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INTRODUCCION

1. BACTERIOCINAS

1.1 ;Qué son las bacteriocinas?

En la lucha por la supervivencia, los seres vivos han desarrollado sistemas de
defensa frente a los microorganismos acompaiiantes, competidores naturales en sus
habitats (Nissen-Meyer y Nes, 1997). La produccién de pequefios péptidos
antimicrobianos es una estrategia comiin de defensa frente a bacterias, compartida no
s6lo por microorganismos, sino tambi€én por numerosos taxones de animales y plantas,
de los que son ejemplos tipicos las defensinas de mamiferos (Lehrer et al., 1993), la
melitina y cecropinas de insectos (Zasloff, 1987, Rivas y Andreu, 2000) y las thioninas
de plantas (Broekaert et al., 1997). Una de las grandes diferencias entre los péptidos
antimicrobianos producidos por eucariotas y los bacterianos, es la toxicidad que
muestran los primeros, tal es el caso de las defensinas producidas por los neutréfilos
humanos, que son citotéxicas a altas concentraciones para la propia c€lula productora
(Higazi et al., 1996).

La interaccidn antagonista entre bacterias fue descrita por primera vez en 1877
por Pasteur y Joubert al comprobar que algunas cepas de Escherichia coli interferian en
el crecimiento de Bacillus anthracis en animales infectados. Las bacteriocinas fueron
detectadas por primera vez en 1925 por André Gratia, el cual observé que el
crecimiento de algunas cepas de E. coli se inhibia por la presencia de un compuesto
antibacteriano denominado colicina V (Gratia, 1925). Esta bacteriocina fue
posteriormente caracterizada como una molécula de naturaleza peptidica,
termorresistente y dializable. Pierre Frédérique localizé sus determinantes genéticos en
un elemento transmisible por conjugacién, similar al factor conjugativo F (Frédérique,
1954). Las bacteriocinas se definen de forma amplia como "néptidos de sintesis
ribosémica, modificados o no, que son secretados al medio extracelular por muchas
especies bacterianas y que presentan un €spectro de accién bactericida relativamente
estrecho" (Tagg, 1992b; Jack et al, 1995; Diep y Nes, 2002). Fueron inicialmente
descritas en bacterias Gram-negativas, en particular en E. coli y por ello denominadas
colicinas (Lazdunski, 1988). Las bacteriocinas pueden definirse como un amplio grupo
de proteinas antibacterianas con capacidad para matar bacterias relacionadas desde el

punto de vista filogenético, mediante mecanismos tan variados como la inhibicion de la




sintesis de la pared celular, la permeabilizacion de la membrana, o la inhibicién de
diversas actividades enzimaticas. La producciéon de colicinas aparece inducida por
proteinas pertenecientes al sistema de reparacion SOS, por lo que principalmente
gjercen su accion en situaciones de estrés nutricional (Riley y Wertz, 2002). Un segundo
grupo de péptidos antimicrobianos que se ajusta a la definicién de bacteriocina, también
producidos por cepas de E. coli, son las denominadas microcinas, de menor tamafio y
que a diferencia de las anteriores, su sintesis es independiente del sistema SOS
(Papagianni, 2003).

En bacterias Gram-positivas la produccion de este tipo de antagonistas esta muy
extendida (Jack et al., 1995), si bien en los dltimos quince afios las investigaciones se
han centrado de forma prioritaria en el estudio de las producidas por bacterias del acido
lactico (BAL), probablemente debido a la posibilidad de emplearlas como conservantes
naturales de alimentos, con el fin de aumentar la vida util y mejorar la calidad higiénica
de los mismos. Las bacteriocinas producidas por las BAL presentan un conjunto de
rasgos comunes, que incluyen su pequefio tamafio (20-70 aminoécidos) y su naturaleza
anfifilica/hidrofébica, a menudo cargada positivamente a pHs fisiolégicos (Nissen-
Meyer y Nes, 1997; Epan y Vogel, 1999; Ananou, 2003). Ademas, estas sustancias
producidas y secretadas al medio extracelular, presentan una serie de caracteristicas
biotecnolégicas que las convierten en candidatos Sptimos para ser empleadas como

conservantes de alimentos (Kim, 1993; Yang y Ray, 1994; Ananou, 2003), como son: 1)

naturaleza proteica que las hace sensibles a las enzimas proteoliticos del tracto
gastrointestinal, ii) la falta de toxicidad e inmunogenicidad, iii) y su gran estabilidad en
amplios intervalos de pH y temperatura. Ademaés, algunas de ellas presentan un espectro
antimicrobiano muy amplio, capaces de inhibir a bajas concentraciones a un gran
nimero de bacterias Gram-positivas patégenas, toxigénicas o saprofitas frecuentemente
encontradas en alimentos, como ocurre con la enterocina AS-48, cuyo espectro de
accién se extiende a bacterias Gram-negativas, y cuya actividad se mejora tras
tratainientos que producen dafios subletales en estas cé€lulas (Galvez et al., 1989;
Abriouel et al, 1998). Dada la creciente preocupacién que, en la sociedad actual,

plantean los conservantes quimicos, las BAL productoras de bacteriocinas o las

bacteriocinas por ellas producidas, estin siendo utilizadas en el procesado y

conservacion de numerosos alimentos.



INTRODUCCION

[ .as bacteriocinas a menudo se confunden en la literatura con los antibiéticos (Hansen,
1993; Hurst, 1981), lo que podria entorpecer su uso en aplicaciones alimentarias desde
un punto de vista legal. Pero ambos metabolitos presentan muchas diferencias en lo
relativo a su sintesis, modo de accidn, espectro antibacteriano, toxicidad y mecanismo

de resistencia, las cuales se recogen de forma resumida en la Tabla 1 (Cleveland et al.,

2001).

Caracteristicas Bacteriocinas Antibioticos

Clinica
Variada

Metabolitos primarios Metabolitos secundarios
' Espectro variable
Cambios en la diana (p.e. Mutacién o adquisicion de
plasmidos de resistencia
&4 Diversas dianas celulares

| formacion de poros
i Desconocidos Dianas especificas

= (4 ] ]
L : ., e g
e e o ﬁ*ﬁ
i o AT
BT S £t

Tabla 1.- Principales diferencias entre bacteriocinas y antibiéticos (Cleveland et al, 2001).

1.2 Ventajas del empleo de bacteriocinas de las BAL

A las cualidades ya enumeradas de las bacteriocinas se une el que algunas
especies de BAL, en particular aquellas pertenecientes al género Lactobacillus y ciertas
especies intestinales de Enterococcus, son importantes componentes de la dieta de
humanos y animales, y por ello consideradas como probidticos (Becquet, 2003;
Salminen et al., 1996; O’Sullivan et al., 1992; Mitra y Golam, 1990). Se aplica la
cualidad de probidtico a organismos que pueden ser empleados como “suplemento
alimentario vivo por afectar de forma beneficiosa al huésped animal mejorarando su
equilibrio intestinal” (Fuller, 1989). En los tltimos afios se ha producido un desarrollo
explosivo de esta rama aplicada de la Microbiologia, que ha conducido al aislamiento y

desarrollo de nuevas cepas probidticas y a la puesta a punto de las metodologias




especificas que permiten agilizar la identificacion de propiedades adecuadas para la
obtencién de nuevos alimentos funcionales (Pintado et al, 2003). Se dispone ya de
muchas evidencias sobre las actividades de los microorganismos considerados como
probidticos que, como primer efecto beneficioso, previenen la colonizacion del tracto
gastro-intestinal por una variedad de patégenos gracias a que estas bacterias se unen a
los enterocitos e impiden la adhesioén de los patdégenos a la mucosa intestinal, mediante
la producciéon de sustancias inhibidoras (mecanismo de exclusion competitiva).
Ademas, a los probidticos se les atribuyen actividades beneficiosas ya que parecen
incrementar la calidad nutritiva de los alimentos, facilitan la digestiéon de la lactosa, y
controlan las infecciones intestinales; ademas de otras supuestas, y no bien demostradas,
tales como la inhibicién del desarrollo de algunos tipos de canceres y la reduccion del
colesterol sanguineo (Gilliland, 1990; Montville y Winkowski, 1997; Franz et al.,
1999). Por todo ello, los alimentos que los contienen son considerados como alimentos
funcionales (nutracetticos o farma alimentos) (Golberg, 1994).

En estudios recientes se ha demostrado la existencia de bacteriocinas en los
alimentos tradicionales producidos por las BAL (Cleveland et al., 2001) que por tanto
han sido consumidas durante siglos, lo que representa un largo historial de empleo

seguro. Muchas BAL producen uno o maés tipos de bacteriocinas, pero las mas utiles

para su uso como bioconservantes son las producidas por bacterias consideradas "de
grado alimentario” o GRAS, (“generally recognized as safe”) que son reconocidas como
seguras para su empleo en el procesado de alimentos. Hasta hoy, la unica bacteriocina
aprobada como aditivo alimentario es la nisina, cuyo uso esta permitido y reglamentado,
segiin los paises, en quesos, postres, leche, yogur, bebidas fermentadas, carne, pescado
y productos enlatados (WHO, 1969; FDA, 1988; Delves-Broughton et al., 1996), s1 bien
también se utilizan, a nivel industrial, cultivos iniciadores que incluyen cepas de P.
acidilactici productoras de pediocina (Cleveland et al., 2001). En la actualidad la
comunidad cientifica estd investigando la utilidad de la tecnologia de barreras, que
utiliza tratamientos quimico o fisicos combinados con el empleo de las bacteriocinas,

los cuales, actuando de forma sinérgica, estan siendo de gran utilidad para prolongar la

vida media y seguridad de los alimentos.
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1.3 Clasificacion de las bacteriocinas de las BAL

I.as bacteriocinas de las BAL constituyen un grupo heterogéneo de antagonistas
bacterianos cuyo tamafio molecular va desde unos pocos miles de daltons hasta
moléculas més complejas, siempre de naturaleza exclusivamente proteica. Atendiendo a
sus caracteristicas estructurales y actividad biol6gica, Klaenhammer (1993) establecio
cuatro clases de bacteriocinas, de las que actualmente sélo se mantienen tres. La
existencia de la cuarta clase de bacteriocinas, en la que se encuadraban moléculas
complejas de naturaleza mixta, es decir proteinas acomplejadas con lipidos o
carbohidratos, fué descartada con posterioridad al comprobarse que se tratataba de
artefactos, debido a la tendencia natural de este tipo bacteriocinas a formar agregados
con componentes celulares y del medio (Nes et al, 1996). El descubrimiento y la
caracterizacion de nuevas bacteriocinas ha impuesto notables modificaciones en la
clasificacién propuesta por Klaenhammer (Nes et al., 1996; Franz et al., 1999; Van
Belkum y Stiles, 2000; Cleveland et al., 2001; Diep y Nes, 2002; Ross et al., 2002),
reconociéndose en la actualidad tres grupos de bacteriocinas con varias subclases:

Clase I: Lantibiéticos. Formada por pequefios péptidos hidréfobos (<5 kDa) que
presentan en su composicién aminoacidos modificados: lantionina, metil-lantionina,
dideshidroalanina y dideshidrobutirina (Sahl et al., 1995). Son moléculas producidas
exclusivamente por bacterias Gram-positivas, altamente termoestables que actian a
nivel de la membrana celular (McAuliffe et al., 2001). Recientemente, Diep y Nes
(2002) han propuesto dos subclases dentro de esta clase I:

o Subclase A: Péptidos lineales y catidénicos, capaces de formar poros en la
membrana celular: la nisina, producida por L. lactis subsp. lactis (Rogers, 1928,;
Mattick v Hurst, 1944) es el prototipo de esta subclase de lantibidticos, pero
también se incluyen la epidermina de S. epidermidis (Schnell et al., 1989) y la
lacticina 481 de L. lactis (Piard et al., 1993; Rince et al., 1994) como ejemplos

de ella.
E Subclase B: Péptidos globulares, sin carga neta o con carga neta negativa: la
lacticina 3147 de L. lactis (Ryan et al., 1999), la citolisina producida por E.

faecalis, que presenta actividad bactericida-hemolitica (Gilmore et al., 1990), y

la estafilococina C55 producida por Staphylococcus aureus (Navaratna et al.,

1998).




Clase II: Pequefios péptidos termoestables no-lantibidticos. (<10 kDa). En esta
categoria se incluye una serie de péptidos catiénicos termorresistentes, que carecen de
residuos modificados, pero con caracteristicas genéticas y quimicas muy variadas, por
lo que su clasificacién esta siendo especialmente problematica. Son producidas tanto
por bacterias Gram-positivas como por E. coli (por ejemplo la colicina V y la microcina
24) (Fath et al., 1994; Havarstein et al.,, 1994; O'Brian y Mahanty, 1996). Al igual que
la mayoria de las bacteriocinas, presentan actividad a nivel de membrana (Bruno y
Montville, 1993), en la que producen poros a través de los cuales se realiza la pérdida de
electrolitos, que desencadena el desequilibrio 16nico y la lisis celular.

En la primitiva clasificacién de Klaenhammer (1993) ya se distinguian tres
subclases:

a Subclase I1a: Incluye bacteriocinas que poseen el motivo YGNGVXC, que es
un sitio de procesamiento Gly—-Gly"l-)(aa+1 para dar lugar a la bacteriocina
madura. Constituyen la familia de las pediocinas con actividad anti-Listeria, en
la que se podrian citar la pediocina PA-1/AcH producida por varias cepas de
Pediococcus acidilactici (Henderson et al., 1992; Lozano et al., 1992), la
sakacina A de Lactobacillus sake (Holck et al., 1992), y la enterocina A de L.
faecium (Aymerich et al., 1996).

s Subclase IIb: Bacteriocinas heterodiméricas, cuya actividad depende de la
existencia de dos péptidos, o y B: incluye la lactococcina G de L. lactis (Nissen-
Mayer et al., 1992), la lactacina F de de Lb. johnsonii (Allison et al., 1994), y las
plantaricina EF y JK de Lb. plantarum (Anderssen et al., 1998).

# Subclase Ilc: Péptidos caracterizados porque su actividad depende de la
presencia de un grupo tiol en su molécula (Klaenhammer, 1993), o bien porque

su secrecién se efectiia mediante el sistema general Sec (Nes ef al., 1996): las

lactococcinas A y B de L. lactis (Holo et al., 1991; Van Belkum ef al.,1991) yla
acidocina B de Lb. acidophilus (Leer et al., 1995). Posteriormente, tras la
comprobacién de que este sistema de secrecion puede ser utilizado por la
subclase Ila, se eliminé este criterio de la subclase Ilc propuesto por Nes en
1996 (Cintas et al., 1997; Cleveland et al., 2001).

Sin embargo, en la tltima clasificaciéon presentada por Diep y Nes (2002), se

propone la existencia de tres nuevas subclases:
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* Subclase IId: Bacteriocinas sin péptido sefial, como las enterocinas L50A vy

L50B de E. faecium (Cintas et al., 1998) y la enterocina EJ97 de E. faecalis
(Sanchez-Hidalgo et al., 2003).

* Subclase Ile: Bacteriocinas circulares como la enterocina AS-48 producida por
E. faecalis, la circularina A producida por Clostridium beijerinckii ATCC
25752 (Kemperman et al., 2003), la gassericina A de Lb. gasseri (Kawai et al.,
1998) y la acidocina B de Lb. acidophilus (Leer et al., 1995). Dadas las
caracteristicas estructurales y bioldgicas de estas bacteriocinas, diversos
investigadores (Kemperman et al., 2003; Maqueda et al., 2004) han propuesto la
creacion de una nueva clase para incluir a estos péptidos circulares que
presentan modificaciones postraducionales complejas, asi como actividad
biolégica y caracteristicas fisico-quimicas particulares, que permiten
diferenciarlas claramente de las otras clases de bacteriocinas de las BAL.

& Subclase IIf: Bacteriocinas no agrupables, tales como la lactococcina A (Holo
et al., 1991), la lactococcina B (Van Belkum et al., 1991) ambas producidas por
L. lactis y la enterocina B de E. faecium (Casaus et al., 1997).

Las bacteriocinas de las clase I y II han sido las mas investigadas,

probablemente debido a su estabilidad al calor que las hace mas adecuadas para su

empleo en la conservacion de alimentos.

Clase III: Grandes proteinas termolabiles (>30 kDa). Se trata de bacteriocinas
complejas en cuanto a su actividad bactericida y/o a su estructura proteica. Como
ejerﬁplo cabe citar la helveticina J producida por una cepa de Lb. helveticus (Joerger y
Klaenhammer, 1986), la bacteriocina Bc-48 producida por E. faecalis (Lopez-Lara et
al., 1991) y la enterolisina A de E. faecium (Nilsen et al., 2003).

1.4 Aspectos genéticos de la produccién de bacteriocinas

Los genes estructurales responsables de la sintesis de bacteriocinas han sido
encontrados tanto en el cromosoma como en plasmidos, y en algunos casos se localizan en
elementos genéticos méviles similares a transposones. Esto puede explicar el hecho de que
sea bastante comun encontrar la misma bacteriocina en diferentes especies bacterianas,
como se ha referido para la enterocina AS-48 que es producida por especies de E. faecalis
y E. faecium (Folli et al., 2003) o como ocurre con la sakacina P, producida tanto por Lb.

sake LB 706 como por Lb. curvatus LTH1174. En este sentido se han encontrado los

9



genes sap en un total de 15 aislados diferentes de Lb. sake, pese a que muchos de ellos no
producian la bacteriocina (Diep y Nes 2002). En el caso de cepas productoras de multiples

bacteriocinas, sus determinantes genéticos pueden estar codificados por plasmidos

~ diferentes como ocurre con las bacteriocinas Bc-48 y AS-48 producidas por E. faecalis

(Martinez-Bueno et al.,1990, Lépez-Lara et al, 1991) y las enterocinas L50A y L50B de E.
faecium L50 (Cintas et al., 1998), o en un plasmido y en el cromosoma bacteriano, caso de
las carnobacteriocinas B2 y BM1 de Carnobacterium piscicola LV17B (Quadri et al.,
1995), o incluso formar parte de un mismo cluster de genes como ocurre con las
bacteriocinas de Lb. plantarum C11 (Diep et al., 1996).

La organizacién genética de las bacteriocinas estd en general, bien conservada.
Se sabe que ademas del gen estructural de la bacteriocina, son necesarios determinantes
genéticos relacionados con la inmunidad y el transporte y, en su caso, los responsables
de las modificaciones postraduccionales cuando existen, en ocasiones formando parte
del mismo operén o incluso en operones diferentes. Es interesante destacar que en
muchas bacteriocinas, el gen de la inmunidad se encuentra situado a continuacion del
gen estructural, probablemente para asegurar 1a autoprotecciéon de la cepa productora
(Diep y Nes, 2002). También es frecuente que la mayoria de las bacteriocinas sean
sintetizadas como prepéptidos con un péptido lider que es eliminado durante su exporte.
En muchos no lantibiéticos y también en algunos lantibi6ticos, el péptido sefial contiene
una doble glicocola que es reconocida como punto de rotura por un transportador de tipo
ABC (Havarstein et al., 1994), en otros casos, el transporte corre a cargo del sistema
general de secrecion (via Sec), y ain algunas son sintetizadas sin péptido sefial (Ent L50) y
poco se conoce sobre su mecanismo de exporte (Floriano et al., 1998). En todo caso, la
regién genética responsable de este tipo de bacteriocinas suele contener determinantes
genéticos responsables de transportadores ABC que no requieren la existencia de estos
péptios sefial y, por tanto, pueden estar directamente involucrados en el transporte de
bacteriocinas (Diep y Nes 2002).

En algunos sistemas bacteriocinogénicos se ha descrito la existencia de reguladores
de la expresion de bacteriocinas que responden al sistema conocido como quorum sensing,
es decir que la produccién de bacteriocina depende de la presencia de un alto nimero de
células en el medio. Esto sugiere que el incremento del numero de células productoras de
bacteriocina dispara una ruta de transduccién de sefiales, que regula la expresion de los

genes involucrados. En la forma més caracteristica se trata de un sistema regulador de tres

componentes: un péptido inductor, una histidin-kinasa (HK) que sirve como Sensor y un
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regulador de respuesta (RR), cuya funcién es la activacién de la expresion genica. En las
bacteriocinas reguladas por este tipo sistemas, todos los operones involucrados en la
produccién de la bacteriocina se activan de forma concertada tras la induccién, siendo
objeto de un mecanismo regulador comin (Nes et al.,, 1996; Nes y Eijsink, 1999). El
analisis de la region promotora de estos operones a menudo revela la existencia de
secuencias reguladoras que son repeticiones directas como las identificadas en los sistemas
de la plantaricina A y sakacina P, en las que sirven como sitios de unién a los reguladores
de respuesta implicados en la activacién génica (Diep et al., 1996; Risoen et al., 2000).
I.os determinantes genéticos responsables de las HK y el regulador de respuesta (RR), con
frecuencia se localizan adyacentes al resto de genes implicados en la produccion de la
bacteriocina. En el caso de los lantibidticos nisina y subtilina, fue sorprendente encontrar
que las propias bacteriocinas actuaban como péptidos inductores (Entian y de Vos., 1996;
Klein et al., 1993). En otros sistemas lantibidticos, como la mersacidina, epidermina y
estreptococcina A-FF22, el correspondiente péptido inductor no ha sido descrito, pese a
que presentan genes con homologias con los genes reguladores de nisina y subtilina. En el
caso de bacteriocinas no lantibidticos tales como plantaricinas, sakacinas,
carnobacteriocinas y enterococinas, la organizacién de los genes reguladores esta incluso
mas conservada y ha sido referida como sistema regulador de tres componentes: el gen del
péptido inductor est4 siempre seguido por los correspondientes genes de la HK y el RR en

el mismo operén (Nes et al., 1996). Los péptidos inductores actian a concentraciones
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minimas, variando desde valores 10"* M (plantaricina A) hasta 10” " M (enterocina F), y

comparten las mismas propiedades fisico-quimicas que las bacteriocinas, es decir, son
pequefios péptidos catiénicos y a menudo se sintetizan como precursores con un péptido
sefial que contienen una doble glicina, por lo que se piensa que podrian seguir la misma
ruta de secrecién que la mayoria de las bacteriocinas (Diep et al., 1995; Nilsen et al.,
1998). Dos casos especiales son la plantaricina A y la carnobacteriocina CB2, que también
poseen actividad antimicrobiana e inductora, sin embargo, mientras que el gen que codifica
la plantaricina A esté localizado en un operon junto a sus correspondientes HK y RR (con
la organizacién genética tipica de un sistema regulador de tres componentes), el gen para la
carnobacteriocina CB2 estd seguido por un determinante responsable de la proteina de la
inmunidad (organizacién tipica de un gen estructural de una bacteriocina). Ademas, el
sistema de la carnobacteriocina CB2 tiene también su correspondiente péptido inductor
como cualquier bacteriocina regulada por quorum sensing (Nes et al., 1996; Nes y de Vos.,

1999; Quadri et al., 1997, Kleereberem et al., 1997). Se cree que las bacterias implicadas
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en la produccién de bacteriocinas reguladas mediante péptidos inductores, secretan de
forma constitutiva pequefias cantidades de péptido inductor al medio, y cuando se alcanza
un cierto umbral, la sefial es rapidamente reconocida y procesada por los correspondiente
HK y RR, que dirige todo el proceso en el locus de la bacteriocina, incluido el propio
operén regulador. Todo ello conduce a un bucle de autoactivacién que incrementa
fuertemente la expresion génica. También se ha sugerido que factores ambientales como
pH, temperatura y nutricién pueden modificar este proceso. De hecho, la composicion del
medio y la disponibilidad de oxigeno afectan la produccién de sakacina P (Brurberg et al.,
1997), y la produccién de sakacina A est4 regulada por un sistema de dos componentes de

forma dependiente de la temperatura (Diep et al., 2000). La gran mayoria de cepas

bacteriocinogénicas producen activamente la bacteriocina s6lo durante un periodo discreto
de tiempo, sin embargo el mecanismo mediante el cual regulan el cese de la produccion es

todavia desconocido, aunque recientemente se ha comenzado a estudiar el proceso de

regulacién negativa en Lb. plantarum (Diep et al., 2001).

2. EL GENERO Enterococcus

Los enterococos son cocos Gram-positivos con bajo contenido en G+C (<50%),
carentes del enzima catalasa, que se agrupan en parejas o cadenas cortas. Son anaerobios

facultativos, quimiorganotrofos, carentes de algunos citocromos y por ello con

metabolismo exclusivamente fermentador. Durante el crecimiento producen éacido lactico

como metabolito final (homofermentador) y cantidades muy pequefias de acetico, férmico

y etanol, pero no producen gas. Los enterococos, anteriormente clasificados dentro del
género Streptococcus fueron descritos en 1899 por Thiercelin, y la creacion del genero
fué propuesta por Thiercelin y Jouhaud en 1903. Andrews y Horder (1906) los
clasificaron como Streptococcus faecalis y se consideraron €omo organismaos
potencialmente patégenos, al ser aislados en pacientes con endocarditis. El nombre
especifico "faecalis"” se debe a que presentaban bastantes similitudes con cepas aisladas
del intestino humano. Unos afios mas tarde, Rebecca Lancefield (1933) desarrollé un
sistema de tipado serolégico que permitié separar diversos grupos de estreptococos, en
el cual aquellos de “origen fecal” constituian el grupo antigénico D, debido a la
presencia de glucosa en las cadenas laterales del acido glicerol teicoico de la pared
celular. Esta agrupacién estd relacionada con la propuesta por Sherman (1937) que

establecié 4 divisiones designadas como estreptococos piogenicos, viridans, lacticos y
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enterococos. El grupo de enterococos incluia §. faecalis, S. faecium, S. bovis y S.
equinus, mientras que la creacion de la especie S. durans, importante en microbiologia
de alimentos por no ser de origen fecal (Franz et al., 1999), fue muy discutida como

especie separada o como subespecie de S. faecium.

Aunque siguiendo los esquemas de la taxonomia clasica la clasificacion de los
enterococos es vaga, ya que no presentan caracteristicas fenotipicas immequivocas que
permitan distinguirlos de otros cocos Gram-positivos carentes de catalasa (Devriese et
al., 1993), 1a mayoria de las especies son facilmente diferenciables por su capacidad de
crecer a 10 y a 45 °C, en presencia de 6,5% de CINa, a pH 9,6 y en presencia de 40%
bilis, 0,04% de azida sodica o en leche con 0,1% de azul de metileno, y, ademas, por
sobrevivir al calentamiento a 60°C durante 30 min (Hardie y Whiley, 1997; Morrison et
al., 1997). Algunas cepas de lactococos, pediococos, aerococos y leuconostoc, tambien
crecen en presencia de 6,5% de CINa, sin embargo, E. cecorum, E. columbae y E. avium
no lo hacen (Devriese ef al., 1993). Los pediococos y algunos lactococos crecen a 45°C,
mientras que la mayoria de lactococos, leuconostoc y algunos estreptococos crecen a
10°C, pero no a 45 °C (Murray, 1990, Devriese et al., 1993). Méas aun, la distincion
filogenética de especies o “grupos de especies”, requiere en algunos casos hacer uso de

la composicién de la pared celular, fisiologia, crecimiento y actividad bioquimica

(Devriese et al., 1993).

La creacién del género Enterococcus ha sido reciente, gracias a los trabajos de

Schleifer v Kilpper-Bilz en 1984, que mediante hibridaciones ADN-ADN y ADN-
ARNr pudieron demostrar que S. faecalis y S. faecium eran lo suficientemente distintos
del resto de los estreptococos como para separarlos. Basandose en la catalogacion de
ARNr 16S (Ludwing et al., 1985, Willians et al., 1991), en hibridaciones ADN-ADN y
ADN-ARNT, v en estudios serolégicos con sueros anti-superéxido dismutasa (Schleifer
et al., 1985), los estreptococos en sentido amplio fueron subdivididos en tres géneros:
Streptococcus “sensu stricto”, Enterococcus 'y Lactococcus (Devriese et al., 1993).

De acuerdo con la nueva clasificacién filogenética, los enterococos pertenecen al
Phylum II formado por bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C. Forman
parte del Orden Lactobacillales (Clase Bacilli), junto a otros muchos generos
reconocidos en la actualidad de las BAL con morfologia cocoidea o bacilar:
Aerococcus, Carnobacterium, Globicatella, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella v Lactobacillus

(Devriese et al., 1993; Devriese y Pot, 1995). Dentro de este grupo, los enterococos

13




presentan una mayor cercania filogenética a Vagococcus, Tetragenococcus 'y

Carnobacterium (Devriese y Pot, 1995).

Crecimiento a Crecimiento en presencia de
Especie Esculina Antigeno

e 6.5% 40% 0.04% Grupo D
> | _ NaCl Bilis Azida

D. + N.D. + +
+ A% V/i+ N.D. + +
+ V/+ + + + +
(+) - (+) - + =
N.D. - (+) - ) )
N.D. +/- + - + -
+ + + + + (+)
+ + 3 + + +
+ + + % + \%
V/- V/+ N.D. + + + + +
+ + + + + + + +
+ - N.D. + + + + +
+ + + + + + + \%
+ - + + + N.D. + +
¥ - N.D. + + + + +
+ + + + + + + +
5 + N.D. ¥ N.D. N.D * +
+ + + +/- V/+ N.D. + s
+) o + + V/+ N.D. + N.D.
+ + N.D. ¥ N.D. N.D + (+)
+ + N.D. (+) 5 N.D + "
+ + N.D. + + N.D 3 +
; 3 - N.D. + 2 N.D. + -
N.D N.D. + 4 + + N.D

Tabla 2.- Caracteristicas fisiologicas de las especies pertenecientes al género Enferococcus. N.D., no

determinado; (+), usualmente positivo; V, variable; +/-, en la literatura aparecen datos distintos. No

hemos incluido la especie E. solitarius, ya que segin los datos moleculares perteneceria al género

Tetragenococcus (Doming et al.,2003).

Los estudios quimiotaxonémicos y filogenéticos realizados desde 1984, han
concluido con la asignacién de méas de 20 especies al género Enterococcus que se
exponen en la Tabla 2, en la que no se ha incluido la especie E. solitarius porque segun
los datos moleculares perteneceria al généro Tetragenococcus (Domig et al., 2003). Se
trata de uno de los géneros mas importantes de las bacterias del acido lactico por su
amplia distribucién ambiental y la gran variedad de nichos ecoldgicos que ocupan -
desde diversos alimentos fermentados hasta el tracto intestinal del hombre y animales-
en los cuales ejercen un papel beneficio. Como integrantes habituales de la microbiota
intestinal, los enterococos pueden servir como indicadores de contaminacién fecal,

siendo particularmente importantes en Microbiolo gia de Salud Publica y Alimentaria.
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E. faecalis y E. faecium han sido sospechosos de ser agentes causales de
enfermedades transmitidas por alimentos, sin embargo, esto nunca se ha podido
confirmar (Dack, 1956; Stiles, 1989). E. faecalis se asume que es mas importante en
Microbiologia Clinica como productor de infecciones nosocomiales (patogenos
oportunistas), y tanto E. faecalis y en particular E. faecium han desarrollado resistencia
a un gran nimero de antibidticos, incluyendo los antibidticos glucopeptidicos,
vancomicina y teicoplanina (Klein, 2003). Sin embargo y como contrapartida a este
panorama poco halagiiefio, diversas cepas de enterococos estan siendo empleadas como
probiéticos y otras muchas estan involucradas en fermentaciones de alimentos lacteos,
en particular de ciertos quesos tales como el Manchego (Ordoéfiiez et al., 1978), el de La
Serena (Del Pozo et al., 1988) o Cebreiro (Centeno et al., 1996). Estan también
asociados a otras fermentaciones naturales, como las de aceitunas de mesa y de
productos africanos fermentados (Olasupo et al., 1994; Franz et al., 1996). Ademas los
enterococos pueden constituirse en la poblacién dominante en carnes tratadas con calor
y empaquetadas (Houben, 1982; Bell y De-Lacey, 1984; Andre-Gordon y Ahmad,
1991). Precisamente esta doble naturaleza de los enterococos es lo que provoca mas

reticencias a la hora de su aplicacién como probidticos o como cultivos iniciadores en

la industria alimentaria.

2.1 Caracteristicas genéticas del género Enterococcus

En los enterococos se han descrito varios mecanismos de transferencia de genes,
dependiendo de la presencia de plasmidos tanto conjugativos como no conjugativos, y de
transposones. En estos elementos se han localizado determinantes genéticos responsables
de hemolisinas, bacteriocinas y de resistencia a antibiéticos (Clewell, 1990; Simjee y Gill,
1997). De todas las especies de este grupo, L. faecalis es, con diferencia, la mejor
caracterizada genéticamente. Los plasmidos conjugativos que alberga pueden ser
plasmidos que responden a feromonas O plasmidos conjugativos “normales™ que se
caracterizan por presentar un amplio rango de hospedadores bacterianos (por ejemplo el
plasmnido pAMP1 ha sido transferido a lactococos, lactobacilos, S. aureus y a especies
de Bacillus). Ademas, se transfieren con muy baja frecuencia en medios liquidos y
presentan con frecuencia determinantes de resistencia a drogas. Los plasmidos que
responden a feromonas, llamados también plasmidos sexuales, se caracterizan por tener

un estrecho rango de hospedadores (normalmente intraespecifico) y se transfieren en
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medio liquido con alta frecuencia. También pueden albergar genes de resistencia a
antibidticos, o pueden codificar la produccién de hemolisina o de bacteriocinas.
Ocasionalmente, ambos tipos de plasmidos pueden coexistir en una misma célula,
entonces la frecuencia de transferencia de los plasmidos normales suele incrementarse,
ya que la respuesta a las feromonas provoca un estrecho y prolongado contacto fisico
entre las células donadora y receptora que favorce la transferencia. Hay ademas un
tercer grupo conocido como plasmidos movilizables, que son aquellos no
autotransmisibles pero que pueden ser transferidos por la accién de un plasmido
conjugativo coexistente en la misma bacteria.

El primer genoma secuenciado de Enterococcus, llevado a cabo por el equipo de
Fraser (2003), ha sido el de la cepa V583 perteneciente a la especie E. faecalis, en la cual
se ha descrito un cromosoma bacteriano de 3,2 Mb y tres plasmidos, uno de los cuales
contiene un transposén conjugativo que porta resistencia a la vancomicina. El analisis
genémico ha revelado que tanto la resistencia a antibiéticos como los determinantes de
virulencia est4n codificados por elementos genéticos méviles que podrian contribuir a la
propagacion de estas caracteristicas a otros patégenos nosocomiales Gram-positivos. La
importancia de esta transferencia de genes es aun mas patente por la observacion de que el
10% de las ORFs estan relacionadas con profagos. Aparecen, ademas, integrasas cerca de
islas genémicas que codifican factores de virulencia encontrados en otros patogenos Gram-
positivos, incluyendo L. monocytogenes, S. aureus, S. pneumoniae 'y 5. Sanguis (Yother et
al., 2002). Otra caracteristica interesante descrita en este estudio, es la existencia de 35
sistemas de fosfotransferasas (PTS), que dirigen la entrada de muchos azicares al interior
de las bacterias anaerobias o con metabolismo fermentador de forma dependiente de la
presencia de fosfoenol piruvato (PEP). También se han identificado 17 sistemas de
transduccién de sefiales de dos componentes capaces de detectar y responder a estimulos
medioambientales (Yother et al., 2002). En suma, el anélisis genético realizado confirma

que E. faecalis es un organismo con una importante versatilidad genética.

2.2 Patogenicidad

I.os enterococos han sido reconocidos como patdégenos nosocomiales causantes

de bacteremia, endocarditis e infecciones del tracto urinario entre otras (Morrison et al.,

1997). Pueden actuar como patogenos oportunistas causando infecciones en pacientes

muy debilitados o inmunodeficientes (Morrison et al., 1997). Entre los enterococos
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aislados de infecciones en humanos predomina E. faecalis (mas del 80%), mientras que

E. faecium esté asociado al 20% restante (Jett e al., 1994).

Una causa que esta contribuyendo especificamente a la emergencia de estas
infecciones es la resistencia de los enterococos a una amplia variedad de antibioticos
(Leclerq, 1997); presentan resistencia intrinseca a ciertos antibidticos codificada en
determinantes genéticos cromosémicos, lo que las distingue claramente de las
resistencias adquiridas localizadas en pldsmidos o transposones (Franz et al., 2003).
Entre las intrinsecas tenemos la resistencias a cefalosporinas, [-lactdmicos y
sulfonamidas; ejemplos de resistencias adquiridas incluyen al cloranfenicol,

eritromicina, altos niveles de aminoglucésidos, tetraciclina, altos mniveles de

B—lactamicos, fluoroquinolonas y glucopéptidos como la vancomicina (Murray, 1990;
Leclercq, 1997). La resistencia a la vancomicina es especialmente importante ya que
este antibidtico es considerado el dltimo recurso.en el tratamiento de infecciones

enterococicas con resistencias multiples.

De todas formas, y pese a este importante factor, la resistencia por si sola no
puede explicar la virulencia de los enterococos. La patogénesis implica fenomenos de
colonizacién y adhesién a los tejidos del hospedador, invasiéon de éstos, resistencia a los
mecanismos de defensa del hospedador, y por dltimo el microorganismo invasor ha de
producir alteraciones patolégicas, ya sea directamente mediante toxinas o
indirectamente a causa del proceso inflamatorio desencadenado por el hospedador
(Johnson, 1994). Entre los posibles determinantes de virulencia de esta bacteria se
encuentran:

e ILa sustancia de agregacién (SA): se trata de una adhesina codificada por
plasmidos que responden a feromonas, cuya funcién es mediar en la formacion
de agregados celulares, lo que permite una alta eficiencia en la transferencia de
estos plasmidos (Clewell, 1993; Dunny et al., 1995). La SA contiene dos
motivos aminoacidicos RGD (Arg-Gly-Asp), que promueven la adhesion de E.
faecalis a células eucariotas, entre las que se incluyen macroéfagos humanos y
distintas células del epitelio intestinal (Sartingen et al., 2000; Siibmuth et al.,
2002). La SA también une a proteinas de la matriz extracelular, como la
fibronectina y la trombospondina (Rozdzinski et al., 2001). También parece que
promueve la internalizacién de los enterococos por enterocitos (Sartingen et al.,

2000) y que la adherencia a neutréfilos en los que luego incrementa la
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supervivencia intracelular. La sustancia de agregacién es por tanto considerada

un importante factor de virulencia, ya que actiia a la vez como adhesina y como

Invasina.

La proteina de superficie enteroc6cica (Esp): actua también como una adhesina
y esta codificada cromosémicamente. La incidencia de Esp se ha demostrado
que es mayor entre las cepas clinicas de E. faecalis que en las aisladas a partir de
individuos sanos (Shankar et al., 1999). In vitro la incidencia de Esp incrementa
la hidrofobicidad celular, asi como la adherencia a superficies inertes y a la
formacion de biopeliculas (Toledo-Arana et al., 2001).

I.a adhesina de colageno de E. faecalis (Ace): es otra adhesina enterococica
similar a las que se unen a las proteinas de la matriz extracelular. No sélo es
capaz de unirse al colageno (tipos I y IV), sino también a la laminina.
Nallapareddy et al (2000) demostraron que esta proteina es expresada por los
enterococos durante las infecciones en humanos. Tanto Esp como Ace contienen
una regién central variable. Shankar et al (1999) propusieron que esta
variabilidad podria esta relacionada con la evasién de la respuesta inmune,
pudiendo ayudar al enterococo a persistir en el hospedador.

I.a citolisina o bacteriocina-hemolisina (Cyl): (descrita en el apdo XX de
Introduccién) es capaz de lisar eritrocitos y otras células eucariotas provocando
dafios tisulares; esta toxina celular incrementa la virulencia en modelos
animales. En Japén se ha encontrado que el 60% de las cepas clinicas
involucradas en infecciones presentan fenotipo hemolitico comparado con el
17% de las aisladas en individuos sanos (ke et al., 1987). En Alemania, sin

embargo, s6lo el 16% de las cepas de E. faecalis aisladas en sangre tenian
actividad hemolitica (Elsner et al., 2000). Asi la citolisina esta involucrada, pero
no es un pre-requisito para la virulencia, ya que las cepas de enterococos no
hemoliticas pueden causar infeccién (Jonson, 1994). La citolisina, por su
capacidad de lisar células del sistema Inmune, contribuye también a la
supervivencia del microorganismo en el hospedador (Franz et al., 2003).

Proteasas: se cree también que estdn implicadas en la patologia enterocdcica.
Destaca la gelatinasa, una metalo-endopeptidasa extracelular que actia sobre los

tejidos que contienen colageno y cuya produccién incrementa la patogenicidad

en modelos animales (Coque et al., 1995; Qin et al., 2000).
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e Superdxido extracelular: la produccion de superdxido extracelular es otro rasgo
asociado a la virulencia en enterococos y a la bacteremia, se cree que actuaria

provocando dafios tisulares (Huycke et al., 1988).

2.3 Principales bacteriocinas producidas por especies del género Enferococcus

Son muy numerosos los trabajos que describen la produccién de bacteriocinas en
el género Enterococcus, en ocasiones referidas como enterocinas. La mayoria de los

estudios han sido realizados con cepas pertenecientes a las especies E. faecalis y E.

faecium (Park et al., 2003; De Vuyst et al., 2003). El estudio de las enterocinas ha

cobrado mayor interés al ser descritas en cepas aisladas de forma natural en alimentos
tales como productos lacteos (Vlaemynk et al., 1993; Olasupo et al., 1994; Torr1 Tarelli
et al., 1994; Farias et al., 1996), embutidos fermentados (Casaus et al., 1995; Aymerich
et al., 1996), vegetales (McKay, 1990; Villani ef al., 1993; Franz et al., 1996), pescados
(Ben Embarek, 1994), ensilados (McKay, 1990) e incluso del tracto gastrointestinal de
mamiferos y aves (Siragusa, 1992; Laukova et al., 1993). En los sistemas alimentarios
es posible que cumplan un importante papel en el control de la microbiota indeseable,
bien patégena como Listeria monocytogenes, Staphylococcus y Bacillus cereus, 0
alterante como Clostridium (Piard y Desmazeaud, 1992; Nettles y Barefoot, 1993;
Schillinger, 1996) frente a las cuales las enterocinas son activas. De las numerosas
bacteriocinas recogidas en la Tabla 3, sélo las que han sido bien caracterizadas desde el

punto de vista genético y bioquimico, serdn brevemente comentadas a continuacion.

2.3.1 Clase 1. Lantibiéticos producidos por enterococos

Citolisina (bacteriocina-hemolisina)

Algunas razas de E. faecalis, especialmente las de origen clinico, presentan

actividad litica frente a diversas bacterias Gram-positivas y algunas células eucariotas,
incluyendo los eritrocitos. Ya en los primeros estudios, se puso de manifiesto que ambas
actividades eran atribuibles a la misma sustancia que fue por ello denominada citolisina
(Brock y Davies, 1963) y actualmente es considerada como uno de los principales
determinantes de virulencia de estas bacterias. Se trata de un lantibiético muy complejo
que presenta un componente litico (L) constituido por dos subunidades estructurales, Cyl.
y Cyls, que después de ser modificadas y secretadas al medio extracelular, deben de ser

activadas por un tercer componente activador (Cyla) (Granato y Jackson, 1969; Ike et al.,
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1990; Booth ef al., 1996). La region genética cy! responsable de la citolisina comprende
una region de 7 kb del plasmido conjugativo pAD1 (59 Kb) de E. faecalis subsp.
zymogenes (Gilmore et al, 1990, 1994) y también puede encontrarse dentro de islas de
patogenicidad en el cromosoma de varias cepas de E. faecalis (Shankar et al., 2002). La
regién cyl completa contiene 8 genes denominados cylR1, cyIR2, cylL,, cylLs, cyIM, cylB,
cylA 'y cyll (Figura 1). La expresion de este cluster de genes esti controlado por un par de
promotores divergentes que se encuentran solapados P, y Pr (Haas ef al., 2002). Los genes
estructurales de la citolisina (c¢ylL; y cylLs), los responsables de las modificaciones
postraducionales, los de secrecién y activacién (cyIM, cylB y cyld) y el gen de la
inmunidad (cy/]) se transcriben como un solo operdn, mientras que los reguladores cyIR ] y
cylR2 forman un segundo operén que se transcribe en direccién opuesta.

Los productos del par génico cylL; y cylL;, responsables de las subunidades
estructurales de la citolisina se sintetizan como propéptidos de 68 y 63 aminoécidos
respectivamente, que luego son modificados postraduccionalmente por el producto de
cyIM (Booth et al., 1996). CyIM es una proteina de 993 amino4cidos que cataliza las
modificaciones propias de los lantibidticos. CylB funciona a la vez como transportador
tipo ABC y como peptidasa sefial (Havarstein et al., 1995) y es el encargado tanto de la
secrecion como de la eliminacién del péptido sefial de las subunidades previamente
modificadas. El péptido sefial de Cyllp y CylLs comprende 24 y 36 aminodacidos
respectivamente, y tras su proteolisis genera las subunidades CylL;’ y CylLs’, que una vez
externalizadas, sufren una modificacién a cargo del producto de cyl4 que elimina seis
residuos del extremo N-terminal de cada péptido. CylA es una serin-proteasa que a su vez
se sintetiza como un pre-proenzima que es secretado por el sistema sec (Booth et al.,
1996). La eliminacidn de los seis aminoacidos de CylL;’ y CylLs’ genera las subunidad<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>