Control de propagacion de Salmonella mediante la producciéon por
otros microorganismos de bacteriocinas inhibidoras

Control of “Salmonella” propagation by means of the production
of inhibitory bacteriocins by other micro-organisms
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RESUMEN

Con el objetivo de aislar nuevos anti-
bioticos capaces de controlar el creci-
miento de especies de Salmonella posibles
contaminantes de alimentos, se estudi6 la
capacidad de diferentes aislados de bacte-
rias Gram-negativas para inhibir el creci-
miento de una cepa de Salmonella enterica
aislada de un alimento contaminado. El
estudio permitio la identificaciéon de una
cepa de Escherichia coli que excreta una
microcina (microcina 784) que presenta un
peso molecular aparente de 6 kDa. Los
determinantes genéticos de la microcina
784 se encuentran en un plasmido de 34
kpb que ha sido aislado y subclonado. El
espectro de accion de la microcina 784 es
estrecho lo que sugiere que su accion esta
mediada por un receptor en la membrana.

INTRODUCCION

La creciente aparicién de cepas bacte-
rianas que presentan resistencias multi-

ANALES Sis San Navarra 1998, 21 (Supl. 3): 75-81.

ples a antibioticos tradicionales ha impul-
sado la blisqueda de nuevos antibiéticos
frente a los que no se han desarrollado
todavia mecanismos de resistencia. En la
naturaleza, la produccién de compuestos
antibacterianos es muy comin entre las
bacterias y los hongos. De todos ellos solo
unos pocos (que generalmente presentan
un amplio espectro de accién) han sido
objeto de atencién industrial y son utiliza-
dos en el control de microorganismos
patogenos. Los antibioticos peptidicos de
sintesis ribosomal (bacteriocinas') repre-
sentan una estrategia diferente de control
de las poblaciones bacterianas: normal-
mente tienen un espectro de accién redu-
cido, muchas veces limitado a unas pocas
especies (0 incluso cepas) ecologicamente
proximas a la bacteria productora y, ade-
mas, su mecanismo de accién somete a
una presion selectiva relativamente redu-
cida a las bacterias sensibles al antibiotico
por lo que la aparicién de cepas resisten-
tes es mas infrecuente. Estas ventajas han
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hecho que las bacteriocinas sean conside-
radas como compuestos importantes en la
prevenciéon de toxiinfecciones alimenta-
rias**’.

En este trabajo hemos realizado una
basqueda de bacterias productoras de
antibidticos peptidicos activos frente a
bacterias del género Salmonella con el fin
de aumentar el repertorio de antibidticos
activos frente a este grupo de patégenos,
identificar nuevas dianas de accién anti-
biética y estudiar la influencia este tipo de
compuestos en los procesos de exclusion
competitiva en la flora intestinal®.

MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de
cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas en
este trabajo provienen de las colecciones
de los siguientes centros: Instituto de
Salud Publica de Navarra, Servicio de
Microbiologia del Ayuntamiento de Pam-
plona, Laboratorio Municipal de Pamplo-
na, Centro de Salud de la Diputacién de
Vizcaya, Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Publica de Navarra y Labo-
ratorio de Genética Molecular del Hospital
Ramén y Cajal de Madrid. Los cultivos se
realizaron en medios sélidos o liquidos
usando como medios de cultivo los
siguientes: medio L' BHI (Biolife, Milan) y
agua de peptona (bactotriptona 10 gl
NaCl 5 gI' en agua destilada). Para realizar
cultivos en medio sdlido, se anadid al
medio de cultivo correspondiente 8 gl-1
(medio blando) 6 15 gl' (medio sélido) de
agar. En los casos de cultivos liquidos la
incubacion se realizé con agitacion (200
rpm), con una relacién de volumen de cul-
tivo a volumen de matraz de 1:5, en un
bafio de agua y el crecimiento se sigui6 por
medida de la densidad 6ptica a 550 nm. En
todos los casos, los cultivos se incubaron
a 37 °C.

Para la clasificacién de las bacterias
aisladas durante este trabajo se utilizaron
galerfas Api20E (Biomerieux, Lyon), y BBL
Crystal (Becton Dickinson, Cockeysville,
USA) especificas para la diferenciacion de
bacterias entéricas y los medios selectivos
para identificacion de FEscherichia coli
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(EMB blue?® Biolife, Milan) y de Salmoneliq
(XLD?® Cultimed, Barcelona.).

Deteccion de la actividad antibidtica

La actividad antibidtica se detectd en
Placas de Petri por la formacién de halos
de inhibicién del crecimiento de un césped
de la bacteria testigo en torno a las colo-
nias productoras de antibiético sembra-
das sobre él, después de 12h de incuba-
cién a 37 °C. Para detectar la actividad
antibiotica presente en extractos purifica-
dos, se depositaron gotas de dichos
extractos en la superficie de un césped de
la bacteria testigo y se determiné la pro-
duccién de halos de inhibicién™ La detec-
ci6on de actividad inhibitoria en medio
liquido se realiz6 colocando un volumen
del cultivo de la bacteria productora, del
que se habian eliminado las células por
centrifugacién e incubacién a 100 °C
durante 15 min., en la superficie de un cés-
ped de la bacteria testigo y se determiné la
produccion de halos de inhibicién del cre-
cimiento. Para detectar la actividad anti-
biotica en geles de poliacrilamida, se anali-
zaron en paralelo duplicados de la misma
muestra: uno de ellos tifié con Coomasie-
blue R-250 para revelar la posicién de las
proteinas y el otro mitad se lav6 con abun-
dante agua destilada estéril para eliminar
el tampon del gel, se colocé en la superfi-
cie de una placa de Petri que contenia
medio L y se cubri6é con una capa de agar
blando inoculado con la bacteria testigo
para detectar la formacién de halos de
inhibicién después de la correspondiente
incubacion a 37 °C8,

Curado de plasmidos y transferencia
por conjugacion

Las técnicas generales de manipula-
cién del ADN se desarrollaron como se
indica en Sambrock y col." Para curar los
plasmidos presentes en E. coli 784 se tra-
taron cultivos de la bacteria con 1 gl de
SDS y posterior incubacién a altas tempe-
raturas (482 C). Después del tratamiento se
separaron colonias aisladas y se compro-
b6 para cada una de ellas la capacidad de
produccién de antibiético, la resistencia al
mismo y la presencia de plasmidos.
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La transferencia de plasmidos por con-
jugacién se realiz6 mezclando en un volu-
men de 50p! las células presentes en 500 pl
de sendos cultivos de las cepas donadora
de plasmidos (£ coli 784, mic784*nal ),
receptora de plasmidos (F. coli 2110,
mic784 nalf) y ayudante (E. coli HB101,
mic784 nal’). La mezcla de bacterias se
colocd en la superficie de una placa de
medio L y se incubd toda la noche a 37°C.
Las células de la colonia resultante tras la
incubacién se sembraron en medio L con-
teniendo acido nalidixico para seleccionar
E. coli 2110. En las colonias resistentes a
acido nalidixico se comprob¢ la capacidad
de produccidén de antibiético.

RESULTADOS
Deteccion de actividad antibiética

Antes de iniciar la bisqueda de bacte-
rias productoras de antibioticos inhibido-
res del crecimiento de Salmonella fue nece-
sario seleccionar una cepa de esta especie
que actuara como testigo. Realizado un
analisis del comportamiento frente a anti-
bidticos de diferentes aislados de Salmo-
nella perteneciente a la coleccién del Insti-
tuto de Salud Publica de Navarra (ISPN) a
fin de escoger una representativa del
grupo que no presentase patrones espe-
ciales de resistencia a los antibioticos de
uso habitual en el laboratorio, se escogio
la cepa de S. enterica subesp. enferitidis
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namero 2966/92 que provenia de una
muestra de agua de una zona de bafio de
Ezcaroz (Navarra).

El trabajo de busqueda de bacterias
productoras de antibiéticos se realizd
mediante la siembra por picadura® en cés-
pedes en agar blando de la bacteria testi-
go, de colonias de bacterias Gram-negati-
vas procedentes de diferentes origenes. En
total se estudiaron 123 aislados proceden-
tes de muestras ambientales, 45 proceden-
tes de alimentos y 200 clinicos. De entre
todos ellos sélo uno, clasificado como
Escherichia coli y registrado con el nimero
784 en la coleccién del ISPN, presentd una
actividad inhibidora clara (Fig. 1). E. coli
784 procedia de un aislado clinico obteni-
do en el hospital de Tudela (Navarra) a
partir de la flora intestinal de un paciente
que presentaba un cuadro gastrointestinal
producido por Clostridium perfringens.

Para comprobar si la inhibicién del cre-
cimiento de S. enterica 2269 producida por
E. coli 784 era debida a presencia de un
bacteridfago atemperado se toméd una
muestra del centro del halo de inhibicion
que se resuspendid en 1 ml de agua estéril
con dos gotas de cloroformo para destruir
todas las bacterias presentes y se coloca-
ron gotas de la fase acuosa sobre un cés-
ped en agar blando de S. enterica 2269. La
ausencia de halos de inhibicién indicé que

Figura 1. Halos de inhibicién del crecimiento de un césped de S. enterica 2269 producidos por colo-

nias de E. coli 784.
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la actividad de E. coli 784 no se debia a la
presencia de un fago atemperado.

Aislamiento y caracterizacion de la
microcina 784

Para estudiar con detalle las caracte-
risticas bioquimicas de la actividad inhibi-
dora producida por E. coli 784 se procedi6
a su purificacién parcial a partir de sobre-
nadantes de cultivos de la bacteria pro-
ductora. En primer lugar, fue preciso deter-
minar en qué medio de cultivo se producia
mayor actividad inhibidora y la fase de cul-
tivo en la que dicha actividad era més alta.
Para responder a la primera pregunta, se
estudio la presencia del antibidtico en el
sobrenadante de cultivos E. coli 784 reali-
zados en Agua de Peptona, medio L o BHI,
incubados hasta que alcanzaron el inicio
de la fase estacionaria. No fuimos capaces
de detectar actividad antibibtica en sobre-
nadantes sin concentrar, pero si fue posi-
ble hacerlo cuando se precipitaba la frac-
cion proteica con sulfato aménico al 65%
de saturacién concentrdndola 100 veces.
De esta forma se pudo comprobar que E.
coli 784 producia la mayor cantidad de
actividad inhibidora cuando crecia en
Agua de Peptona mientras que cuando se
usaba medio L como medio de cultivo se
obtuvieron los niveles mas bajos de activi-
dad, se vio que la produccién de antibidti-
co comenzaba en la fase exponencial tar-
dia y que dicha actividad se acumulaba
durante la fase estacionaria.

Para comprobar las caracteristicas bio-
quimicas del antibidtico producido por E.
coli 784 se trataron muestras de sobrena-
dantes concentrados de cultivos de E. coli
784 con diferentes proteasas (o—quimio-
tripsina, tripsina, proteinasa K, y pronasa
E), o con otras enzimas (o-amilasa, lipasa
A, lisozima, aminopeptidasa, mutanolisina,
DNAsa, y RNAsa); y se comprob6 la sensi-
bilidad del antibi6tico a dichos tratamien-
tos. S6lo los tratamientos con proteasas
causaron una reduccién en la actividad
antibiotica detectada su naturaleza protei-
ca. Por otra parte, se pudo comprobar que
la actividad antibiética producida por E.
coli 784 fue sensible al tatamiento con 5 g!
de dodecilsulfato sédico y resistente a
detergentes no i6nicos tales como el Tri-
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ton X-100, Tween 20 y Tween 80, y a trata-
mientos con 10% (vol/vol) de butanol,
metanol, acetona, cloroformo, o ce-mer-
captoetanol (en este dltimo caso se reali-
zaba una incubacién a 60 °C durante 15
min en presencia del agente reductor). E|
antibiético soporté también incubaciones
de 1 hora a temperaturas de 100 °C sin pér-
dida de la actividad; aunque, sin embargo,
no resistié6 condiciones de autoclavado
121 ©C, 15 min. Por altimo, la actividad de
la microcina 784 es estable en un rango de
pH entre 1y 12.

A fin de determinar el tamafio del com-
puesto producido por E. coli 784 se reali-
zaron experimentos de ultrafiltraciéon que
indicaron un tamafio molecular de entre 3
y 30 kDa. Para determinar de forma mas
precisa el peso molecular, se detectd la
actividad en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 15% de las proteinas pre-
sentes en el concentrado de sobrenadante
cultivos de E. coli 784 y se reveld la posi-
cion de la actividad antibidtica que corres-
pondi6 con una proteina de 6 kDa de tama-
fio molecular.

Debido a sus caracteristicas bioquimi-
cas, nos referiremos a este antibibtico a
partir de ahora como microcina 784%.

Espectro de accién

Para determinar el espectro de acciéon
de la microcina 784, se realizaron experi-
mentos de inhibicién del crecimiento en
céspedes de diferentes bacterias. El resul-
tado de este andlisis permitié comprobar
que las bacterias Gram-positivas eran
resistentes a la microcina 784, mientras
que entre las bacterias Gram-negativas se
obtenia diferentes grados de sensibilidad:
todas las bacterias del género Salmonelia
probadas fueron sensibles (29 sensibles /
29 analizadas); mientras que en el caso de
E. coli la proporcién de sensibles era
menor (15/26) y en otras especies no se
encontraron cepas sensibles: Pseudomo-
nas aeruginosa (0/1), Serratia fonticola
(0/1), Enterobacter sp. (0/3), Citrobacter
freundi (0/1), Bordetella bronchiseptica
(0/1) y Klebsiella peumoniae (0/1). No se
detect6 ninguna relacién ni entre el seroti-
po de las cepas de E. coli o el fagotipo de
las cepas de Salmonella estudiadas y su
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resistencia o sensibilidad a la microcina
784. Por consiguiente, se puede concluir
que la microcina 784 presenta un espectro
de accioén reducido que es selectivo sobre
cepas de Salmonella.

Comparacion con otras microcinas y
colicinas

Para comprobar si la microcina 784 es
un nuevo aislamiento de otra microcina o
colicina previamente descrita se estudio si
E. coli 784 era capaz de inhibir el creci-
miento de otras cepas de E. coli producto-
ras de colicinas y microcinas. Se compro-
b6 que la microcina 784 era activa contra
las siguientes cepas: E. coli RYC (pMM 39)
productora de la microcina B17%, E. coli
MC4100 (pMM 501) productora de la
microcina C7" y E. coli MC 4100 (p Col V-
Tn 10) productora de la colicina V*. Asi
mismo E. coli 784 fue sensible a las micro-
cinas B17 y a la C7 pero no a la colicina V.
Por consiguiente, la microcina 784 no es un
nuevo aislamiento de ninguna de estas
microcinas previamente descritas produci-
das por E. coli. Por otra parte, se compro-
bo que E. coli 784 es resistente a su propio
antibiético tanto en la fase exponencial del
crecimiento como en la fase estacionaria.

Control genético de la produccion
de la microcina 784

Las colicinas suelen estar codificadas
en elementos extracromosdmicos'®”. Un
estudio de los plasmidos presentes en E.
coli 784 demostrd que esta bacteria tiene
tres plasmidos de alto peso molecular.
Para identificar cual era el elemento gené-
tico responsable de la producciéon de la
microcina 784, se realizd un experimento
de transferencia conjugativa de plasmidos
de E. coli 784 (mic784*nal®) a E. coli 2110
(mic784 nal?). La recuperacion de colonias
resistentes a acido nalidixico que eran pro-
ductoras de microcina 784 permitio
demostrar que la produccion de este anti-
biotico esta codificada en un plasmido pre-
sente en E. coli 784. E. coli 2110 no es por-
tadora de ningan pldsmido propio; sin
embargo, de las colonias resultantes de la
conjugacién podia recuperarse un plasmi-
do de alto peso molecular (34 kilopares de
bases). Por otro lado, experimentos de
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curado de plasmidos realizados en E. coli
784 permitieron recuperar dos tipos de
bacterias no productoras de microcina 784
y sensibles a ella: una de ellas habia perdi-
do un plasmido de peso molecular de 34
kpb y otra dos, uno de ellos el de 34 kpb

(Fig. ).

~ DISCUSION

Usando como bacteria blanco de los
experimentos la cepa de S. enterica subesp
enteritidis registrada con el nimero 2269
en el Instituto de Salud Pablica de Navarra
se ha realizado una busqueda de bacterias
productoras de antibidticos peptidicos
que ha dado lugar a la identificacién de
una bacteriocina (microcina 784) activa
frente a todas las cepas de Salmonella ana-
lizadas. La frecuencia de aparicion de acti-
vidad antibi6tica en las muestras analiza-
das fue relativamente baja (s6lo una cepa
de un total de 368). Esto pudiera ser debi-
do a la restriccién que supone el haber
escogido un tnico microorganismo diana
que, posiblemente, resulta resistente a
otros péptidos producidos por otros
microorganismos. De hecho, mientras que
todas las bacterias del género Salmonella
fueron sensibles a la microcina 784, soélo
algunas (15 de 26) de las cepas de E. coli
analizadas lo fueron, lo que indica la espe-
cificidad de accién del antibiotico.

Las caracteristicas de tamaiio, termo-
estabilidad y estabilidad quimica permiten
clasificar el antibi6tico producido por E.
coli 784 como una microcina. Existen otras
muchas microcinas producidas por dife-
rentes cepas de E. coli. En este estudio
hemos comprobado que la microcina 784
no es reconocida por el sistema de inmu-
nidad de otras microcinas de E. coli
(microcinas B17, C7 y colicina V) por lo
que, en un primer momento, podemos des-
cartar que se trate de un nuevo aislamien-
to de una de ellas. La identidad de la micro-
cina 784 como un nuevo antibidtico
peptidico podréd establecerse cuando se
logre su secuenciacion directa o la del gen
que la codifica.

La microcina 784 parece estar codifica-
da en un plasmido de 34 kilopares de bases
en el que reside la informacién genética
para su produccién y su sistema de inmu-
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Figura 2. Andlisis de plasmidos de las cepas utilizadas en la identificacion de los determinantes gené-
ticos de la microcina 784. Carriles: 1, marcador de tamano; 2, E.coli 2110 control; 3, E. coli
2110 conjugada con E. coli 784; 4, E. coli 784; 5 y 6, cepas derivadas de E. coli 784 que no son
productoras de microcina 784. Los fragmentos mas relevantes se indican con letras: b, plas-
mido de 34 kpb; ¢, ADN gendémico de la bacteria.

nidad. Por consiguiente, el clonaje de los
genes especificos de produccién e inmuni-
dad para esta microcina permitird en un
futuro préximo la sobreproduccién del
antibi6tico en las cantidades suficientes
para realizar los estudios sobre el modo de
accién a nivel molecular que permitan
identificar el sitio de accion del antibidtico
y su papel en procesos de exclusiéon com-
petitiva in vivo.
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