (Fig. 3, linea A).

B) Grupo II: engloba mutantes que habian sido curadas
de 1la producci6én del antibidtico peptidico AS-48. Entre
ellos sin embargo cabe hacer una nueva subdivisién, en

funcién de los niveles de bacteriocina Bc—48 que producen:

- mutantes con niveles de produccidén similares a
los de 1la estirpe salvaje: A—-48-92 vy A—-48-15,
obtenidos mediante tratamiento con anaranjado de

acridina. Se pueden observar la pérdida del plasmido
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pMB2 (Fig. 3, lineas C, D, E, F).

- el mutante B—-48-28 (AS-48~), seleccionado tras
el tratamiento con bramuro de etidio, Y
caracterizado claramente como hiperproductor de Bc-
48, 1o que va acompafado de una nueva banda de
ADNccc no encotrada en la estirpe de partida, a mas
de 1la desaparicidén de la banda correspondiente a
pMBZ (Fig. 3, linea I .

C) Finalmente el grupo III, que incluye a dobles
mutantes, es decir, a mutantes que habian perdido 1la
capacidad de producir las dos sustancias antagonistas, vy
corresponden con los mutantes B—-48-2 y B-48-47. El analisis
de los plasmidos de estos mutantes, mostrdé la desaparicidn
del plasmido pMB2 y la aparicién de una banda pMB1 con mayor
movilidad electroforética, poniendo de manifiesto la
existencia de una deleccién similar a la del mutante

perteneciente al grupo anterior (A-48-32) (Fig. 3, B, G, H).

Ninguno de los mutantes estudiados, mostré la pérdida
total del plasmido pMBl. Tampo se obtuvieron datos que
permitieran establecer la existencia de alteraciones fisicas

en los minipladsmidos pMB3 y pMB4 de S5-48.

1.3. Seleccién de nuevos mutantes y andlisis de su perfil

plasmidico.

Con objeto de obtener mutantes totalmente curados del
plasmido pMBl, hasta el momento no disponibles, se incubé la
estirpe 6-48 en presencia de concentraciones crecientes de
bromuro de etidio (1-5 pg/ml) durante 48 horas (Stanisich,

1988).
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En estos experimentos se obtuvieron, con una tasa
relativamente alta (1,8 %), mutantes no productores de AS-48
(denominados como mutantes B1-B9), y también con una
frecuencia del 0,2 %Z , dobles mutantes curados de AS5-48 vy
Bc—-48. El1 perfil de plasmidos de estos nuevas cepas, mostré
unos resul tados muy similares a los anteriormente
comentados. En todos los casos, las cepas no productoras de
AS-48 habian pérdido el pldsmido pMB2, vy en 1los dobles
mutantes, carentes igualmente de pMB2, el plasmido pMB1

aparecia de nuevo deleccionado.
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Figura 3. Perfil de plasmidos de E. faecalis 5-48 y de los
mutantes derivados del mismo. A) S-48, cepa salvajei; R)
mutante Bc48- perteneciente al grupo I: A-48-32, con el
pl 4smido pMB1 deleccionadoi C) y D) dos colonias del mutante
AS—-48-: A-48-9, curadas del plasmido pMB2; E) y F) dos
colonias del mutante A5—-48~: A—48—-15, curadas del plasmido
pMB2; G vy H) mutantes AS—-48~ Bc—48— del grupo III: B-48-2 vy
B-48-47, ambos curados del plasmido pMB2Z y con el pMBI
deleccionados I) mutante hiperproductor de Bc—48: B—-48-28,
curado del plasmido pMBZ y con el pMB1 deleccionados J)
Escherichia coli V517, plasmidos de referencia. Los nameros
de 1la derecha representan el tamafo molecular de 1los
pldasmidos de referencia expresado en kilobases (Kb). Chr,
posicidn del ADN cromosdmico. El1 ADN fue separado

electroforéticamente en gel de agarosa a 75 V durante 4 h.
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Figura 4. Perfil plasmidico de los mutantes obtenidos tras
crecimiento continuado en presencia concentracioes
crecientes de bromuro de etidio. Lineas A, G y L), mutantes
AS—-48—, Bc-48* (designados como BR1-B?). Lineas B, C., D. H,
I. J, K) dobles mutantes A5-48~ Bc—48~3i E) cepa salvaje S-—
485 F) mutante AS5-48— Bc—-48*, A—-48-32 (perteneciente al
grupo I, anteriormente descrito). La electroforesis se

realizd en un gel de agarosa al 0,6 %Z en TBE, a 75 V durante
4 h.
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2. Otras propiedades codificadas por los plasmidos de E£.

faecalis S5-48: Respuesta de E. faecalis a feromonas.

La cepa 0OG1X de E. faecalis (lke et al., 1983), fue
seleccionada para 1los experimentos de transferencia de
material genético por varias circunstancias. En primer lugar
es una cepa libre de pléasmidos, que excreta al medio de
cultivo durante su crecimiento exponencial, diversos
péptidos denominados feromonas sexuales gue inducen a razas
portadoras de algunos plasmidos, la expresién de ciertos
genes responsables de unas proteinas de superficie, que
conducen a la agregacién celular. Por otra parte, 061X es
sensible a los inhibidores AS—-48 y Bc—-48, vy presenta otras
caracteristicas bien diferenciadas de la estirpe salvaje 5—
48, como son la resistencia a estreptomicina (600 pg/ml) vy
no hidroliza 1la gelatina porque carece de actividad

proteasica extracelular (gelatinasa~™).

Asi pues, la respuesta a las feromonas de 0G1X de 5-48
y de 1los diferentes mutantes, nos podrian indicar 1la
capacidad de transmisién de 1los diferentes plasmidos
mediante proceso de conjugacién. Para ello, se suspendieron
las células a ensayar en fase exponencial, con sobrenadantes
procedentes de la estirpe 0OG1X en fase logaritmica (3-5 h).
Tras 30 min de cantacto, se podian observar la presencia de
agregados celulares, a modo de grumos, en aquellas que

respondian positivamente a las feromonas (Tabla 1).
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TABLA 1. Respuesta a feromonas producidas por E. faecalis
0G1X de S-48 y los mutantes.

Estirpes ensayadas

S—48 A—-48-32 A—-48-15 B-48-~47 B-48-28
Respuesta
a la + + + - -
agregacioén
(+) Agregacién celular; (=) no hay agregacidn

celular

Fenotipo de las estirpes ensayadas. 65-48 ¢ AS5-48-
Bc-48*3 A-48-32: AS5-48" Bc—-48—; A-48-15: AS-48— Bc-48*;5 B-
48-47: AS—-48- Bc—-48—; B-48-28: AS-48— Bc-48*.
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I1) ESTUDIO SOBRE LOS DETERMINANTES GENETICOS DE BC-48

3. Transferencia por conjugacién de la bacteriocina Bc—48.

Para determinar si el caré&cter bacteriocinogénico Bc—-48
podria ser transmitido de forma conjugativa, el mutante A-
48-15 Bc—48*, curado del plasmido pMB2, se seleccioné como
donador en el experimento de conjugacién con la raza 0G1X de
E. faecalis (Sm~, gel— y Bc—-48%), siguiendo la técnica de
cruce en filtro descrita en Material y Métodos (apartado
11.2 ). La seleccién de los transconjugantes se llevéd a cabo
en base a la resistencia a estreptomicina y produccidén de
Bc—-48 sobtre la misma estirpe 0G1X utilizada como receptora
en este experimento. Los transconjugantes aparecidos se

denominaron T1-4.

La frecuencia de 1la transferencia del caracter
bacteriocinogénico Bc—-48 en estos cruces fue de 8x10~—= por

célula donadora (tabla 2).

Como controles, estos cruces se realizaron ademas en
presencia de ADNasa I, no observandose reduccidén apreciable
en la frecuencia de transferencia obtenida, lo que
descartaba 1la transformacidén (tabla 2). Tampoco obtuvieron
transconjugantes Bc—-48*, cuando los cruces se realizaron con
sobrenadantes libres de células donadoras o bien cuando se
emplearon células donadoras tratadas con cloroformo para

hacerlas no viables (tabla 2).
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TABLA 2. Transferencia del caracter Bc—-48+* mediante

conjugacién, empleando A-48-15 como donadora y 0G1X como

receptora.

Donador en el cruce®™’ Frecuencia/donador®’
A-48-135 8x10—=
A-48-15 en presencia de ADNasal 3,2x¢x10—=
Sobrenadante de A-48-135 <10—1°
A-48-15 tratada con cloroformo <10—1°

A) 0,05 ml del donador mezclado con 0,5 ml del receptor
B) Calculado de 1,25x107 UFC (unidades formadoras de

colonias)

107



3.1. Caracterizacién de los transconjugantes Bc-—-48.

Las nuevas razas T1-4 se seleccionaron como
transconjugantes de la bacteriocina Bc—48 en base a sus
caracteristicas fenotipicas: Sm~, Gelatinpasa~ (tabla 3), a

mas de la produccién e inmunidad frente a Bc—48 (tabla 4).

El comportamiento frente a la estreptomicina se
determind mediante el crecimiento de los transconjugantes en
placas que contenian 600 pg/ml del antibidtico. La actividad
gelatinasa se establecié por la aparicién de un halo
transparente alrededor de las colonias con dicha actividad
encimatica crecidas en placas de BHA adicionadas de gelatina
al 1 %. La produccién de Bc—48 se ensaytd frente a 061X,
siguiendo el método de 1la doble capa, descrito en el

apartado 5.1 de Material y Métodos.
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TABLA 3. Caracteristicas fenotipicas de A-48-15 y 0G1X, y de
los transconjugantes obtenidos.

Sm (600 pg/ml) Gelatinasa Inhibicién sobre 0G1X
A—48-15 S + +
0G1X R - -
T1-4 R - +

St sensibilidad a 600 pg/mly R: resistencia a 600
pg/ml de estreptomicinaj (+): respuesta positivajs (-3¢

respuesta negativa

El espectro de accién de los transconjugantes T1-4, fue
similar al de la estirpe donadora A-48-15. Se muestra en la
tabla 4. Igualmente en ella se puede apreciar la resistencia
de los mismos a la bacteriocina Bc—-48 producida por las

otras cepas.
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TABLA 4. Espectro de accidén de 1los transcon jugantes y

sensibilidad cruzada frente a 5-48 y a las estirpes productoras

de bacteriocina Bc—48.

Estirpes productoras

T1-4 A—-48-15 B-48-28 5—-48
Estirpes N B
indicadoras
S-47 + + + +
S-72 + + + +
§—29 - - - +
0G1X + + | + | +
B—48-47 + + + +
A-48-15 - - - +
A—48-9 - - - +
B-48-28 - - - +
Ti-4 - - - +
A-48-32 + + + +

(+) ¢ inhibicidn; (=) : no inhibicidn
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Por otra parte y para completar la caracterizacién de
la bacteriocina producida por 1los transconjugantes, se
comprobdé su produccién en medio liquido BHI-T, asi como la
curva de produccién a las diferentes horas de crecimiento de
T1-4. Sin embargo sélo se detectd actividad inhibidora entre
las S5-6 h vy en niveles muy inferiores a los de 1la cepa
donadora A-48-13. Los resultados de este experimento,

aparecen reflejados en el apartado 4.2.

La confirmacidén del caréacter plasmidico de Bc-48, fue
obtenida al examinar el perfil de los transconjugantes T1-4
mediante electroforesis en gel de agarosa (0,6 L) (Fig. 9).
En todos ellas se podia apreciar una Gnica banda de
aproximadamente 352 Kb (de acuerdo con su movilidad
electroforética) que sorprendentemente no coincidia con

alguna de las bandas presentes en la estirpe donadora A—-48-

15.
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Figura 6. Perfil plasmidico de las estirpes empleadas en la
transferencia de conjugacién y de 1los transconjugantes
seleccionados Bc—48*. A) estirpe 0G1X, receptora; B), C) y
D) diferentes colonias caracterizadas como transconjugantes
Bc-48+*: Ti1-43 E) estirpe A-48-15, donadoraj; ( )
corresponde al nuevo plasmido de 52 Kb correspondiente a los
transcon jugantes, obtenido mediante electroforesis en gel de

agarosa (0,6 Z a 795 V durante 4 h).
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4. lLocalizacién plasmidica de 1los genes de Bc—-48 en 1la

estirpe silvestre S-48.

4.1. Estudios de hibridacién ADN—-ADN.

Para determinar la relacidén existente entre el plasmido
de 952 Kb albergado en los transconjugantes Bc—-48* vy los
plAdsmidos existentes en la estirpe salvaje $—-48, asi como en
los mutantes derivados del mismo, se utilizé aquel como
sonda para localizar, mediante técnicas de hibridacidén ADN-

ADN, el origen del mismo.

Tras marcar dicho plasmido con dUTP-digoxigenina, potr
el método del '"multicebador" {aptdo. 15.1, Material vy
Métodos), vy realizar después una hibridacidén sobre membrana
de nitrocelulosa. en condiciones restrictivas (68 °C), se
puedo demostrar que este ADN extracromosémico hibridaba
especificamente con el plasmido pMBl1 existente en 1los
mutantes A-48-9, A-48-15 y en la raza silvestre 5-48 (Fig.
7B, lineras 4, 5, &). De igual forma se puede observar
hibridacién con el plasmido deleccionado pMB1 (pMEl1—-del)
del mutante EB-48-47 (Fig. 7B, linea 3).

Este plasmido en los transconjugantes Bc—48*, al

transconjugantes T1-4 con pMB1, fue denominado pMBl.1l.
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Figura 7. Andlisis plasmidico en gel de agarasa (0,6 %)
(A) e hibridacién del plésmido pMBl1.1 con los de E.
faecalis (B), marcado con dUTP-Dig. Las condiciones
experimentales se describen en el apartado correspondiente
de Material Y Métodos. 1) lambda Hind IIIs 2)
transcon jugante T1-43 3) B—-48-473: 4) A—-48-%9:i 35) A—-48-15: 6)
S-48; 7) lambda Hind III
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4.2. Transferencia de pMBl.1 a mutantes curados de Bc-—-48
4.2.1. Transformacién de B—48-47 con el plasmido pIL253.

FPara ella se obtuvieron protoplastos del mutante B-48-
47, curado de AS-48 y Bc—48, (apartado 12 de Material vy
Métados), a los cuales se les introdujo mediante
experimentos de transformacidn genética, el plasmido pIL253
gue confiere resistencia a eritromicina (10 pg/ml), con
objeto de disponer de una maracador para poder selecionar
los posibles retro—-transconjugantes qﬁe se produjeran. El
plésmido pIL253 fue aislado a gran escala a partir de un
cultivo de Lactococcus lactis IL1837 (Simon, 1988), mediante

ul tracentrifugacién en gradiente de densidad CsCl—-EtBr.

La frecuencia de transformacién del plasmido pIL253
sobre protoplastos de B-48-47, fue de I x 10 transformantes
por pg de ADN empleado. A estas nuevas razas, se les

denominaron B—-48-47-E.

4.2.2. Retroconjugacién de pMB1l.1 a mutantes curados de
Bc—48.

Se ha estudiado la restauracién del fenotipo Bec—48 en
E. faecalis, mediante la transferencia del citado caracter
de los transconjugantes T1-4 (0G1X: pMB1.1) a B-48-47-E, un
doble mutante curado del plasmido pMBZ y con el pMBI1
deleccionado, vy resistente a eritromicina (10 pg/ml), para
observar la influencia que pudiera tener la coexistencia de
2 plésmidos similares en la misma cepa, asi como 1la

estabilidad de los mismos.

La transferencia de pMBl.1 a B-48-47-E, se realizé

segun la técnica de conjugacidén sobre filtro. La seleccion



de 1los posibles transconjugantes se hize en base a 1la
resistencia a la eritromicina (5 pg/ml) y a la produccién
del inhibidor Bc-48 sobre 1la propia estirpe receptora
empleada como indicadora B—48-47-E.

E1l caracter Bc—48* se 1logrdé transferir a estos
mutantes con wuna elevada frecuencia (5x10™%® por célula
donadora). Estos nuevos transconjugantes, ademds de producir
la bacteriocina Bc—48, adquirieron la inmunidad frente a la

misma, como se demuestra en los resultados expuestos en las
tablas S5 y 6.

En la tabla 5 se expone el comportamiento de las
estirpes seleccionadas como indicadoras en este trabajo,
para establecer el espectro de accidén de los 10
transcon jugantes seleccionados aleatoriamente en base a sus
caracteristicas fenotipicas: eri~, Gel* y produccidén del
inhibidor. Igualmente se muestra la inmunidad de los mismos
frente a la bacteriocina producidos por 1los mutantes
pertenecientes al grupo II: A-48-15, A-48-9, B-48-28, todos

ellos productores de Bc—48.

El perfil plasmidico de los nuevos transconjugantes
seleccionados, realizado como habitualmente en gel de
agarosa (0,6 %Z), se exponen en la figura 8. La presencia del
plasmido pMBl.1 en todos ellos, demostraba 1la retro-
transferencia del mismo y la confirmacién de que en dicho
plasmido se hallan presentes los genes responsables de 1la
produccién e inmunidad a Bc—48. Curiosamente estas razas
mostraban adema&s 1la banda pMBl1-del, 1lo que demostraba 1la

compatibilidad entre las mismas.

Asimismo, se comprobd 1la estabilidad del caréacter

adquirido mediante sucesivas resiembras en medio BHA-T, asi
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como el perfil plasmidico que permanecié estable en todas

las generaciones

ensayadas. A estas nuevas cepas se las

designaron como B—-48-47E1l.

TABLA S .
(B—-48-47E1)
47-E

Espectro de accién de los nuevos transconjugantes

resultantes del cruce T1-4 (0G1X:pMB1) x B—-48-

Estirpes productoras (transconjugantes)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E. indicadoras
S—47 + + + + + + + + + +
S5-29 - - - - - - - - - -
B—48-47-E + + + + + + + + + +
A-48-32 + + + + + + + + + +
A—48—-15 - - - - - - - - - -
Ti-4 - - - - - - - - - -

(+) sensibilidad frente al inhibidor producido por los

re—trotransconjugantes del cruce Ti—-4 x B—-48-47-E.

(=) resistencia y/o0 inmunidad frente al inhibidor

producido por los retrotransconjugantes.
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TABLA 6. Sensibilidad frente a Bc—-48 de los nuevaos
transcon jugantes resultantes del cruce T1-4 (OG1X: pMB1.1) X

B—-48-47-E, por diferentes razas productoras de Bc-48.

Estirpes indicadoras (transconjugantes)

1 2 3 4 S ) 7 8 9 10
E. productoras N
(grupo II)
A—48-15 - - - - - - - - - -
A-48-9 - - - - - - - - - -
B—-48-28 - - - - - - - - - -
S5-48 + + + + + + + + + +

(+) inhibicidén sobre estirpes indicadorasj (=) no inhicidn sobre

las estirpes indicadoras.
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Figura 8. Deteccidén de plasmidos en E. faecalis 5-48,

mutantes, y retro-transconjugantes.
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4.3. Identificacién del plasmido pMBl.1 de 1los retro-

transconjugantes mediante homologia con el plasmido pMB1.

La identificacién del plasmido adquirido por los
transcon jugantes Bec—-48+ Em~, se realizé mediante
hibridacidn ADN-ADN sobre filtro dé nitrocelulosa, Y
utilizando condiciones altamente restrictivas, para

comptrobar la homologia existente con el plasmido silvestre
pMB1.

Como ADN prueba para la hibridacién, se utilizé el
plasmido pMB1 extraido de gel de agarosa de bajo punto de
fusién, el cual se marcd con dUTP-digoxigenina, siguiendo
el protocolo descrito en Material y Métodos (15.1). Tras el
revelado con anticuerpos antidigoxigenina, se pudo compropar
que el plasmido pMB1 utilizado comoc sonda, hibridaba
especificamente con 1la banda del pMBl-deleccionado (pMBl-
del) presente en el perfil de los mutantes BE-48-47 y B—48-
47E, con la banda superior del mutante B-48-28
hiperproductor de Bc—-48, asi como en el plasmido pMB1-1
existente en 1los transconjugantes T1-4 (0G1X:pMBl1l.1) vy
transferido a los retrotransconjugantes (B—-48-47-E:pMB1l.1)
(Figura 9). También se puede detectar cierta homologia del
plasmido pMB1 con el pMBZ descrito también en la cepa
salvaje 5-48, asi como con una banda de ADN de
aproximadamente S50-69 Kb, vy que se detecta tanto en &-48
como en el mutante productor de Bc-48 (A-48-15),
posiblemente por tratarse de formas derivadas del mismo

pl 4&smido.
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Figura 9. (A) Andlisis de plasmidos mediante electroforesis
en gel de agarosa y (B) hibridacién del plasmido pMB1
marcado con dUTP-Dig en membranas de nitrocelulosa. i: oS-
485 2: B-48-28; 3: B-48-47; 4: A-48-15; 5: transconjugante
Ti-4 (0G1X:pMB1.1)35 6: B-48-47-E, transportando pIL253; 74
8, 9, 10, 11: diferentes retro-transconjungantes albergando
pMB1.1, pMBR1—-del y pIL253, y designados como B-48-47E1.
pMBl-del, es la forma deleccionada de pMB1.



4.4, Producci 6n en medio 1liquido de Bc—-48 por los

transconjugantes que albergan el plasmido pMB1.1

El ensayo se realizé sobre las cepas T1-4 (0G1X:
pMB1.1) y B—48-47E1 (B-48-47E: pMBl1.1), del modo descrito en
el apartado 5.2 de Material y Métodos. Los resultados
obtenidos muestran que la produccién de Bc—48 es
cuantitativamente diferente en cada una de las cepas que
contienen el pl&smido pMB1.1 (Fig. 10). De modo que mientras
que en T1-4 apenas se obtenian titulos visibles (sélo se
detectaba un ligera inhibicién sobre la estirpe indicadora
S5-47 a las S horas de crecimiento), en cambio los mutantes
inicialmente no productores de Bc—48 v a los que se le
habian transferido el plasmido pMBl.1l, eran superproductores
de la bacteriocina Bc—48, con respecto de las células A-48-
15, obteniéndose titulos de Bc—-48 similares a los del

mutante hiperproductor B—-48-28.
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actividad inhibidora Bc—-48 frente a E. faecalis S-47. En (A)
se representan los resultados obtenidos con A-48-15, E-48-
28, B—48-47E: pMB2 ( ) y T1—-4 « ). En (B) se representan
los resultados obtenidos con las estirpes A-48-15 ( ), B-

48-28 ( ), B-48-47E :pMB2 ( ) v T1-4.



9. Andlisis de restriccioén del plasmido pMB1.1

Un total de 10 enzimas han sido utilizadas para
analizar mediante endonucleasas de restriccién el plasmido
pMB1.1, purificado mediante ultracentrifugacioén en
gradiente de densidad CsCl1-EtBr. No se ha investigado 1los
sitios de corte del plasmido original pMB1l, debido a 1la
dificultad de obtencién y purificacién del mismo, que en
las necesarias manipulaciones se rompe, dado su alto peso

molecular, y se recupera en muy bajo rendimiento.

El plasmido pMBl1.1, fue digerido con las endonucleasas
Eco RI, Eco RV, Bam HI, Bgl 11, Hind I1I, Sma I, Xba I, Sac
I, v Xho 1. Los distintos fragmentos de restriccién

hallados, aparecen en la figura 11.

De todas las enzimas ensayadas, sélo Sac I, tenia un
sitio anico de corte, no existiendo puntos de

reconocimiento para Xhe I (linea I).

En la tabla 7, se detallan los Pm de los fragmentos de
restriccidn obtenidos con estas enzimas. La suma total nos
permite asignar un tamafo molecular aproximado para el
plasmido pMBl.1 de 52 Kb, concordante con el valor dado

anteriormente.
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Figura 11. Restriccidn del plasmido pMBl1.1 can las
endonucleasas de restriccidén indicadas. A) lambda Hind II11:
B) Eco RI; C) Eco RV; D) Bam HI; E) Bgl I1I; F) Sac 1; G)
Pst I; H) Xba I35 I) Xho I5 J) Hind 1113 K) lambda Hind III.




TABLA 7. Peso

distintas enzimas.

molecular del plasmido pMB1.1

digerido con

Enzima No. fragmentos Peso molecular fragmentos
Eco RI 10 28, 6.2, 5.7, 3.7, 3.3, 2.1
1.5, 0.72, 0.66, 0.6
3.8, 2.5, 1.7, 1.2, 1.1, O.7
Bam HI 1) 22, 10, 8.5, 5.4, 4.2, 3.1
Bgl I1I 9 17, 8.5, 6, S.4, 4.6, 3.9,
3, 2.15, 1.7
Sac 1 1 52
Xba I 6 30, 9.5, 7, 2.6, 1.8, 1.1
Hind III ND ND

El tamafo
ki lobases de aucerdo
respecto a 1los
lambda (23.1,

respectivamente).

?.4,

ND: no determinado

con

6.6,

de los distintos fragmentos
la
patrones del digerido Hind
4.3,

van expresados en
electroforética
III del

0.6 Kilobases

movilidad
fago
2.3, 2,



I1I) ESTUDIOS SOBRE LOS DETERMINANTES GENETICOS DE AS—-48

6. Transferencia por conjugacién del caracter de

resistencia al antibiético AS-48 (AS—-48™).

6.1. Obtencién de transconjugantes AS—-48m,

En este experimento, se usé como donador el mutante
hiperproductor de AS-48 E. faecalis A-48-32, que al mismo
tiempo estaba curado de la produccién de Bc-48, y como
receptor la raza 0OGlX de £. faecalis carente de pldsmidos

(Sm~, Gel~, vy AS-48%"), que se mezclaron en una proporcidén
1:1).

La conjugacién se realizé sobre filtro segin se indica
en Material y Métodos y la seleccidn de los transconjugantes
se llevdé a cabo en base a las resistencias a estreptomicina
(600 pg/ml) y AS-48 (100 UA/ml). La transferencia del
fenotipo AS-48™ en estos cruces fue de 2,6x10~7 por célula
donadora (Tabla 8).

Para descartar otros sistemas posibles de
transferencia, camo pudiera ser 1la transformacidén y
trransduccién se realizaron experimentos controles. Asi, la
transferencia en presencia de ADNasa I no disminuydé; de
igual modo, no se obtuvieron transconjugantes cuando 1la
conjugacidn se efectud con sobrenadantes libres de células
donadoras, 0 bien con células donadoras tratadas con
cloroformo, 1o cual demuestra que se necesita la viabilidad
de la célula donadora para que suceda la transferencia
genética de AS-48. Los resultados de estos experimentos,

aparecen expuestos en la tabla 8.



Resultados similares, se obtuvieron cuando la raza

silvestre §-48 se usé como donadora en los experimentos de
conjugacioén.

TABLA 8 ¢ Transferencia por conjugacidén del caracter AS—48%
desde E. faecalis A-48-32 a 0G1iX.

Donador No. colonias+*? Frecuencia/donador®?
AS—48™

A—~48-32 42 2,6%x10"7

Filtrado libre de células 0 -

A—48-32 con DNasa I 85 S,3%x10-7

células con cloroformo 0] -

S—48 33 3,3%x10~7

a) colonias aparecidas sobre agar BHA-selectivo, conteniendo
600 pg/ml de estreptomicina y AS-48 (100 UA/ml).

b)Y calculado a partir de un recuento de 1,6 x 10® U.F.C.

128



6.2. Caracteristicas de los transcon jugantes AS-48®

Las nuevas estirpes bacterianas resultantes del cruce
de A—-48-32 con 0G1X, aisladas en medio selectivo (Sm, AS—
48), se identificaron como transconjugantes en base a las

siguientes caracteristicas fenotipicas:
— Ausencia de actividad gelatinasa (tabla 9)

- Resistencia a estreptomicina: superior a 600 pg/ml
(tabla 9).

- Resistencia frente a AS-48: similar a la de 1la
estirpe utilizada como donadora, superior a 460 UA/ml
(tabla 9).
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TABLA 9: Caracteristicas fenotipicas de las estirpesA-48-32,
0G1X y y los transconjugantes AS-48'™.

Resistencia a Gelatinasa
Estirpes Sm (600 pg/ml) AS—-48 (MIC)
A—48-32 <200 pg/ml >460 UA/m1 +
0G1X >600 p/ml <11 UA/ml -
Transcon jug. >600 pg/ml >460 UA/ml -

(+): hidrélizan la gelatina

(-)% no hidrdélizan de la gelatina
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6.3. Actividad inhibidora de los transconjugantes AS-48w®,

Para comprobar si ademds de ser resistentes a AS-48 las
transconjugantes AS-48" tenian capacidad de producirlo vy
excretarlo se determiné su actividad antagonista sobre
estirpes sensibles a AS-48. Para ello se realizaron varios
experimentos, todos ellos encaminados a detectar la

presencia del antibidético AS-48 en dichas estirpes

bacterianas.
6.3.1. Produccién de AS-48 en medio sdélido.

Se realizé6 segun la técnica descrita en el apartado 5.1
de Material y Métodos. Segdn se indica en la tabla 10, los
nuevas transconjugantes AS—-48% presentan el mismo espectro
de accién que la estirpe donadora (A—-48-32). Son activos
frente a todos los mutantes curados de la produccién de AS—
48: A-48-15, A-48-9, B-48-28, B—-48-2 y B-48-47, asi como
sobre 1la estirpe 0G1X, utilizada como receptora en los
experimentos de conjugacidn. Asimisma, estos trans-
conjugantes, como es de esperar, no presentan actividad
inhibidora sobre A-48-32 y 5-48., Finalmente, son activos
también scobre E. faecium, que es la estirpe indicadora para
detectar 1la produccién de AS5-48 (Martinez-Bueno, 19863

Martinez—Bueno ¢t al., 1920).

No obstante, 1los halos de inhibicidén en medio sélido de
estos transconjugantes eran mucho menores que los producidos
por la estirpe donadora A-48-32 pudiéndose apreciar una
disminucién superior al 350 %Z en el diametro de halo,

respecto de la raza donadora A-48-32 (Fig. 12).
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TABLA

10. Espectro de accién de las estirpes 5—-48, donadora

(AS5-48) receptora (0G1X) y los transconjugantes AS-48T,

Estirpes productoras

S5-48 A-48-32 Transcon jugantes*
E.indicadoras
5-47 + + +
529 + + +
B-48-47 + + +
A—48-15 + + +
B—-48-28 + + +
A—48-32 + - -
S-48 - - -
0G1X + + +
(+): 1inhibicién de estirpes indicadotras; (-): ausencia de

inhibicién sobre las estirpes indicadoras.

(k)

corresponden

a la actividad de al menos

10

colonias

seleccionadas al azar de los transconjugantes AS5-48T™,



Figura 11. Halos de inhibicién producidos por las estirpes
de S5-48, A-48-32 y transconjugantes AS5-48™, sobre la cepa S-
47. 1) A-48-325 2) 5-48; 3) transconjugante.



6.3.2. Produccién de AS-48 en medio liquido.

La produccién de AS-48 en medio liquido BHI-T vy
deteccién de la actividad inhibidora en los sobrenadantes de
cultivo se hizo segun la técnica descrita en Material Y
Métodos (técnica de 1los pocillos, apartado 5.2). Sin
embargo, no se encontré actividad alguna durante la fase de

crecimiento de estos transconjugantes.

Se observé ademds que cuando los tranconjugantes
crecian en medio liquido presentaban la particularidad de
formar unos gruesos grumos algodonosos, de tal manera, que
tras algunas horas de incubacién la mayor parte de las
células se encontraban en el fondo y el medio de cultivo

estaba notablemente transparente (Fig. 13).

El aspecto de estos agregados recuerda al de 1los
agregados de las cepas S-48, A-48-32 vy A-48-15 de E.
faecalis cuando estos crecian en presencia de sobrenadantes
de la raza 0G1X. Este fenémeno ha sido descrito previamente
por otros autores (Dunny et al., 19785 Ike et al., 1983), y
ocurre en ciertas estirpes de E. faecalis, que actuan como
donadora en procesos de conjugacidn, cuando se ponen en
presencia de la raza 0G1X, aunque nunca se ha referido que
afecte a las estirpes resultantes de una conjnugacién. FPara
dilucidar la naturaleza de esta agregacidn, e determind 1la
accién sobre la misma de diversos factores, tales como 1la
presencia de iones divalentes y la actividad de la pronasa.
Los resultados aparecen en la tabla 11, y corresponden a los
obtenidos con cultivos en fase exponencial de crecimiento, a
los que se les adiciondé EDTA (concentracidén final de S0 mM)
y pronasa (25 pg/ml). Como se puede observar, esta

agregacioén se disocia cuando en el medio existe bien pronasa
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(25 pg/ml) 6 bien EDTA (50 mM), vy en cambio se aumenta

cuando en el medio se adiciona de fosfato (100 mM, pH 7,2).

La sensibilidad a la pronasa de estos agregados, hace
pensar en la existencia de proteinas de nueva sintesis,
responsables de esta agregacién. Este tipo de respuesta, es
similar a la descrita por Dunny et al. (1978), e Ike et al.

(1983), con la salvedad mencionada anteriormente.

TABLA 11. Accién de diversos factores frente a la agregacién
producida por los transconjugantes AS—48" del cruce A-48-32
% OG1X.

EDTA Fosfato Fronasa
(50 mM) (100 mM) (25 pg/ml)
Aparicidn de
grumos tras 1 h - + -
a 37 °C
(+)¢ aparicién de grumos. En este caso incluso aumentaron

con respecto al cultivo control

(-): ausencia de agregados.
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Figura 13. Agregacidén en medio liquido producida por los
trransconjugantes AS-48"™. Bajo apropiadas condiciones, estos
agregados pueden ser de varios centimetros de tamafo. Se
forman por la accién de proteinas de superficie (adhesinas)
6 también 1llamadas proteinas de agregacién. A) cultivo

control; B) transconjugante T4-31.



6.3.3. Observacién de 1los agregados originadas por el

transconjugante AS-48"™ mediante microscopio electrénico de
barrido.

De todos los transconjugantes AS—-48™ seleccionados, se

eligid a uno de ellos, el designado como T4-31 para realizar

saobre =1 este experimento.

La formacion de agregados en células de E. faecalis
0G1X AS-48" fue estudiada a microscopia electrdnica de
barridao (MER). Los transconjugantes mostraban la capacidad
de formar agregados en madio liguide de forma constitutiva,
y presentaban estructuras superficiales filamentosas
similares a pelos, asi coma agregados de proteinas, como los
gue se muestran en la Figura 14.2. Estas estructuras eran
muy similares a las descritas por otros autores (Wanner et
al., 1989) en células de 061X que transportaban determinados
plasmidos (pAD1, pCF10) e inducidas con feromonas sexuales,

y corresponden por tanto a las sustancias de agregacidn.

En nuestros experimentos, dichas sustancias s6lo
aparecian en los transconjugantes AS-48"™ ya que en celulas
control de 061X no se observéd ninguna estructura de este
tipo a MEB (Fig. 14.01).

Con respecto a la localizacidén de las sustancias de
agregacién, éstas muestran una distribucidn por zonas en la
superficie celular, similar a la descrita por Wanner et al.,
1989, observandose zonas carentes de estas estructuras tales
como la zona de constriccidn del septo de division, asi como

en las zonas polares de la célula (Fig. 14.2, ).



Figura 14.1.0bservacién a MEE de células de Enterococcus

faecalis 0G1X procedentes de un cultivo en medio liquido.



—
500nm

Figura 14. 2. Observacién a MER de células de
transcon jugantes AS-48" procedentes de un cultivo en medio
liquido, en las gue se observan la aparicion de estructuras

superficiales implicadas en la formacidn de agregados.



6.3.4. Identificacién de la actividad inhibidora producida

por los transconjugantes con el antibiético AS-48.

Para establecer dicha identidad se intenté demostrar la

presencia de AS-48 por métodos inmunoldégicos, empleando

anticuerpos anti AS5-48.

6.3.4.1. Obtencién, purificacién y valoracién de Ig G anti
AS—-48.

Para ello, se inmunizaron conejos con el antibético AS—
48 (Material y Métodos, apartado 19.1). Los sueros inmunes
fueron procesados para obtener las correspondientes Ig G
anti AS-48 mediante precipitacién con sulfato sédico vy

posterior cromatografia en DES2.

En la Figura 15 se muestra el perfil de elucién en DES2
de wuna fraccién de S50 ml de suero inmune previamente
precipitado vy dializado. Los dos primeros picos P-1 y P-2
debian corresponder con las fracciones que contenian a las
Ig Gs éstas fueron reunidas y valoradas ambos picos por
separado mediante la técnica ELISA. Para ello se empled una
cantidad fija de antigeno (2 pg/pocillo) y diluciones
crecientes de las muestras a valorar, obteniéndose unos
titulos de aproximadamente 1/6250 , 171200 respectivamente
(Figura 16). Igualmente se valoraron los picos menores que
aparecen el el cromatograma, no encotrandose anticuerpos en

ninguno de ellos.
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Figura 13. Perfil de elucidén en DE-52 de suera de conejo
inmunizado frente a AS-48, previamente precipitado con
sulfato aménico. 1los picos eluidos se valoraron mediante la
técnica de ELISA estando restringidas las Ig G a los

denominados P-1 y P-2.
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Figura 16. Valoracién mediante la técnica de ELISA de 1los
picos P-1 (A) y P-2 (B) eluidos en la cromatografia sobre
DE-52 del suero de conejo inmunizado frente a AS-48. La
concentraci 6n de AS-48 empleada fue en todos los casos de

2 pg por pocillo
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6.3.4.2. Comprobacién de 1la identidad de AS-48 con la

actividad inhibidora de los transconjugantes.

De los 42 colonias AS-48™ seleccionados, se eligié, al

transconjugante T4-31 para realizar sobre el este
experimento.

Los sobrenadantes de T4-31, se concentraron 25:1 con S-—
Sepharose segun se indica en Material y Métodos (apartado 4)
y posteriormente se sometieron a estudio mediante Western
blot, segin se indica en el apartado 19.4 de Material vy
Métodos. La figura 17 muestra los resultados obtenidos. La
presencia de una sola banda, coindicidiendo con el
antibidtico AS-48 previamente purificado, demostraba pues la

presencia del mismo en el sobrenadante del transconjugante
T4-31.

Asimismo, se ensayd mediante la técnica de los pocillos
la actividad inhibidora sobre 5-47 y sobre §-29, de los
concentrados a partir de sobrenadantes de T4-31 obtenidos
por cromatografia por Sepharosa-5. Los resultados de tales

experimentos aparecen en la tabla 12.
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TABLA 12. Actividad inhibidora de 1los sobrenadantes de
cultivo concentrados 25 veces mediante S—-Sepharose de los
transconjugantes AS—-48r™ y del mutante A-48-32. Los
sobrenadantes se ensayaron mediante la técnica de 1los
pocillos, vy 1los resultados se expresan en mm del diametro

del halo de inhibicién.

Estirpes indicadoras

S—47 S-29 0G1X
Productoras
Transconjugante (%) 13 13 15
A—48-32 22 22 22

0G1X - - -

(X) Corresponde a un transconjugante aislado en funcién de
su mayor halo de inhibicién frente a S—-47 en medio sélido

BHA-T, y designado como transconjugante T4-31.

Estos resultados, demostraron pues la produccién de AS—48

por los transconjugantes AS—-48T.
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Figura 17. Inmunoblotting de sobrenadantes concentrados por
S—Sepharose de las estirpes A—-48-32, 5-48 y transconjugantes
AS-48™. 1) transconjugante AS-48™; 2) AS-48 purificado por
CM-25;3; 3: mutante A—-48-325 4: cepa salvaje 5—48.
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7. Estudio del contenido plasmidico de los transconjugantes
AS—-48™,

7.1. Perfil plasmidico de los transconjugantes AS—48w.

A continuacién se examinéd el perfil del ADN plasmidico
de los diferentes transconjugantes AS—-48T~, por
electroforesis en gel de agarosa. Se pudo observar que todos
albergaban un Gnico plasmido, gque comigraba con el pMB2 de
la estirpe silvestre 5-48 6 del mutante A-48-32. Los

resultados aparecen en la figura 18.

A B C D

— pMB1
pMB2

Chr

Figura 18. Perfil plasmidico de las estirpes 0G1X (A); A-48-
32 (R) s transconjugante T4-31 (C) s S—-48 (D). La
electroferesis se realizd en un gel de agarosa (0,6 Z), a 735

V durante 4 h.
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7.2. Estudio del ADN plasmidico de los transconjugantes.

La identidad del plasmido existente en los
transconjugantes, con el plasmido pMB2, se demostré mediante

dos tipos de experimento de hibridacién ADN-ADN.

7.2.1. Hibridacién ADN-ADN.

Para ello, se aislé el plasmido pMB2 de 1la estirpe
silvestre 5-48, por electroforesis en gel de agarosa de bajo
punto de fusién, vy tra&s marcarlo con dUTP-digoxigenina, se
utilizdé como sonda en experimentos de hibridacién sobre
nitrocelulosa en condiciones restrictivas (temperaturas de
hibridacién vy de los y posteriores lavados a 68°C). Tal
como aparece en la fig. 19 , el pléasmido pMB2 se podia
detectar en 1la estirpe silvestre 5-48, asi como en el
mutante hiperproductor de AS-48 (A-48-32). No se detectaba
hibridacién en los mutantes curados de AS—-48: A-48-92 6 A—-48-
17, B-48-2 y B-48-47. Asi mismo, se puso de manifiesto en
el transconjugante AS-48", T4-31, 1lo cual demostraba 1la

identidad del plasmido pMB2Z en las estirpes referidas.
7.-2.2. AnAalisis de restriccién.

Un dltimo experimento realizado para demostrar 1la
identidad del plasmido existente en los transconjugantes con
el pMB2 de las donadoras, fue el andlisis por restriccién de
los mismos. De este modo, cuando el pMB2 se aisléd a partir
de un gel de agarosa de bajo punto de fusidén, vy se digirié
con diferentes endonucleasas (Ece RI, Bgl II y Bam HI), se
observaron los mismos fragmentos de restriccién que en el
plasmido existente en el transconjugante T4-31, 1o cual
indicaba su total homologia a este respecto. Los resultados

aparecen en la figura 20. En este sentido, el
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transconjugante T4-31, ofrecié grandes ventajas para
estudiar al pldsmido pMB2, puesto que fue facilmente
purificado por gradiente de densidad ClCs—BrEt sin necesidad
de ulterior electroforesis en agarosa y extraccidén de 1la

mi sma.
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Figura 19. (A) Deteccién del plasmido pMBZ en E. faecalis
5—-48, mutantes y transcojugantes de AS-48. (B) Hibridacién
de los plasmidos con pMBZ marcado con dUTP-11-Dig. 0) lambda
Hind IIIs: 1) 5-48;5 2) A—-48-32; 3I) A-48-9; 4) A-48-15; 5) B-
48-47;5 &) transconjugante T4-31.
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Figura 20. Analisis con diferentes enzimas de restriccidn
del plasmido pMBZ de 5-48 y del plasmido presente en el
trasconjugante T4-31. (1): digestidén con Ece RI. (2) ¢
digestién con Bgl II; (3): digestidén con Bam HI. A) lambda
Hind 1115 B) pMBZ de §-48;5; C(C) plasmido del transconjugante
T4-31. Los Ffragmentos se separaron electroforéticamente en

un gel de agaraosa 0,7 %Z a 73 V durante 4 hs los numeros de

la izquierda indican su tamafno molecular en Kb.



B. Transformacién de E. faecalis 0OG1X con el plasmido pMB2.

De acuerdo con los resultados mostrados en los
apartados anteriores, parecia claro la relacién existente
entre produccién e inmunidad del antibiético AS—-48, con el
plasmido pMB2Z de E. Taecalis S-48. Sin embargo, fue
necesario demostrar que era exclusivamente este plasmido el
que estaba ligado a dicho caracter, puesto que en ciertas
ocasiones plasmidos conjugativos, pueden promover la
movilizacién, bien de otros plasmidos, o bien de regiones

cromos6micas especificas (Hopwood, 1972).

Asi pues para determinar con toda seguridad si el
plasmido pMBZ era el responsable directo de la produccién e
inmunidad del antibidético AS-48, dicho plasmido fue
expresamente introducido en la raza 0G1X de E. Tfaecalis
mediante transformacién. Para ello se promovid la captacién
del pMBZ por protoplastos de dicha estirpe mediante 1la
adicidn de polietilenglicol (PEG), vy posterior regeneracidn

de los mismos en medio sélido isotdénico.

La técnica empleada ha sido la de Wirth et al. (1986)
con algunas modificaciones, y variando ademés las
condiciones de regeneracién. See han empleado en concreto 2
sistemas de regeneracién en medio sdélido, consistente el
primero en la regeneracidon de protoplastos en un medio
isoténico con sales de succinato sé6dico (0,5 M) y el segundo
en la regeneracién en un medio isoténico conteniendo

sacarosa (0,3 M), ClzCa (50 mM), y alginato (2 %. p/v).

En ambos tipos de experimentos, el plasmido pME2
aislado vy purificado a partir de E. faecalis S5-48, fue el

ADN usado para 1la transformacidén de protoplastos de E.
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faccalis 0G1X.

109-107 protoplastos se mezclaron en hielo con 1 pg del

pl &smido pMB2. Después de 1la adicitén de 1 ml de PEG,
posteriores lavados, y 1 h de expresion fenotipica, 1la
mezcla de protoplastos se inoculé en dos medios diferentes
para la regeneracién Yy seleccidén de transcon jugantes
(apartado 12.2.1, de Material y Métodos).

1) Sobre medio THB conteniendo agar al 0,7 %

succinato sédico 0.5 M, y 11 UA/ml de AS—48.

2) Sobre una solucién de alginato al 2 % s Sacarosa 0.5
Mi dicha solucién una vez inoculada se vertié en placas
conteniendo una capa base de THA, sacarosa 0.5 My, ClaCa 50
mM, vya que el CaCl: provoca la solidificacién del alginato,
y de esta forma se consigue la formacién de una matriz

sélida para la regeneracién de los protoplastos.

En ambos casos se incubé a 37 °C para permitir el

crecimiento y regeneracién de protoplastos.

En el primer caso, no se obtuvé ninguna colonia
transformante (<107®%) en este medio selectivo conteniendo
el antibidtico AS-48. En el segundo tratamiento regenerador,
después de incubar a 37 °C durante las primeras 16 h, se
redisolvié la sobrecapa de alginato con citrato sédico, que
al captar el Ca*? disuelve el alginato. Las células
incluidas en la sobrecapa, ya con la pared celular
regenerada, se resuspendieron en medio de cultivo THB
adicionado de AS-48 (11 UA/ml) y se incubaron a 3I7 °C
durante 6 h (para permitir un enriquecimiento de los
transformantes). Finalmente, se sembraron sobre placas de

mdio BHA conteniendo AS-48 (11 UA/ml). En este caso, despues



de incubar a 37 °C durante 16 h, aparecieron colonias AS-48"
con una frecuencia >10* en total. Los resultados de estos

experimentos aparecen expuestos en la tabla 13.

TABLA 13. Eficiencia de transformacién de los protoplastos

de E. faecalis 0G1X con el plasmido pMB2.

REGENERACION CON

Succinato sédico(0,5 M) Sacarosa (0,5 M) y alginato (2 %)
y AS-48 (11 UA/ml)

- >10¢ UFC*

(X) Los datos de frecuencia corresponden a colonias AS—-48"
que aparecian finalmente sobre medio selectivo con AS-48 (11
UA/ml).

El andlisis plasmidico de 1los microorganismos que
integraban 1las colonias transformantes, mostré que todas
albergaban un 1dnico plasmido, que de acuerdo con su
movilidad electroforética, se identificé como el plasmido
pMB2 (Fig. 17). Estos clones, presentaban algunas de los

siguientes caracteres fenotipicos:

—Crecimiento en medio liquido en forma de agregados.
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-Inhibicién saobre estirpes sensibles a AS-48 (S-47 6 S-
29).

-~Resistencia frente a AS-48 ( >460 UA/ml).

Estos experimentos demostraron pues la relacién existente
entre pMB2 con laproduccién e inmunidad frente a AS-48, vy

capacidad de agregarse en medio liquido BHI.
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Figura 21. Perfil plasmidico de los transformantes de E.
faecalis 0G1X con el plasmido pMB2. i: lambda Hind III: 2:
E. faecalis §5-48; 3—-9: distintos transformantes elegidos
aleatoriamente del medio selectivo AS-48%™ (11 UA/ml); 10:

lambda Hind 1115 11: Escherichia coli 1730.



IV) ESTRATEGIA PARA LA LOCALIZACION DEL SEGMENTO QUE
CODIFICA EL ANTIBIOTICO AS-48 EN EL PLASMIDO pMB2.

9. Determinacién parcial de la estructura primaria de AS-48.

A fin de determinar la secuencia del antibiético AS-
48, una fraccién purificada del mismo fue sometido al método
de degradacién Edman. Dicha secuencia no pudo ser obtenida,
debido a 1la imposibilidad de detectar el correspondiente
derivado de feniltiohydantoinoaminodcido necesario para 1la

determinacién de la misma, lo que sugeria un posible bloqueo

en el extremo amino terminal de AS-48. Por ello se realizé
una digestién de AS-48 con distintas proteasas, para
proceder posteriormente a 1la secuenciaciaén de los

oligopéptidos obtenidos.

El tratamiento de AS-48 con la endopeptidasa Ve de
Staphylococcus aureus, que cual hidroliza a nivel de 1los
residuos de &cido glutdmico, origind la inactivacién del
antibiético. Después de 1la digestidn y separacién de los
fragmentos resultantes por cromatografia liquida de alta
presién (HPLC), se aislaron cuatro picos mayoritarios, que
se designaron como VY8-4, v8-5, VB8-6 y V8-7. Los resultados

de esta purificacién se exponen en la Figura 22.

De estos fragmentos, 15610 ve8-4, V8-3 y V8-7, con
cantidades de 10, 38 y 8 pg respectivamente, se secuenciaron
por el método Edman. Los resultados aparecen en la tabla 14.
El fragmento V8-6 no se secuencid ya que este pico coincidia

con la salida de la proteasa Ve del eluyente en la columna.

Paralelamente, AS-48 se digiridé con tripsina, de forma

que se pudieron obtener cuatro picos mayorios, designados
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como T1, T2, T3, T4, de los cuales T4 coincidia con 1la
salida de A5-48 no digerido (Figura 23). De estos, sélo T3
(14 pg) se secuencio parcialmente por el mismo método, vya
que Tl y T2 aparecian parcialmente solopados. Los resultados

de esta secuenciacién se muestran en la tabla 14.

Asimismo, la carboxipeptidasa A y B, no ejercian accidén
alguna sobre AS-48, de forma que los digeridos con estas
enzimas, presentaban la misma actividad antagonista sobre E£.
faecalis S-47 que las muestras controles sin digerir,
sugiriendo también un bloqueo del extremo C-terminal de 1la

proteina y lo que le hace no ser accesible a estos enzimas.
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Figura 22. (A) Separacién mediante cromatografia de fase
reversa en HPLC de los péptidos obtenidos tras digestién de
AS-48 con la proteasa Ve de Staphylococcus aureus. (B)

Elucién de la proteasa Ve en idénticas condiciones

cromatograficas.
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TABL.A 14, Secuencias

Cantidad de proteina a analizar

amino—-terminal

de oligopéptidos
internos del antibiético AS-48 de E. faecalis.

T3 v8-4 v8-5 v8-7
(14 pg) (10 pg) (38 pg) (8 pg)
Ciclo

1 Ala Ser Ile Phe
2 Val Ile Lys Gly
3 Ile Lys Lys Ile
4 Ala Ala Lys Pro
S Trp Tyr Gly Ala
6 Val Leu Lys Ala
7 Ala Lys Arg Val
8 Gly Lys Ala Ala
4 Thr Glu Val Gly
10 (Xx) Ile Thr
11 Ala Val
12 Trp Leu
13 Met Asn
14 Ala Val
15 Lys Val
16 Glu Glu

(X) Corresponde a la secuecia incompleta de este péptido.
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De los datos de esta secuencia, podiamos apreciar como
aspecto mas notable, la presencia de ciertas zonas repetidas
(la secuencia AVIAW en T3 y V8-5, y la secuencia VAGT en T3
y V8-7), pero que en ningun caso se solapaban, 1lo cual

indicaba que eran oligopéptidos no solapados de AS—48.

T3: A-V-I-A-W-Y-A-G-T-

v8-4: S-I-K-A-Y-L-K-K-E

V8-3: I-K-K-K-G-K-R—-A-V-I1-A-W-M-A-K-E

v8-7: F-G-I-P-A-A-V-A-G-T-V-L-N-V-V-E

o

]

" L O T
OV T A B R UL SR Y S-SR U CEI S W

¥
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10. An4lisis de restriccioén del plasmido pMB2.

Un total de 11 endonucleasas de restriccién han sido
utilizadas para caracterizar al plasmido pMB2: Bam HI, Bgil

11, £Eco RI, Eco RV, Hind 111, Pst 1, Sal 1, Sac I, Sma I,
Xba I v Xho 1.

Como puede observarse en la figura 24, los perfiles de
restriccién son diferentes excepto para Bam HI y Sac 1, en
las cuales se obtuvieron patrones de corte muy similares,
existiendo en estos casos dos bandas dobles de tamafo muy

parecido. No se detecté corte para Xhe I.

Fara la construccién inicial del mapa fisico de
pMB2, se eligieron las enzimas Bam HI, Bgl 11, Sac 1, Sma I

y Xba I, que presentaban como maximo & sitios de corte en el
pl dsmido pMB2.

De todas estas endonucleasas, Sma I fue la Gnica que
linearizé a pMB2, y por esto se tomé como el punto de inicio
y/o final del pl&smido. El resto de enzimas se situaron a
partir de Sma I, mediante digestiones dobles Sma I con
éstas. Los resultados de estos experimentos aparecen en la

figura 25.

Asimismo, la localizacién de los sitios de restriccion
para las endonucleasas empleadas, se realizd mediante
digestiones dobles en las condiciones é6ptimas para cada

enzima. Los resultados se muestran en la figura 26.

En 1la tabla 15, se detallan los pesos moleculares de
los fragmentos de restriccidn obtenidos en las distintas
digestiones. La suma total de los fragmentos da un tamano

molecular aproximado para el plasmido pMB2 de 68 Kb (43
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Mdal).

Finalmente para establecer 1la orientacién de los
fragmentos en los plasmidos se realizaron experimentos de
hibridacién ADN-ADN, empleando como ADN pruebé el fragmento
C del corte con Bam HI que contenia el lugar de corte Sma I,
el cual fue purificado mediante el método de GENCLEAN vy
marcado con dUTP-digoxigenina. Los resultados obtenidos de

la hibridacién realizada se muestran en la figura 27.

Con todos los datos disponibles de restriccién simple y
doble, asi como con los datos de hibridacién entre los
fragmentos, construimos un posible mapa fisico del plasmido
PMB2 para las enzimas Bam HI, Bgl 11, Sac 1, Sal I, Sma I Yy

Xba I., el cual se muestra en la figura 28.
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TABLA

pl dsmido

Feso molecular de los diferentes fragmentos del

pMB2 obtenido mediante digestién con varias
endonucleasas

de restriccién. Los pesos moleculares de los

distintos fragmentos, corresponden a la media aritmética de

repetidas

tomando

electroforesis en gel de agarosa (0,7 74 , vy

patrén de Pm los fragmentos originados en la

digestidén Hind I1I del fago lambda (23.1 Kb, 9.4 Kb, 6.5 Kb,
4.3 Kb, 2.3 Kb, 2 Kb, 0 .6 Kb).

Enzima

Sac 1
Sma I
Bam HI
Eco RV

Hind III

Bgl II

Eco RI

Pst 1

Sal 1
Xba 1

No. fragmentos FPeso molecular aproximado
(Kb)
3 28, 23, 17
1 lineariza a pMB2
3 27, 24, 17
8 26.5, 11.5, 6.3, 6, 6.2,

4.8, 4.3, 2

15 9, 8.3, 7.5, 5.4, S5, 4.9,
4.9, 4.8, 3.9, 2.8, 2.3,
1.8, 1.5, 1.3

4 S51.6, 6.2, 6, 4.2

13 15, 14, 6.6, 6.4, 4.3,
41, 3.2, 2.7, 2, 2, 1.3
1.2, 1

9 19, 17, 7, 5.8, 5.5, S.4,
3.2, 2.2

4 34, 22, 6, 5.8

b 23.1, 18.5, 13, 6.8, 4.7,
1.9
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Figura 24. Restriccidén del plasmido pMBZ con las

endonucleasas de restriccién indicadas. A)lambda Hind 111,
marcador de pesos molecul ares; B) Sac 1Ij C) Sma Ij; D) Bam
HIs; E) Eco RV: F) Hind 1113 G) Bgl 11:i H) Eco RI; 1) Pst 1

J) S5al Ii K) Xba I5 L) lambda digerido con Hind III.



Figura 25. Restriccidén del plasmido pMB2Z con

distintas
endonucleasas de restriccidn. A)

lambda Hind IIIi B) Sma

1/Sac I3 C) Sma I/BRam HI; D)Sma I/Eco RV; E) Sma I/Bgl I11I1j

F) Sma I/Pst I.
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Figura 26. Digestidénes simples y dobles del plasmido

con distintas endonucleasas de restriccidén.

1II; B) Xho I35 C) Sma I/5ac Ii D)

pMB2
A) lambda Hind

Bam HI/Sac 15 ElEce RV/Sac
I1: F) Hind 111/8ac Ii G) Bgl I1I1/5ac Isi
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

Figura 27. A) Digestiones simples y dobles del pléasmido pMBZ2
con distintas endonucleasas de restriccién. B) Hibridacién
de los mismos con el fragmento C (17 Kb) de la digestién Baa
HI de pMB2Z, marcado con dUTP-Dig. 1) lambda Hind II1: 2) Sac
I5 3) Bgl II; 4) Xba I; 3) Sal 15 &) Bam HIs 7) Bam HI/Bg!
115 8) Bam HI/Xba Ii 9) Bam HI/Sal 1I:i 10) Bam HI: 11)
fragmento C de la digestién Bam HI, purificado mediante
GENCLEAN vy utilizado como ADN prueba en este experimento de
hibridaciéns 12) lamda Hind III.
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Cc
C
A
8 DB Bam HI
Sac 1
: plB 2 ¢
A Al JA Bgl 11
E Xba I
C Sal
F
D
B
C
D
Figura 28. Mapa fisico del plasmido pMBZ con varias

endonucleasas de restriccién. Los fragmentos originados de
cada digestién se nombran por letras alfabéticas segun su
tamamo molecular. Los fragmentos D, E, F de la digestién con
Xba I y B, C, Dde la digestién con Bgl II no estan

ordenados.
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11. Mapeo de la regién que codifica para el péptido AS—48.

De acuerdo con la secuencia aminoacidica parcial del
antibiético AS-48, se eligié un péptido para la sintesis de
un oligonucledtido sintético, el cual fue usado como ADN
prueba para experimentos de hibridacién. Concretamente V8-4

(Ser—Ile-Lis-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-Glu).

V8-4: AGTATTAAAGCTTATCTTAAAAAAGA

c c G c c c G G
A A A
G G

El oligonucleétido sintético para V8-4 (26 mer) que
estaba degenerado 21 veces, fue marcado radioactivamente
con gamma [S2ZPI1-ATP, segin la técnica descrita en Material y
Métodos (146.1), para ser usado como sonda en posteriores

experimentos de hibridacién con el pléasmido pMBZ2.

La especificidad del oligo se determind por hibridacién
de las pruebas con ADN plasmidico (pMB2). FPara ello el ADN
plasmidico total de los transconjugantes 0G1X (pMB2), fue
aislado y purificado mediante ultracentrifugacion en
gradiente de densidad CsCl-EtBr, vy cortado con distintas
enzimas. Los fragmentos de restriccidn fueron separados en
gel de agarosa y posteriormente transferidos a filtros de

nitrocelulosa empleando la técnica "Southern blotting".

Los resultados de estas hibridaciones se pueden

observar en las figuras 29 y 30. Hay que hacer constar, que
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al tratarse de sondas muy degeneradas, se tuvieron que usar
condiciones de hibridacién relativamente flexibles, sobre
todo 1las temperaturas de incubacién, y de lavados de los
filtros de nitrocelulosa. Concretamente, cuando este
experimento se realizaba por encima de S50 °C, no se obtenia
sefial de hibridacién. Los resultados 6ptimos, se obtuvieron
cuando la temperatura de hibridacién estaba comprendida
entre 44-50 °C. Por debajo de ella (38 °C) se obtenian

varias sefales inespecificas con los distintos fragmentos

del plasmido pMBZ (figura 31).

Un esquema representativo de estas hibridaciones con el
oligonuclettido V8-4, se muestra en la figura 32, en la cual
aparecen marcados los fragmentos de pMB2 que hibridan
especificamente con V8-4, y que hemos wusado para la

construccidén del mapa fisico de pMBZ2.

Estos datos fueron igualmente confirmados en las
hibridaciones 1llevadas a cabo con V8-4 y las digestiones
dobles 5al I/Xba I, Sal 1/Pst 1, Xba 1/Pst 1, vy Xba 1/5al
I/Pst 1 (Figura 33).

Ademds de 1la hibridacién con pMB2, 1la prueba V8-4
mostraba también wuna hibridacidén bastante fuerte con el
fragmento Hind 111 del fago lamba de 23 Kb y m&s débilmente
con el fragmento de 6,6 Kb, debido posiblemente a la gran

degeneracién del ADN prueba usado.

La posicién relativa del gen o genes implicados en 1la
produccién de AS—-48, la hemos realizado mediante el
solapamiento de los distintos fragmentos de hibridacién con
F4. Concretamente el fragmento A de Sac I, el fragmento C de
Bam HI vy el fragmento A de la digestidén de pMB2 con Sal 1.

Por la hibridacidn con Bam HI situariamos el gen AS-48, que
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estaria comprendido entre el fragmento A de la digestién con
Sac I vy entre el fragmento A de la digestién con Sal 1,
puesto que no existe seXal de hibridacién ni en el fragmento

B de la digestién con Sac I, ni con el C de Sal I.

De acuerdo con este razonamiento, una posicién relativa
de AS-48, podria estar comprendida entre Sal I y Sac 1, con
una tamafio aproximado de 4,9 Kb, vy que representamos en la

figura 34.
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Figura 29. Hibridacién de un digerido de pMB2Z con distintas

endonucleasas de restriccién con el oligonucleétido V8-4

marcado con %P, Las condiciones de hibridacién y lavados se
realizaron a S0 °C. 1) lambda Hind 1113 2) Sac I3 3) Bam HIj;
4) Bgl 115 5) Xba 15 &) Sal I.




1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 30. Hibridacién de un digerido de pMBZ con distintas
endonucleasas de restriccién con el oligonucledtido V8-4,
marcado con =2ZP. Las condiciones de hibridacidén y lavados se
realizaron a 46 °C. 1) lambda Hind IIIs 2) Sac

I: 3) Bam HIs
4) Eco RV; 5) Bgl 115 &) Eco RIs 7) Pst 13 8) Xba

—
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Figura 31. Hibridacidén de un digerido de pMB2 con distintas
endonucleasas de restriccién con el oligonucledtido V8-4, vy
marcado con S%F. La temperatura de hibridacidén fue de 38 °C.
En este caso empiezan a aparecer falsos positivos. 1)lambda
Hind IIIs 2) Sma Is5 3) Ece RV: 4) Sal I35 3) Bgl 115 &) Banm
HI; 7) Sac I3 8) lambda Hind III.
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Sma 1
' Sma |

Sal 1

ate | A

Xba ]

SEACHE B | A Bam HI

Figura 32. Esquema de los distintos fragmentos del plasmido

pMBZ2 que hibridan con el oligonucleético V8-4. La barra

corresponde a un segmento de 10 Kb.
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Figura 33. Digestiones dobles del plasmido pMBZ2 con
distintas endonucleasas de restriccidén e hibridacidn con el
oligonucleético marcado con S%F V8-4. 1) lambda Hind IIIj;

2) Sal/xXbals 3I) 5al I/Pst I35 4) Xba I/Pst 15 35) Sal 1/Xba
1/Pstls &) Bam HI; 7) lambda Hind III.
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Figura 34. Mapa fisico de pMB2. El1 fragmento Sac I/Sal I se
indica con una linea gruesa Y corresponde con la regién que
cofifica el péptido AS—48.
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La estirpe Enterococcus faecalis subsp. liquefaciens S-—
48, procedente de un exudado de herida, constituye un
interesante ejemplo de microorganismo poseedor de recursos
que le permiten el predominio en su habitat natural. En
efecto, aparte de aguellas caracteristicas de resistencia
incrementada a los agentes ambientales propias de los
enterococos, tales como crecimiento a temperaturas
relativamente altas (45 °C), pH alcalino, alta concentracién
de NaCl (6,5 %), y sales biliares, y la capacidad propia del
grupo para fermentar una amplia variedad de sustratos, con
abundante produccidn de diversos 4cidos organicos, que
determinan la bajada del pH con el consiguiente efecto
inhibidor del crecimiento bacteriano, habria que afadir que
esta bacteria excreta al medio dos inhibidores especificos,
que han sido caracterizados previamente: uwna bacteriocina
designada como Bc—-48 vy el antibidético peptidico AS-48
(Lépez-Lara, 19883 Martinez-Bueno et al., 19903 G&a&lvez et
al., 198%a,.b,c). Ambas sustancias son de naturaleza
proteica, siendo 1la primera de alto Pm y activa frente a
estirpes relacionadas, vy la segunda de amplio espectro de
acci én Y bajo peso molecular. El estudio de los
determinantes genéticos de dichas sustancias han sido

abordados en esta Memoria.
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Aparte de las peculiaridades caracteristicas
antagonistas de 5-48 de E. faecalis, en general estos
microorganismos poseen otras que los hacen particularmente
interesantes, por lo gue actualmente estan siendo objeto de
amplios estudios. En primer lugar, habria que hacer mencidn
al sistema tan particular de conjugaci6én genética de algunos
plasmidos de E. faecalis, que se transfieren eficientemente
en medio liquido debido a que 1las células receptoras
excretan feromonas sexuales: polipéptidos estables al calor
que inducen a las células donadoras a adherirse. Este
comportamiento "adhesido" se debe a que sintetizan una nueva
proteina que recubre la superficie celular, causando la
agregacién de ambas, donadoras y receptoras (Ehrenfeld et
al., 1986) . Como consecuencia de esta induccién, se

transfieren los plasmidos con una elevada frecuencia.

En segundo lugar habria que hacer mencién de la
resistencia que los enterococos presentan en la actualidad a
los distintos antibidéticos, la cual cada dia va en continuo

incremento (Clewell, 19903 Moellering, 19905 Murray, 1990).

Esta circunstancia, vy el hecho de gque estas bacterias
se aislen cada vez mas de procesos de enfermedad, hacen muy
interesante el estudio de los mecanismos de transferencia de
genes y el de aquellos elementos genéticos tales como
pl d4smidos, que estan implicados en la produccién de

sustancias antagonistas.
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Pl&smidos de E. faecalis S5-48

lLos estreptococos no escapan al hecho que se da en
las bacterias de forma general que es la presencia de
plasmidos, si bien, la gran mayoria permanecen cripticos,
por no haberse encontrado correlacién con un determinado
caracter fenotipico. De todos ellos, los mas estudiados han

sido 1los plésmidos de los estreptococos lacticos y de 1los

enterococos.

Los primeros tienmen importancia desde un punto de
vista industrial, vy normalmente se ha asociado a los
plasmidos con propiedades mefébélicas propias de estos
microorganismos: utilizacidn de citratos, actividad
proteolitica, fermentacidn de azicares (lactosa y sacarosal,
asi como produccidn de bacteriocinas y antibidticos (Mckay
% Baldwin, 1982). Los segundos tienen importancia desde un
punto de vista clinico, y sus plasmidos han sido normalmente
relacionada con la resistencia a antibidticos, produccién de
hemolisinas vy capacidad para respaonder a feromonas sexuales
de (Courvalin et al., 19723 Clewell et al., 19745 Jacob &
Hobbs, 19745 Jacob et al., 19755 Dunny et al., 12755 van
Embden et al., 1977).

Para el caso particular de E. faecalis 5-48, objeto
de este estudio, hemos desarrollado un método rdpido vy
eficiente para la obtencidn de ADN plasmidico a partir de
pequefos cultivos (miniprep), consistente en la modificacion
de los metodos originales de Anderson & Mckay, (1983) y Neve
et al. (1984), tradicionalmente utilizados para
estreptococos l4cticos. El uso de otros métodos
alternativos, como la 1lisis alcalina (Birmboin & Doly,

1979), lisis por calentamiento (Holmes % Quicgley, 1981), o
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bien de procedimientos mas complicados que necesitaban
partir de mayores vol imenes de cultivo (Guerry et al., 1973;
LeBlanc % Lee, 1979), entre otros, no dieron resultados
satisfactorios cuando se aplicaron a la cepa 6-48 de
Enterococcus faecalis, debido principalmente a que no se
producia la lisis celular, o bien rendian preparaciones con

abundante contaminacién en ADN cromosémico.

Con el procedimiento de extracciodén plasmidico
desarrollado en esta memoria, hemos puesto de manifiesto la
presencia de al menos 4 moléculas de ADN extracromosémico
con diferente movilidad electroforética, dos de ellas con un
alto peso molecular (pME1 y pMB2, de aproximadamente 68 y 80
Kb) y dos miniplasmidos (pMBZ y pME4) de alto numero de
copias, de acuerdo con la intensidad de fluorescencia en
geles de agarosa. Estos datos adem&s se corroboraboraron con
los obtenidos mediante preparacion de ADN plasmidico a gran
escala y su posterior purificacién en gradiente de densidad
CsCl-EtBr.

No obstante, aunque el rendimiento en ADN plasmidico
de las "miniprep" era bastante satisfactorio, sin embargo no
estaban convenientemente limpias para su digestién con
endonucleasas de restriccidén. FPara llevar a cabo estos
experimentos, siempre era necesario hacer una purificacién

del ADN plasmidico en gradiente de densidad CsCl—-EtBr.

Esta abundancia de ADN extracromosémicos en E.
faecalisz no es en términos generales muy frecuente. Sin
embargo, es posible encontrar referencias de plasmidos muy
similares a pMBl y pMB2 en cuanto al tamafo. Normalmente
estos plasmidos suelen codificar proteinas citotéxicas,
tales como hemolisinas y bacteriocinas (Jacob et al., 19763

Tagg et al, 19765 Clewell, 1981), por ello nos centramos en
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estos elementos genéticos como 1los posibles candidatos a
codificar la produccién e inmunidad de 1los antagonistas
producidos por 5-48 (AS5-48 y Ec-48). En términos generales,
la observacién de un fenotipo inusual en aislados de
especies bacterianas ya caracterizadas, es con frecuencia la
primera indicacién de que dicho caracter esta determinado

plasmidicamente (Hopwood, 1978; Stanisich, 1988). Esta

hipétesis inicial, se demostré mediante experimentos de
curacién, transferencia genética por conjugacion Y
transformacién,y Finalmente mediante hibridacidén. Estas

evidencias y constituyen normalmente los argumentos mas

utilizados para demostrar el origen de un determinado

caracter.

El primer criterio que se aplict para demostrar el
origen no cromosémico de AS-48 vy Bc-48, fue la estabilidad
genética y curacién de ambos caracteres: curacién espéntanea
v mediante agentes quimicos (anaranjado de acridina, bromuro
de etidio). En estos estudios se puso de manifiesto que
todos los mutantes Bc—48~ y AS-48~, tenian alterado alguno
de los plasmidos presentes en 5-48. La nérdida de un
determinado fenotipo asociado con la pérdida o mutacién de
un plasmido, constituye la primera evidencia del origen
extracromosémico de este caracter (Novick, 196%; Hopwood,
1978). De esta forma pudimos relacionar al plasmido pMB1 con
el caracter Bc—-48 y al plasmido pMBZ con el antibidético AS-
48, ya que todos los mutantes Bc-48- (B-48-2, B-48-47, A—-48-
22) sufrian una deleccidén en pMBl, vy todos los mutantes AS-
48- estaban curados del pléasmido pMB2. Ademas, el mutante B—
48-28, que se caracterizé previamente como hiperproductor de
Bc-48 (Martinez-Bueno 198&), estaba curado de pMBZ y tambien
sufria una deleccién en pMBl. Esta deleccion sin embargo
era diferente a la de los mutantes B-48-2, B-48-47 y A—-48-

32, Yy pensamos que podria afectar a los genes involucrados
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en el control de numero de copias. Efectivamente este nuevo
plasmido deleccionado, aparecia con una intensa
fluorescencia en los geles de agarosaj; esta circunstancia
podria ser la causa de que fuese hiperproductor de Bc—48. En
cambio 1la deleccié6n sufrida por los mutantes no productores
de Bc-48, podria estar relacionada con los genes de 1la

produccién e inmunidad frente a Bc—48.

Estos tipos de variacién en el perfil plasmidico,
coincidia con la subdivisién que habiamos establecido de los
mutantes derivados de la cepa silvestre S5-48 en tres grupos
(Martinez-Rueno, 19865 Martinez-Bueno et al., 1920). E1
grupo I que incluia aquellos mutantes carentes de 1la
produccién de Bc—-48, tienen deleccionado el plasmido pMEl;
el segundo grupo formado por los mutantes que carecen de la
produccién de AS-48, estan curados del plasmido pHMB2; vy
finalmente el grupo III, que se caracteriza por presentar
deleccién en pMBL (pMBl-del) y estar curados del pMB2,
siendo evidentemente dobles mutantes AS-48—, Bec—-48-. Tan
s4lo el mutante B-48-28, representa una subdivisidn del
grupe II, puesto que ademdas de la curacién del plasmido
pMB2, transpaorta una deleccidén en pMB1l que quizas afecte al

control del nimero de copias del mismo.

No parece probable que los miniplasmidos (designados
como pMB3 y pMB4) de E. Tfascalis 5-48, estén implicados en
el caracter antagonista de esta bacteria, ya que todos los
mutantes obtenidos AS-48- Bc—48~, no muestran modificacién a
nivel de estos plasmidos. Sin embargo, su presencia es de
indudable interés puesto que nos provee de nuevas
herramientas para realizar estudios genéticos en
Enterococcus, vya que al ser plasmidos de pequero tamano,
estar en alto ndmero de copias vy presentar uwuna gran

estabilidad, pueden ser unos buenos candidatos para 1la
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construccidén de vectores de clonacién en estreptococos.

En ningdan caso se obtuvieron mutantes curados
totalmente del plasmido pMBl, a lo sumo se ha logrado, con
una frecuencia del 0,2 % la deleccién del mismo mediante
tratamiento continuado con bromuro de etidio. Este tipo de
tratamiento se recomienda cuando la curacidén en condiciones
normales resulta ineficaz, de esta forma la bacteria puede
subcultivarse durante varias generaciones en presencia del
mut&geno, incrementando de este modo las posibilidades de
cambios y de pérdida del plasmido (Stanisich, 1988). Estos
resultados nos 1llevan a plantearnos ¢ que funcién cumple
una cantidad de ADN tan considerable 7j ipor qué no se ha

logrado una curacién total del mismo ?

Aungque no tenemos una respuesta tajante para las
cuestiones planteadas a este respecto, sin embargo, habria
que tener en cuenta ciertos hechos: en primer lugar, que la
presencia de ADN extracromosdémico supone un consumo
adicional de energia para la célula, po- lo cual seria
l6gico pensar que se eliminarian antes o después bajo 1la
presién de agentes de impiden su replicacién, como es el
brromuro de etidio (tal como ha sucedido con el plasmido
pMB2). El hecho de gque pMBl1 permanezca en la célula, v a lo
sumo s6lo se produzcan curaciones parciales (delecciones),
nos plantea la posibilidad de que pMEl pudiera transportar
funciones vitales para la célula. Esta altima posibilidad se

ha descrito en ocasiones para plasmidos grandes, cuya

contribucion a la funciéon del hospedador puede ser
considerable. Otra explicacién seria que el plasmido
simplemente fuese refractario al agente curante usado

(Stanisich, 1988). En estos casos cuando la curacidn total
no puede demostrarse, se deben tener en cuenta otros

criterios para demostrar el origen extracromosémico de un
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caracter, como comentaremos posteriormente.

En relacién con los mutantes Bc—-48-, el mecanismo

molecular de la pérdida de este caricter parece radicar en

todos los casos en delecciones del pléasmido pMB1,
delecciones que no parecen aleatorias sino bastante
concretas, al menos en cuanto al tamafio se refiere

(aproximadamente comprendidas entre 20-25 Kb). Estos hechos
nos han llevado a pensar que estos cambios se pueden
relacionar con la presencia de zonas calientes ("hot spots”)
en dicho plasmido, que podrian ser tal vez secuencias de
insercién, o repeticiones invertidas, elementos que se saben
promueven delecciones a veces bastante amplias (Albertini

et al., 1982; Balbineter, 1988; Mollet & Delley, 1970).

Se podria analizar a la luz de estas hipé6tesis, otros
hechos observados en la cepa 5-48 vy derivados, Yy gue

redundan en la inestabilidad de pMEL:

1) En estudios previos, se describieron unos
mutantes Bc-48- (A-48-15 y A-48-9) que presentaban una gran
variabilidad en el diametro de los halos de inhibicién
producidos sobre cepas sensibles (Martinez-Bueno, 1986) .
Tal heterogeneidad la podriamos explicar si consideramos 1la
evistencia de estas "zonas o puntos calientes” en pMB1l, que
serian responsables de reorganizaciones del material

genético, con la consiguiente variacién del fenotipo Bc—-48.

2) Las reorganizaciones del plasmido pMB1, se
producen al azar en condiciones normales de crecimiento.
Asi, en los andlisis del perfil plasmidico de los mutantes
A-48-9 vy A-48-15 y de la estirpe salvaje 5-48, es posible
detectar ocasionalmente una banda en los geles de agarosa

mas 6 menos definida, y con un Pm comprendida entre S0-60
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Kb, que ademas hibrida especificamente con el plasmido
pMB1. Esta bandas pudieran en realidad corresponder con
derivados deleccionados de pMBl, originando de esta forma
subpoblaciones del plasmido pMB1. En relacién con estos
hechos, se han descrito en 5. lactis, dos plasmidos, pLF712
y pSKO8B, que sufren delecciones con alta frecuencia (Gasson,
1982 vy 1983), vy que se han encontrado en regiones del
plasmido que contienen ciertas secuencias de insercién, de
funcioén desconocida. Ademas la frecuencia de estas

mutaciones depende del fondo genético del hospedador

(Clewents & Syvanen, 1981).

%) Finalmente, otro tipo de reorganizacidén producida
en pMEB1, es la gque muestra el mutante hiperproductor de Bc-
43 (B-48-28). E1l perfil de plasmidos de esta cepa, muestra
una nueva deleccién, que conduce en esta ocasidn a un
aumento en el namero de copias del mismo, lo que
justificaria la hiperproduccidén observada. En este caso la
deleccién afecta al grupo de genes implicados en la
regul acidn de este proceso, aunque ello no ha sido

investigado.

Otro aspecto investigado en relacién con los plasmidos
de 5-48 investidos, ha sido la respuesta de 1los mismos
frente a los péptidos sexuales o feromonas sexuales
producidos por la cepa OGlX de E. faecalis (Dunny et al.,
1978: 1Ike et al, 19835 Galli et al., 1989:i Wanner et al,
19893 Galli et al., 1990). En este sentido, ha quedado
puesto de manifiesto que los plasmidos pMB1 y pMBZ eran los
anicos que respondian a las feromonas de 0G1X, 1lo cual
indicaba que ademas de codificar los genes responsables de
la produccién e inmunidad frente a Bc-48 Yy AS-48
respectivamente, también deben portar los genes

responsables de la sintesis de proteinas de agregacion. Esto
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se deduce del hecho de que los mutantes Bc—-48* (A-48-9 y A-
48-15) se agregaban en medio liquido cuando se ponian en
contacto con ellos sobrenadantes de 0Gl1X y en cambio los
dobles mutantes B-48-2 y B-48-47, no se agregabanj; por lo
que es lé6gico suponer que la deleccidn que ha sufrido pMBl1,
ademds de afectar a los genes Bc-48, también ha involucrado
a la expresién de genes que determinan la produccién de las
sustancias de agregacion. For igual motivo, la agregacion
que sufria el mutante A-48-32, portador del pléasmido pMBZ2Z vy
deleccionado en pMEl, era debida a la presencia de genes de
1a agregacion también en pMB2Z, como de hecho hemos

comprobado y que comentaremos posteriormente.

Todos estos datos se ajustarian al modelo de
respuesta recientemente propuesto por Clewell (19790) y Dunny
(1990), en el que los plésmidos de E. faecalis de tamado
seme jante a pMB1 y pMBZ, albergan genes para proteinas
antigénicas de superficie inducibles por 1la presencia de las
feromonas sexuales de E£. faecalis, y que en ausencia de las
mismas no se expresarian. Estas proteinas facilitaria el
contacto célula-célula, favoreciendo de esta forma la

transmisién de laos plasmidos.
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Estudios sobre el plasmido pMB1

Nuestra hipétesis de trabajo inicial era que el
plasmido pMB1 transportaba los genes responsables para la
produccién e inmunidad de la bacteriocina Bc-48 de £E.
faecalis 5-48, Sin embargo, dada 1la imposibilidad de
curacion total del mismo, era necesario disponer de otras
evidencias fisioldégicas, como la transferencia genética, que

confirmarian esta hipétesis.

A este respecto, hemos comprobado que la capacidad para
producir la bacteriocina Bc-48 podia ser transferida con una
frecuencia relativamente alta desde E. Tfaecalis A—-48-15
hasta E£. facalis 0G1X mediante el proceso de conjugacién (8
¥ 10~ +transconjugantes por célula donadora). El1 papel
activo de la raza 0G1X en esta transferencia parecia claro,
dada 1la alta frecuencia de conjugacién observada, y podia
ser atribuida a la sintesis de proteinas de agregacién
codificadas por pME1L, tal como hemos comentado
anteriormente. No parece probable que hayan existido otros
mecanismos de transferencia génica, como por ejemplo la
transformacién o la transduccién, puesto que este proceso no
se ve afectado por la presencia de ADNasas o bien no se
llevaron a cabo con filtrados 1libres de las células
donadoras; ademas se demostré gque se necesita la viabilidad

celular del donador para que la transferencia pueda ocurrir.

El perfil plasmidico de los transconjugantes aislados,
mostraba en todos los casos, un nuevo plasmido con un peso
molecular de aproximadamente 52 Kb, de acuerdo con su

mobilidad electroforética.

El comportamiento de las nuevas estirpes
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transcon jugantes, no diferia del de los mutantes derivados
de G5-48 pertenecientes al grupo I1I (Martinez—-Bueno, 19863
Martinez-Bueno et al., 1990). Es mas, tenian un espectro de
accién idéntico, inhibiendo s6lo a estirpes relacionadas
(como E. faecalis S5—-47, $5-72, o bien los mutantes del grupo
1 y 1II), si bien los halos de inhibicién eran de menor
tamafo que los producidos por la raza donadora A-48-15 O
por el mutante hiperproductor de Bc—-48 (B-48-28). Esto
apuntaba hacia una diferente expresién de los genes de Bc-48
en las estirpes 0GIX y e A-48-15 que podria ser atribuida
fundamentalmente a dos causas: 1) por una parte es posible
que el fondo genético en el que se encuentra el plasmido, no
sea el o6ptimo (por ejemplo gque no tengamos promotores
fuertes, 4 que no se exporte suficientemente al medio
extracelular, 6 incluso falten otros genes que permitan
madurar la proteinal. 2) Esposible también que al
transferirse este plasmido desde el donador al receptor se
hubiesen afectado genes relacionados con la expresion de Bc-
48, vya que el nuevo pléasmido de 52 Kb, es de menor tamafo
que el posible plasmido pMBI1 implicado inicialmente en este

caracter.

Respecto a la produccidén en medio liquido de Bc—-48 por
los transconjugantes, apenas se obtenian titulos suficientes
para inhibir el crecimiento de bacterias sensibles, cuando
los sobrenadantes eran ensayados por la técnica de 1los
pocillos, lo cual indica unas cantidades muy bajas de este

inhibidor en los mismos.

Por 1lo gue respecta a la resistencia frente a Bc-48,
los transconjugantes, presentaban un comportamiento similar
al de los mutantes del grupo Il (productores de Bc—-48), vy
todos eran resistentes al inhibidor. En este aspecto, no

parece existir modificacién en 1la expresién de esta
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caracteristica tal como sucede con 1los genes de la
produccién.

Puesto que estas nuevas cepas eran inmunes y producian
Bc-48 en medio sélido, podemos relacionar estos caracteres,
de acuerdo con los criterios de Hopwood (1978), con 1la

adquisicién de este plasmido de 52 Kb.

Nuestras investigaciones para establecer la relacié6n de
este ADN con el de la cepa original (A-48-15 6 5-48),
mostraron, mediante experimentos de hibridacién con sondas
no radiactivas, que este nuevo plasmido de 52 Kb era un
derivado de PMB1, al hibridar especificamente con éste,

motivo por el cual 1o designamos como pMB1-1.

Asi mismo pudimos confirmar con estos experimentos de
hibridacién, el origen de todos los plasmidos deleccionados
que aparecian en todos los mutantes no productores de Bc-48,
ya que hibridaban especificamente con pMBl1-1. Todos estos
datos, demuestran pues la homologia de pMB1-1 con pMRI1, Y
corroboran la hipdtesis postul ada al iniciar los

experimentos de curacién, sobre el origen extracromosdémico
de Bc—48.

En relacioén con estos resultados cabe comentar que, se
han descrito algunos tipos de reorganizaciones en plasmidos
de estreptococos, las cuales aparecen durante o después de
la transferencia bien por transformacién o por conjugacidén a
nuevas especies hospedadoras (LeBlanc et al., 19823
Clewell, 1981). Asi por ejemplo, entre los plasmidos MLS,
durante la transferencia, aparecen delecciones que conducen
a una pérdida en la transmisihilidad 6 en la resistencia a
algunos de los antibiéticos MLS que transportan, o bien a

alteraciones en el ndmero de copias del plasmido (LeBlanc et
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al., 1982; Behnke & Gilmore, 1981), o bien ocasionan

procesos de cointegracién entre plasmidos (Anderson & McKay,
1984) .

La organizacién de este nuevo plasmido pMBl1-1 que
aparece en los transconjugantes ha sido una deleccién, Yy
tuya consecuencia mas inmediata ha originado ua alteracio6n
del numero de copias del mismo, sobre todo cuando 1lo
tomparamos con pMBl en las cepas salvajes (esto ultimo se
comprueba por ejemplo cuando se visualizan ambas bandas de
los geles de agarosa, de forma que aparece mucho mas intenso
el pMB1-1 que pME1). Esto nos podria sugerir la existencia
de un gen gue actuara controlando negativamente el numero de
copias en la estirpe salvaje, vy que en la deleccién que
afecta a pMEl1.1 se hubiese perdido dicho gen. La
consecuencia inmediata de este proceso, evidentemente
originaria un nuevo plasmido de alto numero de copias. Este
proceso, 1lo describieron Macrina et al, 1980, al introducir
el plasmido pAMBA1l, que era de bajo numero de copias en la
cepa salvaje, en 5. =sanguls, aparecid deleccionado y en

alto nimero de copias.

Otras de 1las funciones que en ocasiones se alteran
durante la transferencia es la capacidad de transmisibilidad
(LeBlanc et al., 1982), sin embargo en este caso, esta
funcién no parece estar afectada, puesto que era posible

realizar experimentos de complementacién en mutantes Bc—-48-.

Concretamente realizamos la restauracidén del fenotipo
Bc-48 a mutantes no productores del inhibidor (B-48-47E), a
los que previamente habiamos introducido el plasmido pIL2S3
quie codifica resistencia a eritromicina (pIL233). La
frecuencia de transmisidn de este caracter fue relativamente

alta (S » 102 por célula donadora) y bastante similar al



obtenido en los cruces iniciales A-48-15 con 0OGLX (8 x 10~

®). Esto demostraba que la capacidad de transferencia

permanecia inalterable en los transconjugantes Ti-4
(OG1X:pMRE1).

Por otra parte, los nuevos retrotransconjugantes,
ademds de adquirir 1la capacidad inhibidora (por 1o cual
fueron seleccionados), presentaban el mismo espectro de
accion que los mutantes del grupo II: A-48-9, A-48-15 y E-
48-28; eran resistentes a la misma (por ejemplo cuando se
ensayaban en experimentos de sensibilidad cruzada con los
mutantes del grupo II): y finalmente transportaban el
plasmido pMB1-1, de forma que coexistia en la misma célula
con pMBl-del. Para este ultimo resultado, no tenemos una
explicacién, vya que la existencia de 2 plasmidcs similares
en la célula, normalmente conduce a una segregacién de
alguno de ellos; sin embargo esto no parecia ocurrir ya que
tras sucesivas generaciones ambos plasmidos permanecian
inalterables. Tampoco se apreciaban procesos de
recombinacién como pudiera esperarse entre ambos plasmidos,
ya que la homologia entre ellos ha gquedado demostrada por
experimentos de hibridacién, cuando el plasmido pMEl se
utilizaba comoc ADN prueba, de forma que como era de esperar
hibridaba con pMBl-del, pMBl1-1 vy con el plasmido
deleccionado existente en el mutante hiperproductor de Bc-48
(B-48-28), asi como con las bandas de ADN gque anteriormente
hemos descrito como derivadas de pMBl1 (comprendidas ente 30-
60 Kb), que aparecen en la estirpe salvaje 5-48 y en el

mutante A-48-9 6 A-48-13.

Sobre la coexistencia de pMBl-del y pMBl-1 en la misma
célula, creemos que se explicaria si  aceptamos que 1la
deleccién que aparece en uno de los dos plasmidos hubiese

afectado la regién de incompatibilidad de alguno de ellos, y
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de esta forma podrian originar unidades replicativas
independientes.

Asimismo, los nuevos retrotransconjugantes, ademas de
producir Bc-48 en medio s6lida, también producian el
inhibidor (Bc-48) en los sobrenadantes en cantidades 1o
suficientemente altas como para ser detectadas. Asi, en una
curva de produccién en medio liquido, se obtenian titulos de
Bc—-48 similares a los del mutante hiperproductor B-48-28, vy
superiores pues a los de la cepa donadora A—-48-15 utilizada

inicialmente en ls experimentos de transferencia genética.

Evidentemente el hecho de que el mismo plasmido pMEL-1
transportado por 1las diferentes cepas, y al que hemos
relacionado con la produccién e inmunidad a la bacteriocina
Bc-48, se exprese en el transcenjugante B-48-47E1 en niveles
superiores (por lo que respecta a Bc—48) que el plasmido
original, creemos gque depende principalmente del fondo
genético en el cual se encuentra, vya que el mismo plasmido
en 0G1X, los niveles de Bc—-48 detectados son

cuantitativamente mucho mas inferiores.

Resumiendo, podemos cocluir que la deleccidén gue se ha
producido en el plasmido pMB1l durante la transferencia de A—
48-15 a 0G1X, habria originado una nueva entidad
replicativa, designado como pMBl-1, en el cual se encuentran
los genes responsables de la produccidén e inmunidad a Bc-48
y ademas, una mutacién que ha alterado el control del ndamero
de copias del mismoj por otra parte no parece probable que
se encuentren alteradas otras funciones como por ejemplo la
transmisibilidad: genes tra, descrito en otros plasmidos
similares que codifican bacteriocinas, por ejemplo pAD1

(Clewell, 19%0).
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Finalmente hemos realizado una caracterizacién parcial
de pMB1.1 mediante endonucleasas de restriccidn, 1o que nos
permitird conocer la estructura del mismo para la clonacién
de 1los genes Bc-48. El estudio en ese sentido de este
plasmido, ofrece muchas mas ventajas que si lo realimos
sobre el plasmido pMB1 silvestre, puesto que este ultimo es
de bajo numero de copias y de mayor tamaho molecular, lo que
plantea numerosos problemas a la hora de su purificacién. De
estos datos, el aspecto mas notable es 1 hecho que de todas
las endonucleasas usadas, s6lo una de ella linearizaba a
pME1-1, lo que es de indudable interés para la realizacién

del mapa fisico de este plasmido.

Por otra parte, pMBl1-1 reune unas caracteristicas que
lo hacen particularmente interesantes, como por ejemplo la
alta frecuencia de transferencia, 1o que permitiria su uso

como vehiculo de transporte de genes en estreptococos.
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Caracteristicas del plasmido pMB2 de E. faecalis S-48

El péptido AS-48 es un antibiético de naturaleza bdsica
de bajo peso molecular, vy de amplio espectro de accién,
inhibiendo a estirpes Gramjpositivas y Gram—negativas
(Galvez et al, 19864; lqééa;b,c), que ejerce su accidén
antibacteriana a nivel de membrana celular, probablemente

originando canales en la misma (Galvez et al., 1990,

manuscrito en prensa).

Recientemente se han descrito diferentes antibitdticos
peptidicos, de bajo Fm y bastante semejantes a AS-48 en
cuanto a caracteres fisico—quimicos y actividad bioldgica,
entre 1os que caben mencionar la epidermina (Allgaier et
al., 1986:i Scnell et al., 1988), la gallidermina (Schnell et
al., 1988), nisina (Dodd et al., 1990), etc. aunque estos
0l timos presentan uwna particularidad y es que llevan

residuos de lantionina.

De estos antibidticos, a excepcién de la gallidermina,
que esta determinada cromosémicamente (Schnell et al, 198%9),
el resto tiene un origen plasmidico (Schnell et al, 19883:

Kaletta & Entian, 198935 Dodd et al., 1290).

En relacién con los determinantes genéticos de AS-48,
en esta memoria presentamos los datos suficientes para
demostrar el origen extracromosémico del mismo. De acuerdo
con los resultados iniciales de curacidén, hemos relacionado
la producci6n e inmunidad frente a AS5-48 con el plasmido
pMB2, de 68 Kb de Pm, ya que la curacion de ambos caracteres
originaba cepas carentes de pMB2. Esta hipétesis la hemos
corroborado con diferentes experimentos, tales como la

transferencia por conjugacion y finalmente mediante
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hibridacidén.

La resistencia frente al antibiético peptidico AS-48
(AS-487™) junto con el pldsmido pMB2, pueden ser transferidos
a £E. faecalis 0OG1X desde E. faecalis A-48-32, pero con una
baja frecuencia comparada con el caracter Bc-48. Nuestros
datos indican que 1la herencia de AS-48 ocurria con una
frecuenca por célula donadora de aproximadamente 2,6 x 1077,
y no se afectaba por la presencia de ADNasa I, 1lo cual
descartaba que hubiese actuado un mecanismo de
transformacidén; de igual forma se realizaron controles con
sobrenadantes de células donadoras (para la transduccién) vy
con células donadoras tratadas con cloroformo (para la

viabilidad celular), gque en ningin caso dieron lugar a

colonias AS5-48"™.

Los transconjugantes obtenidos de este cruce, eran
resistentes frente a AS-48 a una concentracién similar a 1la
de las células donadoras (superior a 460 UA/ml), y carecian
de la capacidad de hidrélisis de 1la gelatina, 1lo cual
demostraba pues que eran estirpes bacterianas derivadas de
DG1X que habian adquirido 1la resistencia frente al

antibi6tico AS-48, por un mecanismo conjugativo.

Ademds del caracter de resistencia frente a A5—-48, los
transconjugantes AS—-48™ a los que se comdnmente se
denominaron transconjugantes T4-31, también producian algun
tipo de inhibidor en medio sé4lido, gque era posible detectar
cuando estas bacterias se ensayaban sobre E. faecalis 5-47 y
£. faecium S-29; en otros términos, tenian un espectro de
acci6n antagonista similar al de A-48-32. No obstante el
didmetro de halo producido era significativamente inferior
que el producido por la cepa orinal A-48-32. A este

respecto, podiamos relacionar esta disminucidén en el
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didametro de inhibicidén con la obsarvada en los

transconjugantes de la bacteriocina Ec-48 anteriormente
comentada.

Sobre la posible produccién de AS-48 en medio liquido
por parte de los transconjugantes T4-31, no se obtuvieron
titulos detectables por los procedimientos habituales de
ensayo de este antibidético (técnica de los pocillos). Sin
embargo, hemos comprobado que el inhibidor producido por

estas bacterias correspondende realmente con AS-48, mediante

2 técnicas:

-Por concentracién de los sobrenadantes crudos por S-

Sepharose.
-Mediante anticuerpos antiAS-48.

En el primer caso, cuando concentrabamos 25 veces 1los

sobrenadantes de un cultivo crecido durante 7 horas de T4~

31, obteniamos actividad inhibidora con un titule de
aproximadamente UA/ml; tanto sobre 5-47 como sobre 5-
295 esta Ultima es la bacteria indicadora utilizada para la

deteccidén del antibiético AS—48.

En el segundo caso, la identidad de ambos inhibidores
se corroboré mediante el empleo de anticuerpos policlonales
dirigidos contra AS-48, vy obtenidos mediante inmunizacion
con AS—48 sobre conejos. Esto nos permite contar con nuevas
herramientas de trabajo, sobre todo para desarrollar en el
futuro técnicas inmunocitoquimicas en relacidén con AS-48, al
mismo tiempo que demostrar el caréacter antigénico de este
péptido, lo cual evidentemente y como era de esperar, limita

el posible uso terapeutico del mismo.
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Nuestros datos mediante ELISA y Western blot indicaban

que el transconjugante T4-31 produce AS-48, pero en niveles
muy inferiores que los de la cepa donadora A-48-32 6 bien S-

48, y por este motivo, no se detectaban en los sobrenadantes
de extractos crudos de los mismos.

Curiosamente, £E. faecalis 0G1X es un mutante derivado
de la raza 0Gl de £. faecaliz, vy deficiente en proteasas
extracelulares, a diferencia de 5-48 6 A-48-32, en los que
claramente se ha descrito una amplia actividad proteasica
(Gelatinasa positivo)i por todo esto y en contra de lo que
pudi éramos esperar, se tendria que acumular mds inhibidor
bien AS-48 o bien Bc-48 en los saobrenadantes de 06Gl1X, que en
los sobrenadantes de $-48 (ya que evidentemente podrian
sufrir uwna cierta hidrélisis). Sin embargo y como hemos
comprobado en los dos casos, esto no ocurria. Esta
disminucién de la expresion de estos genes tanto de A5-48
como de Bc-48 en 0G1X, creemos que se deberia principalmente
al fondo genético en el que se encuentran estas entidades, y

que es muy diferente del encontrado en la cepa salvaje S5-48.

En relacién con los plasmidos existentes en los
transconjugantes AS-48", observamos que todos albergaban un
tnico plasmido que comigraba con pMB2. La identidad de este
ADN con el plasmido pMB2 de la cepa salvaje 5-48, la hemos
comprobada mediante técnicas de hibridacién ADN-ADN, tras
marcarlo con dUTP-Dig, lo que demostraba su total homologia.
Ademas, se comprobé que en los mutantes curados de AS-48, no

existia ningan tipo de ADN relacionado con pMBZ.

Finalmente pMB2 presentaba el mismo pertil de
restriccién tanto en 5-48 como en el transconjugante T4-31,
que por este motivo se llamé 0GiX(pMB2). Este hecho, nos

permitia obtener grandes cantidades de ADN plasmidico puro,
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sin tener que recurrir a purificarlo de la cepa salvaje S5-48
6 A—-48--32.

Todos 1los transconjugantes AS-48*, presentaban ademas
la caracteristica de formar fléculos o agregados celulares
durante su crecimiento en medio liquido, que incluso
aumentaban cuando el cultivo se incubaba con agitacién. Este
caracter nos sugirié la hipétesis de que pMB2 transportaria
"genes de la agregacidn", similares a los descritos por

otros plasmidos que responden a feromonas serxuales de 06G1X.

El sistema de feromonas sexuales de esta bacteria, se
caracteriza por un mecanismo de intercambio plasmidico. Un
modelo para su funcién fue dado inicialmente por Ike &
Clewell (1984) y que hemos descrito ampliamente en 1la
presente Memoria, en el aparado de Introduccidén. Segin este
modelo, Yy de acuerdo con los datos que presentaron Yagi et
al (1983) e Ike & Clewell (1984), existe una sustancia de
agregacién que media en el contacto intimo entre las células
donadoras y receptoras, gque es de naturaleza proteica. GSe
postulé inicialmente que esta sustancia se distribuiria
inicialmente por igual en las zonas de la pared bacteriana
de células inducidas por feromonas. Sin embargo, nuestros
datos indican que esta sustancia estd distribuida zonalmente
s¢lo sobre las partes mads viejas de la pared celular vy
préximas al septo de divisién. Estos datos han sido
similares a los obtenidos por otros autores (Wanner et al,

1989 .

No obstante, vy a diferencia de lo que ocurre con todos
los plasmidos de feromonas sexuales descritos, la deteccion
estructural y bioquimica de la sustancia de agregacién, s6lo
se detecta de forma inducible en la fase logaritmica de

crecimiento, vy después de 15 a 20 min de la adicidn exdgena
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de la feromona sexual. En nuestro caso, esto es cierto, sélo

cuando pMB2 se encuentra en las cepas salvajes utilizadas en

este estudio (S-48, A-48-32), pero cuando pME2 existe en

0G1X la capacidad de agregacién es constitutiva.

Estos resultados, en realidad son diferentes a los
obtenidos en 1la cepa 0Gl1X con otros plAasmidos similares,
pAD1 6 pPD1 (Ike et al, 19833 Dunny, 1990), de forma que
s6lo se lograban cepas constitutivas en cuanto a 1la
agregacién, mediante mutagénesis con el transposon Tn2i7 en
determinadas regiones de los plasmidos pAD1l y pCF10 (Clewell
% Weaver, 19895 Dunny, 1990}, y que posteriormente se han
identificado como genes reguladores de la respuesta a 1la
agregacién. El modelo gque hasta el momento se aplica en la
transferencia mediada por feromonas sexuales, es que cuando
un plasmido entra en la célula que produce distintas
feromonas, deja de sintetizarse una feromona concreta que es
a la cual responde en plasmido, Yy en su lugar se produce
otra molécula similar gque compite por 1la accién de 1la
primera (Ike et al, 1983), vy que posteriormente se ha
comprobado que es un inhibidor de la respuesta a la
agregacién y codificado por el propio plasmido. De esta
forma las nuevas cepas que contienen ese ADN no se
agregarian de forma constitutiva, sino inducible por 1la

presencia en el medio de la feromona relacionada.

En nuestro caso, no sabemos exactamente el por queé de
la agregacién, en los transconjugantes Ti-4 (0G1X:pMB2) de
una forma constitutiva, a no ser que ocurrieran algunos

fenémenos que a continuacidén describimos:

-que en las nuevas razas no decaiga la produccién de
la feromona relacionada con pMBZ2, de forma que continuamente

se estarian induciendo la transcripcion y expresion de los
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genes de agregacién.

—que el inhibidor que se produce cuando un plasaido
entra en OG1X (descritos por ejemplo en los plasmidos pAD1 y

pcF10), en realidad no exista, con lo cual niveles bajos de

feromonas que pudieran producirse, activarian de igual forma
la agregaci én.

Sin 1lugar a dudas, futuras investigaciones mediante

mutaciones con transposones probablemente resuelvan estas
incégnitas.

Hemos iniciado los estudios ultraestructurales de esta
agregaciodn, mediante microscopia electrdnica de barrido,
corroborando la existencia de estas proteinas de agregacién
en los transconjugantes 0G1X (0G1X: pMBR2). Concretamente,
aparecian unas estructuras redondeadas recubriendo la =zona
mas antigua de la pared bacteriana, pero no en el septo de

divisién ni en el polo de la célula contrario a esta regidn.

Ocasionalmente, se observaban unas estructuras alargadas, vy
que otros autores (Wanner et al, 198%) mediante técnicas
inmunocitoquimicas y de microscopia electrdénica, han

visualizado como "hair-like" ¢ semejantes a pelos, aunque no
sabemos exactamene por qué aparecen una u otra estructura, vy
su verdadero significado en el proceso de agregaciéni pero
sin lugar a dudas son las responsables del crecimiento en
forma de fléculos de estas bacterias en medio liquido, que
se puede visualizar tanto a simple vista como a microscopia

electrénica.

Por altimo, para demostrar que el plasmido pMBZ de E.
faecalis 5-48 es el responsable directo de la produccidén vy
resistencia frente al antibiético peptidico A5-48, asi como

de la sintesis de proteinas de superficie responsables de la



agregacién, hemos desarrollado una técnica eficiente para la
transformacién de protoplastos de E£.

plasmido pMB2.

facecalis 0G1X con el

La capacidad del polietilenglicol (PEG) para promover
la captacidén de ADN en protoplastos de bacterias ha sido
aplicada inicialmente en Streptomyces coelicolor vy s,
parvalus (Bibb et al., 1978; Hopwood, 1981). Estos
protoplastos s6lo son capaces de regenerar a células
normales cuando se encuentran embebidos en una matriz
s6lida. Posteriormente Smith (1985) describié un sistema
similar para transformar células de Streptococcus
(Enterococcus) Taecalis. Desde entonces se han utilizado
distintas metodologias para transformar enterococos, aungue
todas basadas siempre en la captacidén de ADN por
protoplastos. e inducida por FEG, vy posterior regeneracion

de los transformantes en un medio selectivo isoténico.

Wirt et al (1986), propusieron un método para la
transformacién de protoplastos de £. faecalis y posterior
regeneracién en un medio isoténico a base de succinato
sédico como estabilizador osmético. Con esta técnica se
obtenia una alta frecuencia de transformacion: 10%-10¢
transformantes por pg de ADN utilizado, dependiendo
principalmente del tamafo del ADN. Nuestros datos utilizando
esta técnica de regeneracién de protoplastos con OG1X en un
medio isoténico compuesto por succinato sodico cComo
estabilizador osmético y adicionado de AS-48 (12-30 UA/ml),
dieron resultados negativos, Yy no se obtuvieron ninguna
colonia transformante AS—487. Por ello nos centramos
principalmente en las caracteristicas propias del
antibiético AS-48 utilizado en el proceso dev seleccidn. A
este respecto Galvez et al (manuscrito en prensa, J.

Bacteriology). han propuesto recientemente un mecanismo de
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accion de AS-48 a nivel de membrana celular, originando
canales con la consiguiente desorganizacién Yy pérdida
posterior del contenido citoplasmatico celular. Esta acciodn,
no sdlo afecta a células bacterianas sensibles, sino también
a vesiculas membranosas artificiales (liposomas) de
fosfolipidos. Con estos datos, propusimos inicialmente que
A5-48 inpediria la regeneracién de los protoplastos por su
accién a nivel de membrana, ya qgue los posibles
transformantes no sobrevivirian a la accion bactericida de
AS-48, posiblemene por no expresar ann el gen de resitencia
frente a al antibiético. Esta hipétesis la hemos corroborado
mediante un proceso previo de enriquecimiento con células ya

regeneradas y posterior seleccidn de colornias AS-48&.

Bas&ndonos en la inmobilizacién de células en alginato,
hemos wutilizado a este como el soporte sélido para la
regeneracion de protoplastos (previa transformacién de los
mismos con el plasmido pMBZ), de forma que es posible
realizar una regeneracién incial de los mismos en un medio
conteniendo alginato 2 A Yy sacarosa 0,5 M como
estabilizador osmé6tico en lugar de succinato. Una vez que
los protoplastos han regenerado parcial ¢ totalmente 1la
pared celular (normalmente tras 12-18 h de incubacidén), se
les aplicé una presién selectiva con AS-48. De esta forma se
lograron obtener un total de aproximadamente 10=-1Q4
colonias AS-48m™, las cuales ademas de la resistencia frente
al antibiético, lo producian (a niveles iguales que los
transconjugantes T4-31), y finalmente albergaban el plasmido
PMB2 wutilizado en el experimento de transformacién. Asi
mismo, estas nuevas células se agregaban en medio liquido,
con 1lo cual se demostraba que el plasmido pMB2 es el unico
responsable de 1la agregacién constitutiva en 0OG1X y del

caracter AS-48.



Esta nueva metodologia, creemos que puede ser en el
futuro de gran importancia, sobre todo para la clonacién deil
gen de resistencia frente a A5-48, al mismo tiempo que

confirma nuestra hipétesis sobre la accién del antibiético

sobre los protoplastos de 0G1X.

Finalmente el ualtimo apartado que hemos estudiado ha
sido la caracterizacién fisica del plasmido pMB2 en el
transconjugante T4-31, medi ante digestiones con
endonucleasas de restriccién. Hemos construido un posible
mapa fisico del mismo para las enzimas Sma I, Bam HI, 5ac I,
Bgl 11, Sal 1 y Xba I. La orientacién de los distintos
fragmentos la realizamos mediante digestiones dobles,
primero con Sma I (enzima que linearizé a pMB2) Yy
posteriormente con el resto de las enzimas, con 1lo cual
situamos todos los fragmentos del plasmido que contenian el
corte Sma I. Este mapa se confirmé también con experiencias
de hibridacién que corroboraron la orientacién de los

distintos fragmetos.

Paralelamente, mediante el empleo de un oligonucledtido
sintético, deducido de la secuencia aminoacidica de AS-48
hemos 1localizado un fragmento en el que hipotéticamente se

encontraria el gen estructural gue codifica el péptido AS-48.

La determinacién de la secuencia parcial del péptido
antibidtico AS-48, ha sido realizada mediante secuenciacidén
automdtica por el método de Edman. Sin lugar a dudas, el
aspecto a destacar respecto de esta secuencia es la
conformacién que debe tener A5—-48, puesto que en primer
lugar presentaba el extremo carboxilo terminal bloqueado,
puesto que es resistente tanto a la carboxipeptidasa A y B,
Y en segundo lugar presentaba el extremo N-amino terminal

bl oqueado, de forma que resultaba imposible su secuenciacién
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por el método Edman. Esta estructura 1le permitiria al
péptido AS-48 tener una gran estabilidad y resistencia al
mi smo tiempo, frente a las posibles proteasas Yy

endopéptidas propias del enterococo.

Dada la imposibilidad de secuenciar al antibidtico como
tal estructura, fue necesario realizar digestiones parciales
medi ante tratamiento con endopeptidasa Ve Yy tripsina, vy
posterior purificacidén de los fragmentos obtenidos mediante
cromatogrfia liquida de alta presién (HPLC). De todos los
oligopéptidos originados, se eligidé al VB8-4 para 1la
deduccién del oligonucleétido correspondiente que codifica

esta secuencia aminoacidica.

Conocida 1la secuencia amonacidica de una proteina, la
estrategia de usar oligonucledtidos sintéticos fue propuesta
localizacién del gen estructural que 1o codifica, fue
propuesta incialmente por Wallace et al (1979) . Bajo
apropiadas condiciones, s6lo determinados hibridos se
formardn en la cual todos los nucledtidos estan apareados.
De esta forma es posible designar un oligonucledtido prueba
que "sea una mezcla de todas las posibles secuencias
codi ficadoras para una secuencia aminoacidica dada (Wallace
& Miyada, 1987). Sdélo wuno de los oligonucledtidos de 1la
mezcla serd complementario a la regidén codificante de 1la
proteina. El1 resto de las otras secuencias s6lo formaran
hibridos mal apareados ("mismatched") dentro de esta region.
Basdndonos en estos datos hemos disemado un oligonucledtido
correspondiente a la secuencia del oligopéptido V8-4, que
hemos usado para el rastreo del fragmento que contiene AS-
48.

Esta estrategia ha sido usada con acierto en el mapeo

de ciertos antibidtico peptidicos similares a AS5-48, como
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por ejemplo la nisina (Dodd et al., 1990), el Pep-5 (Kaletta
et al., 1989), 1la Gallidermina (Schnell et al, 1989), bajo

condiciones de hibridacion relativamente suaves.

En nuestro caso, la mayor limitacién cuando usamos esta
mezcla de oligonucledtidos es que obviamente no tenemos un
control positivo para este uso. En este sentido, los
oligonucledétidos, tienen tendencia a unirse especificamente
a regiones o secuencias no complementarias de ADN (Wallace &
Miyada, 1987), sobre todo cuando se usan pruebas inferiores
a 14 bases de longitud, de ahi gque eligiéramos un nucledtido

relativamente largo en cuanto a tamaro (26 mer).

Con nuestros datos, hemos identificado diferentes
fragmentos del plasmido pMBZ que hibridaban con 1la prueba
que habiamos designado. Concretamente con el fragmento R de
Bam HI, con el fragmento B de Xba I, con los fragmentos A de
las digestiones de pMB2 con Sac I, Sal I y Bgl 11, cuando la
temperatura dehibridacidén empleada oscilaba entre 45°-30° C.

Todos estos fragmentos contenian al corte Sma I de pMBZ.

Sin lugar a dudas, uno de los factores criticos en las
hibridaciones corresponde a la temperatura de hibridacién,
junto con el contenido de G + C del oligonucledétido. En este
sentido Suggs et al (1981), determinaron una foérmura
empirica referente a la estabilidad del hibrido formado (Td:
es la temperatura en la cual la mitad del hibrido esta
disociado), de forma que la temperatura de hibridacién (Th)

se realiza entre 2-5 °C por debajo de la Td calculada.

Td= 2 (A + T) + 4 (G + C)

Sin embargo esta férmula tiene varias limitaciones,



concretamente s6lo se emplea cuando la longitud del
oligonucleétido est& comprendido entre 11-23 bases, Yy en
segundo lugar para oligonucleétidos no degenerados. Cuando
se usan oligonucledtidos degenerados, 1la temperatura de
hibridacién no debe de exceder de los 50 °C, junto con la
temperatura de lavado que suele ser de 3I0-40 °C por debajo
de 1la temperatura de hibridacién (Wallace & Miyada, 1987).
En nuestro caso, las temperaturas mas restrictivas que hemos
encontrado correspondian entre 45-50 °C; por encima de esta
no detectabamos sefal de hibridacién. Asi mismo con
temperaturas inferiores, por ejemplo 37 °C, ademds de las
sefales antes descritas, aparecia otra sefal de hibridacidén
correspondiente al fragmento D de la digestién de pMB2 con
Bgl! II, sin embargo no parece probable gque en este fragmento

se encuentre el gen que determina la sintesis de AS—-48.

Empleando esta metodologia, hemos localizado el
fragmento codificante para AS-48 mediante el solapamiento de
los distintos fragmentos de hibridacidn, concretamente al
hibridar con el fragmento menor de Bam HI (fragmento C), vy
con los fragmentos A de las digestiones Sal I y Sac I, los
cuales se encuentran solapados en una zona de 4.9 Kb y en

direccién opuesta, es decir, A5-48 estaria mapeado por los

cortes Sal 1 y Sac I.

La wutilizacién de este oligonucleétido en el futuro,
serd de gran ayuda en la secuenciacidén del fragmento

codificante para AS-48, como cebador del mismo.
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CONCLUSIONES



1. El perfil plasmidico de la estirpe S-48 de Enterococcus
faecalis subsp. liquefaciens, muestra la existencia de 4

plasmidos pMB1, pMB2, pMBI y pMB4 cuyos pesos moleculares

estimados son 90, 68, 5,1 y 2,5 kKb respectivamente.

2. Mediante curacidén espontdnea o bien con tratamientos
mutagénicos con bromuro de etidio y anaranjado de acridina,
se ha logrado la deleccién de plasmido pMB1 (pMBl1-del), 1lo
que ha conducido a la pérdida de la produccién e inmunidad
de la bacteriocina Ec-48. Asi mismo 1la curacién del
plésmido pMEB2, se ha traducido en 1la pérdida de 1la

produccidn vy resistencia al antibidtico AS5-48.

3. Los plasmidos pMEBl y pMB2 transportan, ademds, genes
inducibles por las feromonas sexuales producidas por 1la
estirpe 0OG1X de £. faecalis, responsables de la agregacidn

celular.

4. El carécter Bc—-48 (produccién e inmunidad), puede
transferirse con una elevada frecuencia desde la cepa A—48-
15 (Bc—48*) hasta la cepa 0G1X de E. faecalis, mediante un
proceso de conjugaciétn. Esta transferencia lleva asociada la
adquisicidén por parte de la cepa receptora 0Gl1X de un nuevo
plédsmido de S52Z kKb, derivado del pMBl y designado como
pMB1.1.

5. Este nuevo plasmido pMBl1.1 es de alto numero de copias
y puede ser transferido mediante retroconjugacidn a mutantes
curados de Bc—-48, siendo posible su coexistencia en el mismo
hospedador con el variante deleccionado de pMB1 (pMB1-del)

del mutante;, a pesar de estar estrechamente relacionado.

3
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6. El caracter AS-48 (produccién y resistencia) junto con el
plasmido pMB2, pueden ser transferidos por conjugacidén con
baja frecuencia a £. faecalis 0GIX 6 por transformacién de
protoplastos regenerados en alginato Yy posterior
enriquecimiento de 1los transformantes mediante presion

selectiva con AS5-48.

7. Se ha demostrado el caracter débilmente antigénico del
antibidtico AS-48. La presencia de este antibiético en todas
las estirpes O0G1X (pMB2) escasamente productoras, puede
ponerse de manifiesto mediante técnicas inmunol égicas
(Western-blot).

8. Ademas los transconjugantes 0G1X (pMB2) muestran
agregacidén en medio liquido, debido a la sintesis
constitutiva de proteinas de superficie visibles a

microscopia electrénica de barrido.

?. Las razas 0G1X de E£. faecalis que han adquirido los
plasmidos pMB1.1 6 pMBZ2, producen bacteriocina Bc-48 6
antibidtico AS5-48 respectivamente a niveles mas bajos que
las cepas donadoras y silvestre, probablemente debido al
nuevo fondo genético en el que se encuentran amhos

plasmidos.

10. Se propone el mapa fisico para el plasmido pMB2
establecido mediante el uso de distintas endonucleasas de
restriccién. El1 gen estructural de AS-48 se ha localizado
sobre un fragmento de aproximadamente 4,7 Kb delimitado por

los enzimas Sal I-Sac 1.
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6. E1 caracter AS5-48 (produccién y resistencia) junto con el
plasmido pMB2, pueden ser transferidos por conjugacién con
baja frecuencia a E. faecalis 0G1X 6 por transformacién de
protoplastos regenerados en alginato Yy posterior

enriquecimiento de los transformantes mediante presién

selectiva con AS-48.

7. Se ha demostrado el caracter débilmente antigénico del
antibidtico AS-48. La presencia de este antibidético en todas
las estirpes 0G1X (pMB2) escasamente productoras, puede

ponerse de manifiesto mediante técnicas inmunol dgicas
{Western—-blot).

8. fdemas los transconjugantes 0G1X (pMB2) muestran
agregacion en medio liquido, debido a la sintesis
constitutiva de proteinas de superficie visibles a

microscopia electrénica de barrido.

9. LlLas razas 0G1X de £. faecalis que han adquirido los
plasmidos pMB1l.1 ¢ pMBE2, producen bacteriocina Bec—-48 6
antibidtico AS5-48 respectivamente a niveles mas bajos que

las cepas donadoras y silvestre, probablemente debido al

nuevo fondo genético en el que se encuentran ambos
plasmidos.
10. Se propone el mapa fisico para el plasmido pMB2

establecido mediante el uso de distintas endonucleasas de
restriccién. E1 gen estructural de AS5-48 se ha localizado
sobre un fragmento de aproximadamente 4,9 Kb delimitado por

los enzimas Sal I1-Sac 1.
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