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Resumen  
 

El género Enterococcus pertenece a las bacterias ácido lácticas (BAL). Son cocos Gram 

positivos, no formadores de esporas, se presentan en forma de pares o de cadenas cortas, 

son anaerobios facultativos con metabolismo fermentativo. Utilizan un amplio rango de 

carbohidratos para producir principalmente L(+) ácido láctico generando un pH final de 4.2 

– 4.6. Crecen usualmente entre 10°C y 45°C, siendo 37 °C la temperatura de crecimiento 

óptimo. Toleran un pH, concentración de NaCl y sales biliares de hasta 9.6, 6.5% y 40%, 

respectivamente. Sobreviven a un calentamiento de 60 °C durante 30 minutos (Díaz et al., 

2010).  

Los enterococos se encuentran distribuidos en la naturaleza, se hallan en el agua, en 

algunos alimentos y forman parte de la microbiota intestinal de humanos. Debido a su alta 

adaptabilidad y a su resistencia a condiciones adversas, los enterococos sobreviven a la 

producción, almacenamiento y a condiciones de estrés presentes en los alimentos, como 

el estrés osmótico causado por el NaCl (Hikmate et al., 2008). Se encuentran en numerosos 

quesos regionales, jugando un papel importante en su maduración, desarrollando 

características sensoriales. Sin embargo, algunos otros, son capaces de provocar 

infecciones nosocomiales, principalmente en individuos inmunodeprimidos; por lo que es 

importante mencionar que las cepas hospitalarias se encuentran en un grupo genómico 

diferente de las cepas aisladas de alimentos (Hikmate et al., 2008). 

Enterococcus presenta la capacidad de producir bacteriocinas clase II, que se definen como 

péptidos antimicrobianos, su blanco de acción principal es la membrana citoplasmática 

donde forman poros, ocasionando pérdidas del material citoplasmático. Las bacteriocinas 

producidas por enterococos (enterocinas) muestran actividad bactericida contra patógenos 

como son: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium 

tyrobutyricum, y microorganismos alterantes presentes en los alimentos (Hikmate et al., 

2008). 

La cepa QD-2 fue aislada del Queso Cotija Artesanal, región de origen, de Quitupán (Jal). 

Por investigaciones anteriores del grupo de trabajo, se sabe que el genoma de esta cepa 

contiene ocho ORFs con anotación para bacteriocinas putativas. Para conocer su contexto 

genómico se realizó un análisis bioinformático y posteriormente se hizo la búsqueda del 

posible promotor para cada ORF con anotación de bacteriocina putativa. Mediante RT-

qPCR se analizó la expresión de los ORFs que contaron con un posible promotor funcional 

y un contexto genómico característico a un operón de bacteriocina. Para conocer si la 

transcripción se veía alterada por el estrés osmótico que genera el NaCl en los alimentos 

fermentados, la cepa se cultivó en caldo MRS con diferentes concentraciones de NaCl (0%, 

3% y 5% NaCl) y se estudió la expresión de los genes putativos de bacteriocinas.  

Los resultados sugieren que de los ocho ORFs con anotación para bacteriocinas putativas 

codificados en el genoma de la cepa QD-2, tres tendrían promotores funcionales: 615, 621 

y 901. El ORF 621 codifica para la enterocina A, ampliamente estudiada. Los genes 615 y 

616 fueron los que mostraron mayor expresión y los genes 901 y 902 se expresaron en 

menor proporción. Ambos pares de genes posiblemente se encuentren en operones 

bicistrónicos. Finalmente, los cinco se expresan independientemente de la concentración 

de NaCl. 
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ABSTRACT 

 

The genus Enterococcus belongs to the group of lactic acid bacteria (LAB). They are Gram-

positive cocci, non-spore-forming, present in diplococci or short streptococci, and are 

facultative anaerobic with fermentative metabolism. They ferment a wide range of 

carbohydrates with production mainly of L (+) lactic acid generating a final pH of 4.2 – 4.6. 

Usually grow in broth from 10 °C to 45 °C, although the optimal growth is at 37 °C. These 

bacteria tolerate a pH, NaCl concentration, and bile concentration of up to 9.6, 6.5%, and 

40% respectively. Finally, they survive 60 °C heating for 30 minutes (Díaz et al., 2010). 

Enterococci are distributed and found in nature, as in water, and some foods, and are part 

of the normal intestinal microbiota of humans. Due to their high adaptability and resistance 

to adverse conditions, enterococci survive production, storage, and stress conditions 

present in food, such as osmotic stress caused by NaCl. (Hikmate et al., 2008). They are 

found in numerous regional cheeses, playing an important role in their maturation and 

developing sensory characteristics. However, some others are capable of causing 

nosocomial infections mainly in immunosuppressed individuals, so it is important to mention 

that the latter are in a different genomic group from food isolates (Hikmate et al., 2008). 

Enterococcus has technological properties of interest due to its ability to produce class II 

bacteriocins, which are defined as antimicrobial peptides, its main target of action is the 

cytoplasmic membrane where they form pores causing leakage of selective ions that 

influence the motive force of protons and the reduction of intracellular ATP, the leakage of 

intracellular substrates and, ultimately, cell death. The bacteriocins produced by enterococci 

(enterokinase) show bactericidal activity against pathogens such as Listeria. 

monocytogenes, Staphylococcus. aureus, Bacillus. cereus, and Clostridium tyrobutyricum, 

and spoilage microorganisms present in food (Hikmate et al., 2008). 

The QD-2 strain was isolated from Artisanal Cotija Cheese, region of origin, from Quitupán 

(Jal). From previous research by the working group, it is known that the genome of this strain 

contains eight ORFs with annotation for putative bacteriocins. To know its genomic context, 

a bioinformatic analysis was performed and subsequently a search was made for the 

possible promoter for each ORF with putative bacteriocin annotation. Using RT-qPCR, the 

expression of the ORFs that had a possible functional promoter and a genomic context 

characteristic of a bacteriocin operon was analyzed. To find out if transcription was altered 

by the osmotic stress generated by NaCl in fermented foods, the strain was grown in MRS 

broth with different concentrations of NaCl (0%, 3% and 5% NaCl) and the expression of 

putative bacteriocin genes. 

The results suggest that of the eight ORFs with annotation for putative bacteriocins encoded 

in the genome of strain QD-2, three would have functional promoters: 615, 621 and 901. 

ORF 621 encodes the widely studied enterocin A. Genes 615 and 616 were those that 

showed the highest expression and genes 901 and 902 were expressed in a lower 

proportion. Both gene pairs are possibly located in bicistronic operons. Finally, all five are 

expressed independently of the NaCl concentration.  
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1 Introducción 
 

1.1 Bacterias Lácticas  
Las bacterias ácido lácticas están estrechamente relacionadas filogenéticamente, son 

cocos o bacilos Gram positivos que pueden fermentar carbohidratos como principal fuente 

de carbono, (Mozzi, 2016; Wang et al., 2021). De acuerdo al tipo de fermentación de 

carbohidratos que llevan a cabo, se clasifican en homofermentativas  (produce sólo ácido 

láctico) y heterofermentativas (producen ácido láctico, CO2, etanol y/o ácido acético) (Carr 

et al., 2002; Monroy & Fernández , 2009). 

Este grupo de bacterias incluye más de 60 géneros, son responsables de procesos de 

fermentación en alimentos, se encuentran en productos lácteos, productos cárnicos, 

pescados, frutas, verduras y cereales. Su principal aplicación es como cultivos iniciadores 

en alimentos fermentados (yogurt, quesos, salchichas, pan y cerveza) y los géneros más 

frecuentes en la fermentación de alimentos son: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus y Weisella, entre otros (Wang et al., 2021; 

Wang & Wang, 2014; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). 

Al fermentar los carbohidratos disponibles contribuyen a la conservación de los alimentos, 

ya que generan un descenso en el pH por la producción de ácido láctico, éste es su principal 

mecanismo antimicrobiano. Sin embargo, algunas BAL pueden producir sustancias 

antagonistas contra otras bacterias, como las bacteriocinas, que actúan contra 

microorganismos patógenos y de deterioro (Vásquez et al., 2009). 

En la industria alimentaria, la degradación de las proteínas por parte de las bacterias del 

ácido láctico puede eliminar los alérgenos proteicos de los alimentos. Especialmente en el 

proceso de fermentación de productos lácteos, las BAL pueden degradar la caseína, lo que 

reduce la alergenicidad de la misma. Por ejemplo, ciertas cepas de E. faecium aisladas de 

leche y queso fermentados pueden expresar metaloproteasas o proteinasas que pueden 

hidrolizar eficazmente la caseína de la leche. Las bacterias del ácido láctico pueden mejorar 

la digestibilidad de las proteínas en los alimentos aumentando así el valor nutricional de las 

mismas (Wang et al., 2021).  

Las BAL pertenecientes a los géneros Lactococcus, Oenococcus, Lactobacillus, 

Leuconostoc, Pedicoccus y algunas de Streptococcus se consideran GRAS (Generally 

Recognized as Safe); sin embargo, las especies del género Enterococcus y algunas 

especies de Streptococcus pueden ser patógenas, lo que genera preocupación respecto a 

su inocuidad, ya que presentan factores de virulencia y resistencia a una variedad de 

antibióticos, por lo tanto, no se consideran GRAS (Coelho, Malcata, & Silva, 2022).  

1.2 Bacterias Lácticas en Quesos Artesanales  
Los quesos artesanales suelen fabricarse a partir de leche cruda en ranchos o pequeñas 

queserías, siguiendo protocolos poco estandarizados. Se distinguen por sus características 

de sabor y generalmente se asocian a una región o país en particular. Estos quesos exhiben 

una microbiota compleja, caracterizada por la presencia de diferentes microorganismos 

entre ellos las bacterias ácido lácticas. 
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Las BAL añadidas inicialmente o las que se encuentran como parte de la microbiota natural 

de la leche y productos lácteos, juegan un papel importante en la fabricación de quesos 

tradicionales de leche cruda, debido a que tienen la capacidad de liberar proteasas y lipasas 

que colaboran en el desarrollo de características sensoriales durante la maduración del 

queso, generando sabores y aromas únicos. En productos lácteos, especificamente en la 

fermentación de quesos, las funciones más importantes de las BAL son: (i) hidrólisis de la 

lactosa en monosacáridos de bajo peso molecular; galactosa y glucosa, que promueven la 

formación del sabor del queso; (ii) la degradación de las proteínas en péptidos y 

aminoácidos libres; y (iii) la descomposición de los lípidos en ácidos grasos. Por actividad 

de la lactasa, las proteasas y lipasas se liberan compuestos volátiles que contribuyen en la 

formación de sabores y olores distintivos del queso. (Coelho, et al., 2022; Jie et al., 2020; 

Ramírez et al. , 2011).  

Las comunidades bacterianas difieren entre los quesos de leche cruda según el proceso de 

fabricación, pero las bacterias en el núcleo del queso están dominadas por BAL 

pertenecientes a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus y 

Leuconostoc (Coelho et al., 2022; Giraffa, 2003). 

Los enterococos forman parte de la microbiota subdominante de varios tipos de quesos 

artesanales y contribuyen en el desarrollo de sabores y aroma durante la maduración del 

mismo. (Amadi & Hanifian, 2022). 

1.3 Enterococcus spp 
Los enterococos son cocos Gram-positivos que se presentan solos, en pares o en cadenas 

cortas y son anaerobios facultativos, no forman esporas y son catalasa negativos. Pueden 

crecer en presencia de NaCl en concentraciones de hasta 6.5% y en un rango de 

temperaturas entre 10°C y 45°C, siendo 37°C su temperatura óptima de crecimiento, en un 

intervalo de pH de 4 a 9.6 y en presencia de hasta un 40 % de sales biliares. No se eliminan 

por completo mediante la pasteurización baja, ya que sobreviven a 60 °C durante 30 

minutos (Coelho et al., 2022; Díaz et al., 2010; Foulquié-Moreno et al., 2006; Giraffa, 2003; 

Franz et al., 2003). 

Se encuentran en una gran variedad de ambientes, tales como suelo, agua, plantas y el 

tracto gastrointestinal de humanos y animales. Comúnmente se encuentran en productos 

lácteos, principalmente en quesos producidos con leche cruda, siendo E. faecalis y E. 

faecium las especies predominantes (Coelho et al., 2022).  

Su presencia en alimentos fermentados ha causado cierta controversia, ya que dentro de 
los enterococos se encuentran cepas patógenas que causan infecciones nosocomiales, lo 
que ha provocado una limitación en su uso como cultivos iniciadores o probióticos; sin 
embargo, se ha demostrado que las infecciones adquiridas en hospitales no son causadas 
por cepas de E. faecium que normalmente residen en alimentos, sino por cepas específicas 
que se adquieren a través del material de curación durante la hospitalización. Además, 
estudios han revelado que cepas aisladas de alimentos especialmente cepas de E. faecium, 
son sensibles a los antibióticos clínicamente relevantes, como penicilina, ampicilina, 
estreptomicina y vancomicina  (Amadi & Hanifian, 2022; Palmer et al., 2014; Baumgartner 
et al.,  2001;  Franz et al.,  2001;  Aarestrup et al., 2002). 
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1.4 Enterococcus en Alimentos Fermentados  
Los enterococos juegan un papel importante en el proceso de fermentación de los quesos 

tradicionales, sus características metabólicas no solo contribuyen al desarrollo de las 

características sensoriales deseables de los productos alimenticios, sino también a mejorar 

el valor nutricional de la materia prima al hidrolizar proteínas haciéndolas más 

biodisponibles (Coelho et al., 2022). 

Se pueden encontrar en las materias primas empleadas para la elaboración de alimentos 

(especialmente los de origen cárnico y lácteo). El género Enterococcus está formado por 

32 especies, las más comúnmente encontradas en quesos son E. faecalis, E. faecium, E. 

durans y E. casseliflavus (Giraffa, 2003). La fuente principal de enterococos en quesos es 

la leche, el agua, los equipos de ordeña y los tanques de almacenamiento (Zarzecka et al., 

2022; Hikmate et al., 2008; Gelsomino et  al., 2002).  

Especies de Enterococcus han sido frecuentemente identificadas como productoras de 

bacteriocinas clase II, se ha reportado que cepas de E. faecalis y E. faecium pueden 

producir bacteriocinas, llamadas enterocinas, las cuales tienen como blanco de acción 

principal la membrana citoplasmática (Cleveland et  al., 2001). Estudios previos han 

demostrado que las enterocinas exhiben una fuerte actividad antimicrobiana contra 

patógenos importantes transmitidos por los alimentos, incluidos Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes y Salmonella enterica, así como contra microorganismos de 

deterioro (Giraffa,  1995;  Franz et  al.,  1996;  Maisnier-Patin et  al.,1996; Laukova  & 

Czikkova, 2001; Sarantinopoulos et al., 2002).  

1.5 Estrés Osmótico en Alimentos  
Los enterococos son uno de los grupos de bacterias más comunes en los alimentos, debido 

principalmente a su alta adaptabilidad y a su resistencia a condiciones adversas durante la 

producción y almacenamiento de los mismos. Uno de los factores de estrés más común en 

los alimentos es el estrés osmótico asociado a la presencia de NaCl. La sal originalmente 

se usó en la conservación de alimentos para reducir y prevenir el crecimiento microbiano 

(Zarzecka et al., 2022). 

El NaCl modifica el balance osmótico del ambiente que rodea a una bacteria, en estas 

condiciones de baja actividad acuosa, el microorganismo pierde agua para reestablecer el 

equilibrio osmótico. La pérdida de agua resulta en una reducción de la actividad metabólica, 

deteniéndose el crecimiento de la bacteria ocasionando que el microorganismo entre en 

éstres. Una alta concentración de NaCl puede ejercer un efecto deshidratante sobre los 

microorganismos y esta pérdida de agua de las células resulta en una mayor inactivación 

celular (Martin A., 2002) 

Se ha reportado que el cloruro de sodio influye en la producción de biomasa así como en  

la producción de bacteriocinas específicas, tanto en cepas de  Lactobacillus y Enterococcus 

aisladas de diferentes nichos como son salchichas fermentadas, aceitunas, contenido 

intestinal de pejerrey (Odontesthes sp.), entre otros (Leroy & de Vuyst, 1999; Leroy, et al., 

2003; Vallejo et al., 2014). 

Es importante mencionar que a los quesos artesanales se les añade NaCl en una 
concentración que va de 2% al 5%.  
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1.6 Bacteriocinas 
Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana de baja masa molecular, 

sintetizados por los ribosomas bacterianos y generalmente están codificadas por genes 

localizados en plásmidos, aunque también hay genes cromosómicos. Estos péptidos por lo 

regular exhiben un espectro inhibidor estrecho contra bacterias taxonómicamente cercanas 

a la cepa productora, aunque algunas tienen actividad de amplio espectro, es decir, tienen 

capacidad antimicrobiana contra cepas no relacionadas filogenéticamente. Su producción 

es durante o al final de la fase logarítmica del crecimiento bacteriano (Vásquez et al., 2009). 

Son producidas por algunas cepas de diferentes especies bacterianas, incluidas las BAL, 

de las cuales, son el grupo de bacteriocinas más diverso y conocido, son estables a amplios 

rangos de pH, son resistentes a tratamientos térmicos, son péptidos catiónicos y tienen 

propiedades hidrófobas o anfifílicas, en la mayoría de los casos, su objetivo blanco es la 

membrana citoplasmática. Pueden presentan diferentes mecanismos de acción que 

incluyen la formación de poros en la membrana celular o la inhibición de la síntesis de la 

pared celular. La cepa productora es inmune a sus bacteriocinas debido a la producción de 

una proteína de inmunidad. La mayoría de las bacteriocinas que son producidas por las 

BAL, especialmente aquellas que inhiben las bacterias Gram-positivas, ejercen sus efectos 

antimicrobianos formando poros en la membrana de la célula diana, agotando así el 

potencial transmembrana y/o el gradiente de pH, lo que conduce a la pérdida del contenido 

celular, ocasionando la muerte de la célula (Figura 1). (Kumar et al., 2022; Coelho et al., 

2022; Punia et al.,  2022; Liu et al., 2019; Chikindas et al., 2018; Olvera et al., 2015; Sushida 

et al., 2008; McAuliffe et al., 2001). 

Las bacteriocinas constituyen un mecanismo de defensa especial de las bacterias, que 

puede inhibir el crecimiento de otras bacterias y permitir que la bacteria productora obtenga 

una ventaja competitiva, lo que es de gran importancia para mantener el equilibrio de la 

microbiota en el entorno ecológico. Las bacteriocinas se secretan para matar o restringir el 

crecimiento de las células vulnerables que compiten por los nutrientes dentro del mismo 

ecosistema (Kumar et al., 2022; Wu et al., 2022). 
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Figura 1. Modo de acción de diferentes clases de bacteriocinas, donde se observa que 

las bacteriocinas pueden formar poros en la membrana celular o puede intervenir en la 

síntesis correcta de la pared celular. 
Cotter et al., 2005 

 

Las bacteriocinas son excretadas al medio extracelular, generalmente las de clase II son 

excretadas utilizando el sistema de transporte de secuencia guía de doble glicina a través 

de un transportador ABC, algunas otras son excretadas por el sistema Sec, (Wang et al., 

2021).  

Las bacteriocinas son sensibles a las proteasas digestivas como la pancreatina, la tripsina 

y la quimotripsina y, por lo tanto, no tienen efectos negativos sobre la microbiota intestinal 

del organismo que las consuma, debido a esto y a que no son tóxicas para las células 

eucariotas, las bacteriocinas generalmente se consideran moléculas seguras (Coelho, et 

al., 2022).  

Las bacteriocinas de BAL se han utilizado como conservadores de alimentos debido a su 

termoestabilidad y seguridad. La nisina es la única bacteriocina utilizada comercialmente y 

mejor estudiada, tiene una alta actividad antibacteriana contra una amplia gama de 

bacterias Gram positivas (Zhang et al., 2022).  

1.6.1 Clasificación y Mecanismo de Acción 

 

Clasificación  

Existen varios esquemas de clasificación basados en las características bioquímicas y 

estructurales de las bacteriocinas. Anteriormente se sugirió un sistema de clasificación que 

divide las bacteriocinas de BAL en cuatro grupos: (i) bacteriocinas de clase I o  lantibióticos, 
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(ii) la clase II incluye péptidos pequeños estables al calor sin residuos de lantionina, (iii) la 

clase III comprende proteínas termolábiles grandes, (iv) la clase IV está compuesta por 

péptidos grandes que forman complejos con carbohidratos o lípidos. Cotter et al. (2005) 

realizaron una modificación completa del esquema de clasificación de Klaenhammer y 

agruparon las bacteriocinas en solo dos categorías: lantibióticos (clase I) y bacteriocinas 

que no contienen lantionina (clase II). También sugirieron que los péptidos termolábiles de 

alto peso molecular (anteriormente clase III) deberían designarse como "bacteriolisinas", y 

la clase IV anterior debería eliminarse (Zhang et al., 2022; Wang et al., 2021). 

Clase I o lantibióticos: Se producen como péptidos precursores que sufren extensas 

modificaciones postraduccionales, son péptidos de 19 a 38 aminoácidos de longitud (<5 

kDa), con poca estabilidad al calor y son modificados postraduccionalmente por la  

deshidratación de la serina y la treonina formando aminoácidos como dehidroalanina y 

dehidrobutirina, los cuales se unen a través de un grupo tioetér a cadenas laterales de 

cisteína dando lugar a los aminoácidos lantionina y β-metil-lantionina. Estos residuos 

forman puentes covalentes entre los aminoácidos, formando “anillos” internos que le 

brindan a los lantibióticos sus características estructurales (Figura 2) (Zhang et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Formación de anillos estructurales de bacteriocinas clase I. 
Fuente: Punia et al., 2022 

 

Presentan un amplio espectro de inhibición. No sólo inhiben bacterias cercanamente 

relacionadas filogenéticamente, como Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, sino también, a bacterias menos relacionadas 

como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridum 

botulinum (Chen & Hoover, 2003).  

Clase II o no lantibióticos:  

Suelen ser pequeñas (<60 aminoácidos, <10 kDa), no contienen lantionina, son estables al 

calor, algunas  soportan temperaturas de 100-121°C/15-30 minutos. No sufren 

modificaciones postraduccionales extensas, su modificación postraduccional consiste en el 

corte del péptido líder durante el transporte hacia el exterior de la célula. A menudo se 

sintetizan como prebacteriocinas ya que contienen una secuencia líder que se escinde 

durante la secreción, consta de 14-30 aminoácidos, con un sitio conservado de dos residuos 
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de glicina unidos por puente disulfuro que estabiliza su estructura de lámina β. El péptido 

líder es casi exclusivamente del tipo llamado doble glicina con excepciones para algunas 

bacteriocinas que usan una secuencia de señal Sec para la secreción. Disponen de un 

amplio rango de actividad inhibitoria contra bacterias que disminuyen la vida de anaquel del 

producto, así como contra patógenos, tales como, L. monocytogenes, B. cereus, 

Staphylococcus spp y Clostridium spp. (Zhang et al., 2022; Braïek & Smaoui, 2019; Franz 

et al., 2007).  

Las bacteriocinas de clase II se dividen en cuatro subcategorías: 

Clase IIa: Se conocen como péptidos similares a la pediocina. Conservan una secuencia 

consenso llamada caja pediocina, su actividad antimicrobiana se ve afectada 

negativamente por la ausencia de ésta (KYYGNGVXaaC, donde Xaa indica cualquier 

residuo de aminoácido) y se ubica en el extremo N-terminal (Nes et al., 2013). Este extremo 

conservado se caracteriza por tener una estructura de lámina β y es responsable de la unión 

de la bacteriocina a la superficie de las células sensibles. Estas bacteriocinas son activas 

contra especies de Listeria, como L. monocytogenes, L innocua y L. ivanovii (Chen & 

Hoover, 2003). 

Se sintetizan primero como prebacteriocinas, contienen una secuencia líder de 15 – 30 

residuos de aminoácidos, la mayoría presenta una doble glicina río arriba del sitio de 

escisión. Se cree que el péptido líder sirve como secuencia señal para el procesamiento y 

secreción de bacteriocinas por un sistema de transporte ABC y una proteína accesoria. Se 

postula que las proteínas accesorias facilitan la translocación de la membrana y/o ayudan 

en el procesamiento del péptido líder. Para algunas bacteriocinas de clase IIa, la proteína 

accesoria asegura la formación correcta de enlaces disulfuro, tienen al menos un enlace 

disulfuro. 

Clase IIb: Son bacteriocinas de dos péptidos; requieren de dos péptidos diferentes para 

una actividad óptima, por lo tanto, se considera que las bacteriocinas de dos péptidos 

funcionan juntas como una entidad antibacteriana. Se sintetizan como péptidos precursores 

(tienen péptido líder de tipo GG en extremo N-terminal). Contienen el motivo GXXXG (Hu 

et al., 2010). 

Clase IIc: Bacteriocinas circulares cuya estructura de anillo se forma uniendo cabeza y 

cola. Tienen péptido líder que oscilan entre 2-35 aminoácidos, no comparten similitud de 

secuencia, no tiene sitio de reconocimiento común para el corte del péptido líder.  

Los sitios de ligación de las bacteriocinas circulares están ubicados dentro de una 

estructura hélice, que consiste principalmente de tramos de residuos hidrofóbicos. Las 

bacteriocinas de clase IIc tienen poca similitud de secuencia pero comparten patrones 

estructurales similares de disposición globular de cuatro o cinco hélices (Zhang et al., 2022). 

Clase IId: Bacteriocinas que no tienen similitud de secuencia significativa con las otras 

bacteriocinas de clase II. No tienen péptido líder, se activan inmediatamente después de su 

proceso de traducción y no requieren proteína accesoria para su transporte, (Zhang et al., 

2022). 
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1.6.2 Mecanismo de Acción 
La mayoría de las bacteriocinas de las BAL inhiben el crecimiento de las bacterias mediante 

la formación de poros en la membrana celular provocando fuga de iones selectivos que 

influyen en la fuerza motriz de protones y la reducción del ATP intracelular, la fuga de 

sustratos intracelulares y, en última instancia, la muerte celular (Kumar et al., 2022; Zhang 

et al., 2022). La formación de poros se inicia con la atracción de las bacteriocinas hacia la 

bacteria diana a través de fuerzas electrostáticas, debido a que las bacteriocinas están 

cargadas positivamente e interactúan con los fosfolípidos de la membrana de las bacterias 

que se encuentran cargados negativamente. La unión de las bacteriocinas con las bacterias 

diana se da entre la región N-terminal de la bacteriocina (región hidrofílica) con la superficie 

polar de la membrana celular. Una vez unida la bacteriocina a la bacteria, la región C-

terminal (región hidrofóbica) penetra hacia el interior no polar de la membrana celular 

(Heredia et al., 2017). 

Las bacteriocinas pueden interactuar con receptores específicos de células bacterianas, 
incluido el lípido II y otros precursores de la pared celular, como la undecaprenil pirofosfato 
fosfatasa, el sistema fosfotransferasa de manosa, el transportador ABC de maltosa o una 
metalopeptidasa dependiente de Zn (Wu et al., 2022). 
 
La clase I pueden actuar de dos formas: (i) se enlazan al lípido II de la membrana plasmática 

o, (ii) pueden utilizarlo como molécula de acoplamiento. El lípido II es el mayor transportador 

de subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular, y al enlazarse, la 

bacteriocina evita la síntesis correcta de la pared, lo cual tiene como consecuencia la muerte 

celular. Así mismo, al utilizar al lípido II como molécula de acoplamiento, logran insertarse 

en la membrana e iniciar la formación de poros, lo que conduce a una disipación del 

potencial de membrana y la salida de metabolitos pequeños, provocando una muerte rápida 

(Figura 3). La nisina secretada por Lactococcus lactis es la primera bacteriocina identificada 

en el grupo de las lantioninas. Su mecanismo de acción consiste en provocar la formación 

de pequeños poros en la membrana plasmática de las bacterias Gram positivas, lo que 

provoca daño celular (Wang et al., 2021; Rehaiem et al., 2010).  
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Figura 3. Esquema del mecanismo de acción de bacteriocinas clase I, específicamente 

nisina. 1) La nisina posee una carga neta positiva que incrementa su interacción con las 

cargas negativas de los componentes de la pared celular. 2) La nisina se une al lípido II, 

interfiriendo con la síntesis de la pared celular. 3) Varias moléculas de nisina utilizan el 

lípido II para anclarse e incrustarse en la membrana celular.  
López et al., 2008. 

 
La mayoría de las enterocinas de clase II pueden inducir la permeabilización de la 
membrana de células diana. Varias bacteriocinas de clase II (pediocina PA-1, sakacina P, 
lactococina A) utilizan el receptor Man-PTS, un sistema de transporte utilizado para la 
importación y la fosforilación de azúcares (Figura 4). La enzima EII, es un complejo de 
carbohidratos y tres proteínas (AB, C y D), y representa el blanco de estas bacteriocinas. 
La interacción de la misma con el Man-PTS da como resultado una apertura permanente 
de este receptor y, por lo tanto, una salida continua e incontrolada de moléculas 
intracelulares (Wu et al.,2022).   
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Figura 4. Mecanismo de acción de algunas bacteriocinas clase IIa. Se muestra la unión de 
una bacteriocina clase IIa a su receptor y al complejo embebido en la membrana, ManCD 
(IIC y IID) del transportador Man-PTS. Esta unión abre irreversiblemente el poro y permite 
la libre difusión de iones.  
Nes et al., 2013 

 

Las bacteriocinas de dos péptidos (clase IIb), hacen que la membrana de las bacterias 

sensibles sea permeable a un grupo seleccionado de iones, lo que indica que las 

bacteriocinas forman poros que muestran especificidad con respecto al transporte de 

moléculas. Con base en estudios de estructura-función, se ha propuesto que los dos 

péptidos de las bacteriocinas clase IIb forman una estructura hélice-hélice que penetra la 

membrana e involucra motivos GxxxG. También se ha sugerido que la estructura hélice-

hélice que penetra en la membrana interactúa con una proteína integrada a la membrana, 

lo que desencadena una alteración conformacional en la proteína, que a su vez provoca la 

fuga de iones. Los estudios revelaron que las bacteriocinas muestran especificidad con 

respecto a qué moléculas pequeñas conducen a través de las membranas y que las 

bacteriocinas difieren en sus especificidades (Nissen et al., 2010) 

1.6.3 Biosíntesis e inmunidad  
La síntesis de bacteriocinas está controlada por genes situados en el ADN cromosómico o 

bien en plásmidos (Punia et al., 2022). Las cepas productoras de bacteriocinas están 

protegidas de la actividad de sus propios productos por los sistemas de inmunidad, cuyos 

genes codificantes generalmente se encuentran en los operones de los genes estructurales; 

sin embargo, las bacteriocinas relacionadas pueden exhibir inmunidad cruzada, como se 

observa para algunas subclases IIa y subclases IIb. Las proteínas de inmunidad se han 

detectado ancladas a la superficie de la membrana o incrustadas en la misma (Figura 5) 

(Bierbaum & Sahl, 2009; Dubois et al., 2009; Fimland et al., 2002). 

La bacteriocina de clase IIa se sintetiza primero en los ribosomas como una prebacteriocina, 

que contiene una secuencia líder N-terminal para mantener el péptido inactivo (Figura 5). 

Los péptidos líderes contienen de 15 a 30 residuos, la mayoría de los cuales presentan 

residuos de doble glicina río arriba del sitio de escisión. Se cree que el líder sirve como 

secuencia señal para el procesamiento y secreción de la bacteriocina por un sistema que 

comprende un transportador ABC y una proteína accesoria. La proteína transportadora ABC 

contiene el dominio de unión a ATP C-terminal y el dominio transmembrana N-terminal 

embebido en la bicapa lipídica de la membrana citoplasmática. La región N-terminal escinde 

el péptido líder en el motivo de doble glicina. La unión de la prebacteriocina con el dominio 
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proteolítico N-terminal desencadena la hidrólisis de ATP y los cambios conformacionales 

posteriores del transportador, lo que da como resultado la escisión del péptido líder y la 

translocación de la bacteriocina madura a través de la membrana. Se reporta que la 

proteína accesoria facilita la translocación de la bacteriocina y/o ayudan en el 

procesamiento del péptido líder. Para algunas bacteriocinas de clase IIa, la proteína 

accesoria asegura la formación correcta de enlaces disulfuro. Sin embargo, no todas las 

bacteriocinas de clase IIa se transportan a través del transportador ABC. Algunas 

bacteriocinas, incluidas la enterocina P, la bacteriocina 31 y la enterocina SE-K4, carecen 

del motivo de doble glicina y se exportan mediante un sistema de translocación dependiente 

de Sec. Estas bacteriocinas tienen un líder dependiente de Sec en el extremo hidrofóbico 

N-terminal para dirigir la secreción de las prebacteriocinas. El líder es eliminado por una 

peptidasa señal durante la translocación (Zhang et al., 2022).  

 

  

Figura 5. A) Diagrama esquemático de inmunidad para bacteriocinas IIa; se proponen dos 

modelos con respecto al mecanismo de la proteína de inmunidad, B) Diagrama 

esquemático de biosíntesis; el péptido inductor y la prebacteriocina son sintetizados con 

una secuencia lider que es escindida por el transportador ABC, C) Diagrama esquemático 

de regulación de bacteriocinas mediante un sistema de tres componentes (Zhang et al., 2022). 

La síntesis de bacteriocinas de clase IIa suele estar regulada por un sistema de detección 

de quórum (QS) que consta de tres componentes; un péptido inductor, una proteína cinasa 

de histidina asociada a la membrana (HPK) y un regulador de respuesta citoplasmática 

(RR). El péptido inductor se sintetiza inicialmente como un prepéptido con una secuencia 

líder, que se escinde tras la secreción por el transportador ABC. La concentración de 

péptido inductor aumenta junto con el crecimiento celular. Una alta concentración del 

péptido inductor activa el sistema al desencadenar la autofosforilación de HPK, que 

A 

B 

C 
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transfiere un grupo fosfato al RR. El regulador de respuesta fosforilado actúa como un 

activador transcripcional y activa la expresión del grupo de genes biosintéticos (Figura 5). 

Además, los parámetros ambientales pueden influir en la producción de bacteriocina de 

clase IIa actuando sobre el sistema regulador de bacteriocina o afectando la unión del 

péptido de inducción a la HPK (Zhang et al., 2022). 

Las bacterias productoras de bacteriocinas evitan la muerte por sus propias bacteriocinas 

a través de la coexpresión de proteínas de inmunidad. Las proteínas de inmunidad para las 

bacteriocinas de clase IIa varían de 81 a 115 aminoácidos de longitud y muestran una 

variación sustancial en sus secuencias. La región C-terminal está involucrada en el 

reconocimiento específico de sus bacteriocinas relacionadas. Sin embargo, se observó 

“inmunidad cruzada” contra otras bacteriocinas de clase IIa. Actualmente se proponen dos 

modelos con respecto al mecanismo de inmunidad: (i) La proteína de inmunidad interactúa 

directamente con la bacteriocina para obstruir la formación de poros; (ii) se une al lado 

citoplásmico del receptor bloqueando su capacidad para interactuar con la bacteriocina 

(Figura 5) (Zhang et al., 2022).  

Para el caso de las bacteriocinas de clase IIb, se sintetizan como péptidos precursores, 

contienen péptido lider tipo doble glicina en extremo N-terminal, el cual se escinden durante 

la maduración. El transportador tipo ABC y una proteína accesoria conducen a la escisión 

del prepéptido inactivo con la exportación concomitante de la bacteriocina madura a través 

de la membrana citoplasmática. La producción de bacteriocinas de clase IIb conocidas 

hasta ahora están reguladas por un sistema regulador de tres componentes. 

El mecanismo de cómo las proteínas de inmunidad protegen a las células productoras de 

las bacteriocinas de clase IIb no se ha elucidado por completo. Hasta ahora, se predice que 

todas las proteínas de inmunidad para este tipo de bacteriocinas contienen dominios 

transmembrana (TMD). Sin embargo, varían en longitud, número de TMD y orientación a 

través de la membrana. La amplia variedad estructural de las proteínas de inmunidad puede 

atribuirse al hecho de que las bacteriocinas de clase IIb adoptan diferentes receptores como 

moléculas objetivo (Zhang et al., 2022).  

1.7 Expresión de Bacteriocinas 
Los estudios moleculares revelan que casi todos los determinantes genéticos de las 

bacteriocinas se agrupan en operones. Los operones de bacteriocinas se han encontrado 

en tres lugares diferentes: en el cromosoma bacteriano, en plásmidos y en transposones. 

Muchas veces los operones son inducibles y necesitan la secreción y acumulación 

extracelular de péptidos inductivos que son péptidos cortos liberados por la cepa bacteriana 

productora de bacteriocina. La producción de bacteriocinas depende con frecuencia de 

factores ambientales como la temperatura, el pH, etc (Wu et al.,2022; Kumar et al., 2022).  

El operón bacteriocina en general está conformado de al menos cuatro genes necesarios 

para la producción de la misma: (i) gen estructural, que codifica una pre-bacteriocina, que 

se procesa durante su secreción, este proceso es necesario para que la bacteriocina pueda 

ser activa; (ii) gen de inmunidad, que codifica una proteína que protege a la cepa productora 

de la acción antimicrobiana de su propia bacteriocina; (iii) gen que codifica para el 

transportador ABC necesario para la secreción; y (iv) gen que codifica una proteína 

accesoria. Tres componentes más pueden estar presentes en algunos sistemas: (i) péptido 

inductor (feromona sintetizada ribosomalmente); (ii) proteína histidina cinasa (HK), proteína 
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de membrana que detecta la presencia de la feromona; y (iii) el regulador de respuesta 

(RR), que actúa como factor de transcripción y es modulado por la HK (Figura 6), (Drider et 

al., 2006; Snyder & Worobo, 2014; Sushida et al., 2018). 

 

Figura 6. Esquema general de la organización genética del operón bacteriocina, donde se 

observan los genes que pueden estar presentes en el mismo (Aristimuño, 2015). 

 

El contexto genómico de las bacteriocinas IIa está conservado, normalmente tienen un 

operón que codifica transportadores ABC y sus proteínas accesorias. Los genes 

estructurales de la bacteriocina generalmente se encuentran en un pequeño operón junto 

con el gen de inmunidad. Y tres genes que codifican el sistema regulador están ubicados 

en otro operón, en dónde los dos genes que codifican HK y RR siguen al gen que codifica 

al péptido inductor (Figura 7) (Zhang et al., 2022). 

 

 

Figura 7. Organización de grupos de genes biosintéticos de diferentes bacteriocinas de 

clase IIa (Zhang et al., 2022). 
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Un conjunto típico de genes para la producción de bacteriocinas de clase IIb incluyen dos 

genes estructurales que codifican la bacteriocina y un gen estrechamente adyacente que 

codifica la proteína de inmunidad. Los genes que codifican un sistema regulador de tres 

componentes pueden ubicarse río arriba o río abajo de los genes estructurales (Figura 8) 

(Zhang et al., 2022).. 

 

Figura 8.  Organización de grupos de genes biosintéticos para algunas bacteriocinas 

clase IIb.  

Zhang et al., 2022 

 

1.8 Análisis Bioinformático  
La Bioinformática es un campo de las ciencias computacionales que lleva a cabo el análisis 

de secuencias de moléculas biológicas. Normalmente se aplica al ADN, al ARN o a las 

proteínas, resulta útil para comparar secuencias de genes, transcritos y proteínas entre 

distintos organismos pudiendo revelar relaciones evolutivas, función de genes y proteínas 

(National Human Genome Research Institute , 2023).  

Existen diferentes programas, plataformas, servidores y bases de datos que ayudan a 

realizar un análisis bioinformático, por ejemplo: NCBI y UniProt.  

El Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI; National Center for 

Biotechnology Information) es un repositorio que pertenece a la Biblioteca Nacional de 

Medicina de los Estados Unidos de América (NLM; National Library of Medicine), creado en 

1988 y mantiene la base de datos de GenBank, que contiene secuencias de ácidos 

nucleicos y proteínas, que a su vez, está en concordancia con el Banco de Datos de ADN 

de Japón (DDBJ; DNA Data Bank of Japan) y la base de datos de secuencias de nucleótidos 

del Laboratorio Europeo de Biología Molecular (EMBL-EBI; The European Bioinformatics 

Institute). Por otra parte, el NCBI proporciona distintos sistemas de recuperación de 

información y herramientas computacionales para el análisis de muchos otros tipos de 

sistemas biológicos, que se complementa con contribuciones de la comunidad científica en 

general (Guzmán et al., 2023).  

UniProt (universal protein resource) es un recurso integral para datos de secuencias y 

anotaciones de proteínas creada mediante la combinación de Swiss-Prot, TrEMBL y PIR 

(Protein Information Resource). Esto lo hace un recurso mundial en cuanto al 
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almacenamiento de información sobre proteínas. UniProt es una colaboración entre el EBI, 

el Instituto Suizo de Bioinformática SIB y el PIR (UniProt, 2022).  

Por otro lado, existen servidores para tareas más específicas, por ejemplo; para búsqueda 

de diferentes tipos de promotores, para el análisis de genes específicos implicados en una 

misma función, como es el caso de BAGEL4 que es un servidor web que permite identificar 

y visualizar grupos de genes en el ADN procariótico implicados en la biosíntesis de péptidos 

ribosómicos sintetizados y modificados postraduccionalmente y bacteriocinas (no 

modificadas) (J van Heel et al., 2018).  

1.9 Promotores, factores sigma y RNA polimerasa  
El promotor es una secuencia específica de ADN que regula la transcripción de genes 

particulares. La RNA polimerasa (RNAp) es la enzima necesaria para la transcripción de 

genes, está formada por diferentes subunidades que forman el núcleo de la enzima (2α, β, 

β ', ω), para que haya reconocimiento del promotor se necesita una subunidad más, el factor 

sigma , que se une temporalmente al núcleo de la enzima formando la holoenzima. Los 

factores  se clasifican de acuerdo a su función, a su secuencia y estructura, se dividen en 

dos familias, la familia del factor 70 y la familia del factor 54.  

Los 70 a su vez se subdivide en cuatro grupos, el subgrupo uno está constituido por el 70, 

que reconoce promotores de genes de mantenimiento, genes de crecimiento celular, 

replicación, división celular, así como genes de bacteriocinas. Los subgrupos dos, tres y 

cuatro están formados por factores  llamados sigmas alternativos (σ38, σ32, σ28 y σ24) que 

son reconocidos en condiciones de estrés. En la Tabla 1 se indica la secuencia canónica y 

el número de nucleótidos espaciadores reconocidos por cada factor σ (Scheila de Avila et 

al., 2012). 

Tabla 1. Factores σ de E. coli y sus secuencias promotoras de sus sitios de unión. 

Factor  Gen Uso celular 
Secuencia 
consenso 

-35 
Separación 

Secuencia 
consenso 

-10 

28 fliA Síntesis flagelar CTAAA 15 pb GCCGATAA 

32 rpoH 
Respuesta estrés por 

calor 
CCCTTGAA 13-15 pb CCCGATNT 

38 rpoS 
Respuesta general a 

estrés 
TTGACA 16-18 pb CTATACT 

24 rpoE 
Estrés extra-

citoplasmático 
GGAACTT 15 pb GTCTAA 

70 rpoD 
Asociado al 
crecimiento 

TTGACA 16-18 pb TATAAT 

Factor  Gen Uso celular 
Secuencia 

consenso -24 
Separación 

Secuencia 
consenso -12 

54 rpoN Metabolismo nitrógeno CTGGNA 6 TTGCA 
                                                                               Fuente: (Scheila de Avila e Silva & Echeverrigaray, 2012) 

 

Los promotores 70 están formados por dos hexámeros principales, regiones -35 y -10, se 

localizan río arriba del sitio de inicio de la transcripción.  
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Mutaciones en las secuencias consenso de estas dos regiones afectan el nivel de expresión 

de los genes que controlan (Scheila de Avila et al., 2012).  

De acuerdo a lo publicado por Mitchell y colaboradores en el 2003, la distancia entre los 

elementos -35 y -10 es crucial para la función del promotor. La longitud óptima de la región 

espaciadora es de 17 nucleótidos. Un cambio en las secuencias consenso o en la longitud 

espaciadora conduce a una reducción en la actividad del promotor.  

Se ha visto que la existencia de la región -10 extendido es crucial para la transcripción de 

genes con promotores deficientes y es más frecuente en Bacillus subtilis (Haugen et al., 

2008). Se caracteriza por tener una secuencia consenso 5’-TG-3’, a una base río arriba del 

hexámero -10 . Los promotores que la presentan tienden a tener longitudes de espaciado 

más largas que los promotores que no las tienen, parece que los promotores con menor 

coincidencia con los hexámeros consensos -10 y -35 son más dependientes del motivo TG 

ya que éste les ayuda a conseguir una actividad promotora óptima (Mitchell et al., 2003).                                                                                         

1.10 PCR cuantitativa (qPCR) o PCR en tiempo real y RT-qPCR 
La qPCR es una modalidad de la PCR punto final, su objetivo es detectar y cuantificar 

secuencias específicas de ácidos nucleicos mediante el uso de moléculas fluorescentes en 

la reacción. Su principio se basa en la PCR punto final, sólo que la forma en cómo se 

detectan y analizan los productos de la amplificación es diferente. El término en tiempo real 

se refiere a que la detección de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la 

reacción. 

Es importante mencionar que si se parte de ADN genómico entonces hablamos de una 

qPCR (quantitative PCR), por el contrario, si se parte de ARN para obtener ADNc y luego 

realizar la PCR, entonces se trata de una RT-qPCR. 

El monitoreo de los productos amplificados conforme transcurre la reacción es mediante 

moléculas fluorescentes. En general, se clasifican en dos: (i) colorantes de unión al ADN; 

no son específicos debido a que se intercalan en cualquier ADN de doble cadena, el más 

conocido es el SYBR Green, que es una molécula cargada positivamente. Mientras está en 

solución sin unirse al ADN, prácticamente no emite fluorescencia; sin embargo, cuando se 

une al surco menor del ADN incrementa hasta 1,000 veces su fluorescencia y (ii) sondas 

de hidrólisis; son métodos específicos que siguen el principio conocido como “transferencia 

de energía de resonancia fluorescente” (FRET, por sus siglas en inglés) para generar la 

señal; este método consiste en transferir energía desde un donador o fluorocromo a un 

aceptor, apagador o “quencher”. Las más empleadas son las sondas TaqMan que son 

oligos pequeños (12 – 15 pb) su extremo 5´ está etiquetado con un fluoróforo y su extremo 

3´contiene un apagador, ambos se encuentran cercanos, por lo que no hay emisión de 

fluorescencia; sin embargo, cuando hibridan, el fluróforo reportero y el apagador se 

separan, lo cual permite que la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa hidrolice 

la sonda, logrando que la fluorescencia emitida por el fluoróforo reportero sea liberada y 

detectada por el equipo (Figura 9) (Tamay de Dios et al., 2013). 
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Figura 9. Funcionamiento de diferentes fluoróforos. A) El colorante de unión (SYBR Green) 

se intercala en ADN de doble cadena y es así como emite fluorescencia y se detecta la 

señal. B) Las sondas de hidrólisis (Taqman), una vez alineadas en la región de ADN de 

interés son hidrolizadas por la Taq polimerasa logrando la emisión de fluorescencia que 

será captada por el equipo. Fuente: Thermo Fisher Scietific 

 

La PCR con transcripción inversa (RT-PCR) es una variante de la PCR convencional donde 

la enzima retrotranscriptasa genera ADN complementario (ADNc) a partir del ácido 

ribonucleico (ARN), posteriormente se realiza la PCR correspondiente (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Esquematización de la Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa con 

Transcriptasa Reversa (RT-qPCR). Para la RT-qPCR en un solo paso, en un mismo tuvo 

se añade el ARN mensajero, los cebadores, las enzimas RT y Taq polimerasa, los dNTP y 

el fluoróforo. Primeramente se sintetizará el ADNc y posteriormente se llevará acabo la 

PCR en tiempo real (qPCR) 

 

 

A B 
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2. Antecedentes 
El género Enterococcus es capaz de colonizar diversos nichos ecológicos gracias a su 

capacidad para sobrevivir a condiciones ambientales desfavorables y crecer en ambientes 

hostiles (Hikmate et al., 2008). Por tal motivo, cepas del género Enterococcus faecium se 

encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido encontradas en diversos 

ambientes, tales como: alimentos fermentados, el tracto gastrointestinal de mamíferos 

formando parte de su microbiota natural y en muestras clínicas pueden actuar como 

patógenos oportunistas.   

2.1 Enterococcus no nosocomiales  
Debido a que gradualmente se han generado cepas patógenas de enterococos que causan 

infecciones nosocomiales, existe cierta controversia por su presencia en alimentos, por lo 

que en el equipo de trabajo se han realizado investigaciones con el objetivo de analizar la 

relación filogenética entre las cepas aisladas de alimentos y las cepas patógenas 

oportunistas.  

En el 2015, Guzmán Ovalle realizó un análisis MLST de cepas de E. faecium aisladas del 

queso Cotija, dentro de las cuales se encontraba la cepa QD-2. En la Figura 11 A se 

muestra el diagrama de población obtenido, donde se observa que las cepas aisladas del 

queso Cotija no se encuentran relacionadas filogenéticamente con cepas patógenas 

oportunistas (CC17).  

 

Figura 11. Análisis de la estructura poblacional de cepas de E. faecium aisladas de quesos 

artesanales mexicanos. 1A) Cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija artesanal 

mexicano. B) Cepas de E. faecium aislados de queso Cotija (verde), del queso bola de 

Ocosingo (naranja) y el complejo clonal 17 (rojo), (Guzmán, 2015; Urrieta, 2018) 

 

Por otro lado, en 2018, Urrieta realizó un análisis MLST de cepas aisladas del queso bola 

de Ocosingo, los resultados muestran que las cepas aisladas del queso bola están 

relacionadas filogenéticamente con cepas aisladas del queso Cotija, ambas no forman parte 

del CC17 (Figura 11 B). El complejo clonal 17 (CC17) se caracteriza por contener cepas 
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con resistencia a vancomicina, ampicilina y quinolonas, así como por la presencia de una 

isla de genes de patogenicidad putativa que incluye el gen esp y/o el gen hyl (Top et al., 

2008).  

 

2.2 Detección de la Enterocina A en la cepa QD-2 de E. faecium 
Anteriormente, en el equipo de trabajo se evaluó la presencia del gen entA en E. faecium, 

cuyo gen codifica para la enterocina A. La detección se realizó por medio de PCR punto 

final obteniéndose un resultado positivo (Figura 12), lo que indica que el gen que codifica 

para la enterocina A está presente en el genoma de la cepa QD-2 de E. faecium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Evaluación de la presencia del gen entA.  

Las muestras 1,2, 3 y 16 corresponden a E. faecium A4-1, E. faecium A4-2, E. faecium A4-

3 y E. faecium QD-2, respectivamente. El amplicón esperado de la Enterocina A es de 141 

pb, se observa que las muestras 3, 16 y el control + (E. faecium MXVK29) presentan una 

banda entre 100 y 200 pb (Mendoza, 2019). 

 

Posteriormente se realizaron pruebas fenotípicas para corroborar la presencia de la 

enterocina A, se hizo la prueba de difusión en agar contra L. monocytogenes, en donde se 

observó un ligero halo de inhibición en la cepa QD-2 de E. faecium (Figura 13, pozo 16). 

Para demostrar que la actividad de inhibición de L. monocytogenes se debía a la enterocina 

A, se realizó un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) para así evaluar el perfil 

proteínico del concentrado obtenido por el método selectivo de adsorción-desorción y se 

observó que la cepa QD-2 de E. faecium presentó dos bandas intensas de tamaño cercano 

a 6.5 KDa, lo que indica que hay presencia de péptidos con ese peso molecular, por lo que 

es posible que alguna de esas bandas corresponda a la enterocina A (Figura 14).  
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Figura 13. Evaluación de la actividad de diferentes cepas contra L. monocytogenes. Los 

pozos 3, 16, 30 y 34 corresponden a las cepas E. faecium A4-3, E. faecium QD-2, E. faecalis 

QB-2 y E. faecalis QA-2, respectivamente, se utilizó nisina como control positivo (N). 

(Mendoza, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Gel SDS-PAGE teñido con nitrato de plata. Evaluación del perfil proteínico del 

extracto obtenido por adsorción-desorción de las cepas E. faecium QD-2 y E. faecalis QA-

2, carril 16 y 34 respectivamente, carril M corresponde al marcador de peso de polipéptidos. 

A y B corresponden a bandas de tamaño menor a 10 kDa. (Mendoza, 2019) 

 

2.3 Secuenciación e información del genoma 
En el grupo de trabajo, se mandó a secuenciar el genoma de la cepa QD-2 de E. faecium, 

por ensamblado de novo, se obtuvo la siguiente información (Figura 15).  

A 

B 
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Posteriormente, se realizó la búsqueda bioinformática de secuencias codificantes para 

bacteriocinas con la plataforma de BAGEL4, se encontraron 8 genes que codifican para 

bacteriocinas putativas (Figura 16).  

 

 

 
 

 

 

3. Justificación 
En el grupo de trabajo se aisló la cepa de Enterococcus faecium QD-2 proveniente de un 

queso Cotija artesanal mexicano. En investigaciones anteriores se determinó que la cepa 

QD-2 no está relacionada filogenéticamente con cepas nosocomiales y que sintetiza 

péptidos con actividad antilisterial. Además, se cuenta con la secuencia de su material 

genético cromosomal y se sabe que hay varios ORFs con anotación de bacteriocinas 

putativas. En vista de tales resultados nos interesa saber cuáles de éstos se están 

expresando. 

Por medio de un análisis bioinformático se conocerá cual es el contexto genómico de los 

ORFs con anotación para bacteriocina putativa. Mediante una RT-qPCR se analizará su 

expresión y utilizando diferentes concentraciones de NaCl en el medio de cultivo se 

conocerá el efecto del estrés osmótico en la transcripción de las mismas. 

4. Hipótesis 
Los pares de ORFs 615-616 y 901-902, al encontrarse contiguos, formarán operones 

bicistrónicos. 

La expresión de los ORFs codificantes para bacteriocinas disminuirá cuando la bacteria se 

encuentre en estrés osmótico generado por la presencia de NaCl en diferentes 

concentraciones. 

 

Figura 15. Estadística relacionada al genoma  
(Romero, 2022) 

 

Figura 16. Información de genes con 

anotación para bacteriocinas putativas. El 

genoma de E. faecium QD-2 tiene 

codificados ocho genes con anotación para 

bacteriocinas. (Romero, 2022) 
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5. Objetivo General 

 
 Determinar si los marcos de lectura codificantes para bacteriocinas putativas de la 

cepa QD-2 de Enterococcus faecium se expresan. 

 

5.1 Objetivos Particulares 
 

• Predecir bioinformáticamente promotores y otros elementos involucrados en la 

expresión de los genes codificantes para bacteriocinas. 

• Evaluar experimentalmente la transcripción de los marcos de lectura para 

bacteriocinas putativas seleccionadas. 

• Determinar si la expresión de los marcos de lectura codificantes para bacteriocinas 

en E. faecium QD-2 varía por el estrés osmótico ocasionado por la presencia de 

NaCl en diferentes concentraciones.  

6. Metodología 
 

 

Figura 17. Diagrama general de trabajo 

Análisis 
bioinformático

Análisis del contexto 
genómico de contigs

con anotación de 
bacteriocinas 

putativas.
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secuencia peptídica 

de los ORFs que 
conforman los contigs 

de interés

Búsqueda posibles 
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Diseño de cebadores 
para ORFs de interés 

Evaluación 
fenotípica

Reactivación de la 
cepa y análisis de 

pureza  

Curva de crecimiento 
y conservación de la 

cepa

Curva de crecimiento 
en diferentes 

concentraciones de 
NaCl 

Evaluación 
expresión de genes 

Cuantificación y 
análisis de integridad 

del RNA 

Extracción material 
genético (RNA)

RT-qPCR
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6.1 Análisis Bioinformático  
El análisis bioinformático se realizó con la finalidad de conocer el contexto genómico de los 

ORFs codificantes para bacteriocinas putativas y determinar cuál de ellos cuenta con un 

posible promotor funcional.  

6.1.1 Análisis del Contexto Genómico  
Anteriormente en el grupo de trabajo se realizó la búsqueda de ORFs codificantes para 

bacteriocinas putativas en E. faecium QD-2. De acuerdo a esos resultados, se sabe que los 

contigs 2, 3, 20 y 66 son quienes los contienen. En el actual trabajo, estos cuatro contigs 

se analizaron por medio de la plataforma Bagel4 (libre acceso disponible en 

http://bagel4.molgenrug.nl.) que es una base de datos de péptidos antimicrobianos 

modificados postraduccionalmente, predice ORFs relacionados al transporte, regulación e 

inmunidad, por lo que Bagel4 es una herramienta que ayuda en la búsqueda de genes 

putativos de bacteriocinas en los genomas bacterianos (Nes et al., 2007). 

El análisis se complementó realizando el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de 

las secuencias peptídicas de los diferentes ORFs que conforman los contigs antes 

mencionados, para ello se utilizaron las plataformas de NCBI, UniProt y Pfam. 

6.1.2 Predicción de Promotores 

Únicamente las secuencias nucleótidicas localizadas río arriba de los genes que codifican 

para las bacteriocinas putativas se analizaron bioinformáticamente con las plataformas 

IPro70-FMWin y BProm con el fin de buscar sus posibles promotores. De acuerdo a lo 

publicado por Anzolini & Silva en 2020, IPro70-FMWin exhibe los mejores resultados para 

la mayoría de las métricas utilizadas entre diferentes herramientas para búsqueda de 

promotores. Los resultados obtenidos con IPro70-FMWin (libre acceso disponible en 

http://ipro70.pythonanywhere.com/server) se compararon y complementaron con los 

obtenidos con la plataforma de Bprom (libre acceso disponible en 

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb). 

Ambas herramientas son plataformas web que ayudan en la predicción de promotores 

sigma 70 (70).   

6.1.3 Diseño de Cebadores 

La secuencia de los genes estructurales, se usó como base para diseñar el par de 

cebadores que permitiera obtener la amplificación de cada gen de interés. 

Todos los cebadores utilizados fueron diseñados para este trabajo y mandados a sintetizar 

en la compañía IDT (Integrated DNA Technologies).  

Se diseñaron los cebadores para los ORFs que codifican para bacteriocinas putativas que 

cuentan con un contexto genómico de bacteriocina y que obtuvieron un puntaje mayor en 

el análisis bioinformático de su posible promotor. Éstos fueron los ORFs 615, 616, 621, 901 

y 902. El gen rpoA se empleó como gen endógeno, el cual codifica para una de las 

subunidades α de la RNA polimerasa. El diseño de cada uno de estos cebadores se realizó 

en la plataforma de IDT con la herramienta PrimerQuest. Al finalizar el análisis de todos los 

posibles juegos de cebadores, se seleccionó el que mejor caracteristicas mostraba de 

acuerdo a los lineamientos necesarios para un buen diseño de cebadores. En el Anexo 10.1 

se mencionan los lineamientos recomendados a seguir para el diseño de cebabores.  

http://bagel4.molgenrug.nl/
http://ipro70.pythonanywhere.com/server
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
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Una vez seleccionados el juego de cebadores para cada ORF, se realizaron diferentes 

BLAST para verificar la especificidad de los mismos. Primeramente se realizó un BLAST 

con dos genomas de Enterococcus faecium seleccionados al azar de la base de datos de 

NCBI (Tabla 2), y posteriormente se hizo un alineamiento con el contig respectivo de cada 

gen utilizando la plataforma Clustal omega v. 2.0.12, resultados no mostrados. 

En la Tabla 2 se muestran las secuencias de los cebadores empleados en este trabajo. 

Tabla 2. Secuencias y temperaturas de alineamiento de los cebadores seleccionados 

para cada gen a analizar. 

 

6.2 Evaluación Fenotípica 

6.2.1 Reactivación de la Cepa y Análisis de Pureza 

La cepa QD-2 de E. faecium  se encontraba almacenada en tubos crioviales a -70 °C en 

medio MRS con glicerol al 15%. Para reactivarla, el criovial se descongeló a 4°C, 

posteriormente se inocularon 100 μL del medio con glicerol en 25 mL de medio MRS estéril 

Gen Secuencia 5' - 3' Tm 

Ampli-

cón 

BLAST ATCC 8459 = 

NRRL B-2354 

(taxid:1158600) 

Enterococcus 

faecium T110 

(taxid:1344042) 

   
 

  

615 
F: TGGAGGCAATAATGCTTGGG 62.67  

80 

Proteína hipotética Proteína hipotética 

R: CTAAACCTGCACCACCTACTG 62.18 Proteína hipotética Proteína hipotética 

616 
F: GAGTGCCGTGGGAGTTT 61.49  

95 

bacteriocina clase II bacteriocina clase II 

R: CACAAGCAGCTATTGCATAAGG 61.86 bacteriocina clase II bacteriocina clase II 

621 
F: AAATAAATGTACGGTCGATTGGG 61.34 

87 
bacteriocina clase II bacteriocina clase II 

R: CCTGGAATTGCTCCACCTAAA 62.26 bacteriocina clase II bacteriocina clase II 

901 

F:ATGATAGTCTTTGGTATGGTGTAGG 61.96 

 

81 

bacteriocina Transportdor ABC 

R: TCATGTGTTTAACAGGATGGTTTG 62.02 bacteriocina 

Proteína de 

biosíntesis del ácido 

D-alanil-lipoteicoico 

902 
F: TTCAAGGAGGAATAGCACCTATTAT 61.79  

84 

bacteriocina clase II   Sin coincidencia 

R: AGATTATTTGATCTGAGTGATCCCA 61.98 bacteriocina clase II   Sin coincidencia 

rpoA 
F: CCTGTTCGTCGTGTGAACTATC 62.5  

93 

Subunidad alfa de 

RNA polimerasa  

R: ACCATCTGTCCAAATCTCCATC 62.07 

Subunidad alfa de 

RNA polimerasa  
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y se incubó a 37 °C durante 18 horas, tiempo durante el cual se realizó la cinética de 

crecimiento y una tinción de Gram para verificar pureza.  

Se determinó la tubidez del medio a 600 nm (D.O.600nm) en un espectrofotómetro (Thermo 

Scientific, BioMate 3). El aumento en la D.O. del medio se correlaciona directamente con el 

crecimiento del microorganismo. Las mediciones se realizaron cada 60 minutos en las fases 

de crecimiento lag y estacionaria, mientras que en la fase exponencial las mediciones se 

realizaron cada 30 minutos.  

Debido a que la expresión de bacteriocinas se da en la parte final de la fase exponencial, 

se analizó la cinética de crecimiento y se determinó que a las 6 horas de fermentación se 

alcanzó este punto en la curva de crecimiento, por lo que se prosiguió a realizar la 

conservación de la cepa en medio MRS con glicerol al 15% estéril y se almacenó a -70°C.  

Con el fin de establecer el punto de extracción de ARN en cada una de las condiciones de 

cultivo a estudiar, se realizaron las cinéticas de crecimiento en cada una de ellas; medio 

MRS con 0 % (p/V) NaCl, 3 % (p/V) NaCl y 5 % (p/V) NaCl. 

6.3 Evaluación de la Expresión de Genes 

6.3.1 Extracción de ARN total 

Para la extracción de ARN total se utilizaron materiales y soluciones libres de ribonucleasas, 

para lo cual todo el material se esterilizó en autoclave a 121°C por 60 minutos. Se utilizó 

agua desionizada tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC, Sigma) al 0.1 % (V/V), se dejó 

en agitación con agitador magnético en campana de gases durante toda la noche y 

posteriormente se esterilizó durante 1.5 hrs (H2O DEPC).  

Todas las soluciones se prepararon con H2O DEPC y se trabajó con guantes en todo 

momento.  

Una vez alcanzada la D.O. deseada en cada condición de crecimiento, el cultivo se sacó 

de incubación e inmediatamente se obtuvo el paquete celular para llevar acabo la extracción 

de RNA. Para ello se empleó la centrifuga Beckman coulter, Allegra X-30R. Una vez 

obtenido el paquete celular se realizó la lisis celular y posteriormente la extracción de ARN 

total por medio del método de TRIzol (TRI Reagent®,Sigma-Aldrich), en los Anexos 10.2 y 

10.3 se describe la metodología a detalle.  

6.3.2 Cuantificación y Evaluación de la Calidad de ARN obtenido  

La concentración y pureza del ARN obtenido se evaluó por espectrofotometría usando un 

NanoDrop (Thermo Scientific).  

Posteriormente se evaluó la integridad del ARN total obtenido mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 1% - formaldehído 18%. En el Anexo 10.4 se muestra la metodología a 

detalle.  

Una vez terminado de correr el gel de electroforesis, se visualiza el ARN desnaturalizado y 

para ello se sumergió el gel en una solución de Bromuro de Etidio (BrEt, 1μg/mL) durante 

15 min. Tan pronto como hubo transcurrido el tiempo se realizó la visualización en un UV 

transiluminador. 
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6.3.3 Análisis De La Expresión De Bacteriocinas  

En este trabajo se analizó el efecto que sufre la transcripción de genes que codifican para 

bacteriocinas en E. faecium QD-2, cuando la cepa se expone a estrés osmótico debido a la 

variación en la concentración de NaCl. 

Las muestras de ARN se analizaron por RT-qPCR y se estudiaron los ORFs con anotación 

para bacteriocionas putativas, 615, 616, 621, 901 y 902. El nivel de expresión se determinó 

fluorométricamente utilizando SYBR Green como fluoróforo y para el análisis de resultados 

se empleó la cuantificación relativa, utilizando el método comparativo Ct (2−ΔΔCT).  

Para el análisis de la expresión génica se realizaron tres cultivos para cada condición y para 

cada extracto de ARN se hicieron tres reacciones independientes de RT-qPCR para cada 

ORF.  

Las reacciones de amplificación para los ORFs de interés se realizaron mediante RT-qPCR 

en el termociclador ABI 7500, Applied Biosystems. 

Una vez que se obtuvo ARN íntegro y de buena calidad se realizó la reacción RT-qPCR 

utilizando el kit SCRIPT RT-qPCR SybrMaster (Jena Bioscience), se determinaron los 

volúmenes de reactivos a utilizar (Tabla 3) y las condiciones de reacción (Tabla 4) tomando 

como base las indicadas por el proveedor y las Tm de cada cebador. 

La reacción para cada ORF se llevó a cabo por triplicado en reacciones de RT-qPCR 

individuales. Estas reacciones se realizaron en un volumen final de 20 μL que contenía 

10μL de SCRIPT RT-qPCR SybrMaster (Jena Bioscience), 0.2 μL de cada cebador, 5 μL 

de ARN a una concentración de 100 ng y 4.6 μL de H2O, se realizaron 40 ciclos.  

Tabla 3. Reactivos y volúmenes utilizados por cada reacción de RT-qPCR 

 Reactivo 
Conc. 
inicial 

Conc. Stock 
Conc. 
final 

Vol. p/1 
reacción 

1 Agua -------- -- -- 4.6 μL 

6 Cebador F 100 μM 10μM 100 nM 0.2 μL 

5 Cebador R 100 μM 10μM 100 nM 0.2 μL 

6 Sybr Green 2x  1x 10 μL 

7 ADN -- 20 ng 100ng 5 μL 

Volumen final de reacción: 20 μL 

 

Tabla 4. Condiciones de reacción RT-qPCR 

Etapa 
Temp 
(°C) 

Tiempo Ciclos 

Transcripción 
Reversa 

50 10 min 1x 

Desnaturalización 
inicial 

95 5 min 1 x 

Desnaturalización 95 15 s 40x 

Alineación 63 20 s 40x 

Elongación 72 31 s 40x 
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Para poder interpretar los resultados de las reacciones RT-qPCR se empleó la 

cuantificación relativa, utilizando el método comparativo Ct (2−ΔΔCT). En este método se 

normaliza la proporción de la expresión génica en comparación con un gen endógeno, en 

este caso el gen rpoA, que codifica para la subunidad α de la RNA polimerasa. Así mismo, 

se compara con la expresión de un gen de referencia, en este estudio se consideró el ORF 

que codifica para la enterocina  A, ORF 621 en 0% NaCl. En el cálculo se considera el Ct 

del gen de referencia y el Ct del gen endógeno (Zarzecka et al., 2022), en la Tabla 5, se 

muestran las fórmulas empleadas para dichos cálculos.  

Tabla 5. Fórmulas para la determinación del Delta delta Ct, Ct (2−ΔΔCT) 

Cálculo  Fórmula  

Delta Ct ∆𝐶𝑡 = 𝐶𝑡 𝑔𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠 − 𝐶𝑡 𝑒𝑛𝑑ó𝑔𝑒𝑛𝑜 

Delta Delta Ct  

Veces de mayor o 
menor expresión 

2−ΔΔCT 

 

7. Resultados y Discusión 
 

Es importante mencionar que este trabajo de investigación se realizó en condiciones de 

pandemia por lo que el enfoque bioinformático fue extenso y la parte experimental se vio 

limitada en cuestión de tiempo.   

7.1 Análisis bioinformático  
Mediante el análisis bioinformático se obtuvieron y analizaron los contextos genómicos y 

las secuencias de posibles promotores de ORFs con anotación para bacteriocinas putativas 

de E. faecium QD-2 para poder seleccionar a los que se les analizará su transcripción en 

diferentes concentraciones de NaCl.  

7.1.1 Análisis del Contexto Genómico 
Con ayuda de la plataforma BAGEL4 se obtuvieron los diagramas de contexto genómico 

de los contigs 2, 3, 20 y 66 que son los que contienen los ORFs para bacteriocinas putativas 

(Figuras 18, 20, 21, 26 y 27).  

El análisis se complementó analizando los ORF que conforman el contexto genómico de 

cada bacteriocina putativa. Para ello se emplearon las plataformas de NCBI, UniProt y 

Pfam, los resultados se muestran en las Tablas 6, 7, 8, 9 y 10.  

Los resultados del análisis de los contigs antes mencionados confirman la presencia de 

grupos de genes involucrados en la producción, en el transporte e inmunidad de la 

enterocina A, enterocina X y enterocina B (contigs 2, 3.2 y 66 respectivamente), así como 

también genes que codifican para bacteriocinas similares a la UviB y enterolisina A (contigs 

3.1 y 20). Todos están codificados cromosómicamente y los primeros tres muestran un alto 

grado de similitud con los descritos previamente en la literatura. Sin embargo, el ORF 718 

que codifica para una bacteriocina con similitud a UviB y el ORF 2142 que codifica para la 

∆∆𝐶𝑡 = (∆𝐶𝑡 𝑔𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠 −  ∆𝐶𝑡 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎) 
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enterolisina A (contigs 3.1 y 20) muestran poca o nula similitud con lo reportado en la 

literatura.  

 CONTIG 2 

Tabla 6. BLAST y anotación de los ORFs que forman el contexto genómico de bacteriocinas 

putativas del contig 2. 

ORF NCBI 
ID 

(%) 
UniProt ID (%) Pfam Score 

 
613 

 
 

Proteína de 
secreción de la 

familia HIyD 

 
100 

Proteína 
accesoria de 
secreción de 
bacteriocina 

 
100 

Proteína de 
secreción de la 

familia HIyD 

 
52.4 

614 
 
 

Proteína de 
transporte ABC 

 
99.8 

Proteína de 
transporte ABC 

 
99.9 

Región 
transmembranal del 
transportador ABC 

 
198.6 

615 
 
 

 
Bacteriocina 

 
100 

Bacteriocina 
E.faecium/prot. no 

caracterizada 

 
100 

Bacteriocina clase II 
con péptido líder de 

doble glicina 

 
10.9 

616 
 

 
Bacteriocina 

 
100 

 
Bacteriocina 

 
100 

Bacteriocina clase II 
con péptido líder de 

doble glicina 

 
32.5 

617 

Factor 
transcripcional 
regulador de 

respuesta 

99 

Factor 
transcripcional 
regulador de 

respuesta 
 

100 
Dominio regulador 

de respuesta 
 

40.3 

618 
Proteína con 

dominio GHKL 
100 

Proteína cinasa 
de histidina 

99.8 Dominio GHKL 57.3 

 
619 

 

Factor de 
inducción de 
bacteriocina 

 
100 

Secuencia señal 
tipo bacteriocina 

 
100 

Proteína tipo 
lactococina 

 
16.2 

 
620 

 

Proteína de 
inmunidad de la 

Enterocina A 

 
99 

Proteína de 
inmunidad de la 

Enterocina A 

 
99.1 

Dominio Familia 
inmunidad de la 

enterocina A 

 
47.7 

621 
 

 
Enterocina A 

 
100 

 
Enterocina A 

 
100 

 
Bacteriocina clase II 

 
72.8 

623 
 

Proteína de 
transporte ABC 

 
100 

Proteína de 
transporte ABC 

 
100 

Dominio 
transportador ABC 

 
125.5 

624 
 

Regulador 
transcripcional 

 
100 

Regulador 
transcripcional 

 
100 

Proteína reguladora 
de bacteriocinas 

 
42.6 

 

De acuerdo a los resultados previamente obtenidos en el grupo de trabajo, se sabía que el 

contig 2 contiene tres ORFs con anotación para bacteriocinas putativas, los cuales 

corresponden al 615, 616 y 621. De acuerdo a los resultados bioinformáticos de este 

trabajo, se puede mencionar que codifican para dos bacteriocinas no caracterizadas y para 

la enterocina A, respectivamente.  

Al observar el contexto genómico obtenido para los ORFs codificantes para bacteriocinas 

putativas presentes en el contig 2, se aprecia que hay tres que van en dirección opuesta al 

resto, éstos corresponden a los ORFS 615 y 616 y se encuentran entre el operón de 

transporte y el operón de regulación de la Enterocina A (Figura 18). De acuerdo a lo 

reportado en la literatura, pudieran corresponder a una segunda bacteriocina. 
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Figura 18. Contexto genómico de bacteriocinas putativas del contig 2 en E. faecium QD-2. 

Los ORFs en rosa corresponden al operón de transporte, los de amarillo al operón de 

regulación y los rojos al de inmunidad. Los ORFs en verden pertenecen a los genes 

estructurales para bacteriocinas putativas. 

 

ORF 615. Codifica para una bacteriocina no caracterizada  

De acuerdo al contexto genómico del contig 2, se observa que el ORF 615 tiene río abajo 

dos ORF en la misma dirección pero en sentido contrario al resto de los marcos de lectura 

(Fgura 18). Las tres bases de datos con las que se realizó la anotación identificaron al ORF 

615 como bacteriocina (Tabla 6).  

Los ORFs 615 y 616 ya habían sido identificados en Enterococcus faecium DPC1146 por 

O´Keeffe y colaboradores en 1999; sin embargo, únicamente al producto putativo del ORF 

2, aquí ORF 616, le encontraron características relacionadas con bacteriocinas.  

Por otro lado, Escamilla-Martínez y colaboradores en 2017, analizaron la cepa MXVK29 de 

Enterococcus faecium, aislada de salchichas fermentadas, e identificaron la presencia de 

los ORF2 y ORF3 (aquí 616 y 615, respectivamente) y los análisis realizados mostraron 

una alta identidad con bacteriocinas de clase IIb.  

Se sabe que las bacteriocinas de clase IIb tienen un motivo similar a GxxxG (AxxxA o 

SxxxS) presente en péptidos y proteínas transmembranales. Escamilla-Martínez y 

colaboradores mencionan que el ORF3 (615) puede codificar para una bacteriocina de 

clase IIb porque incluye un motivo SxxxS en lugar de un motivo GxxxG, de forma similar a 

la plantaricina NC8β, que también pertenece a esta clase de bacteriocinas. El ORF 615 no 

muestra homología con otras bacteriocinas descritas previamente. 

ORF 616. Bacteriocina no caracterizada con similitud a Acidocina_ LF221B 

Las tres bases de datos identificaron al ORF 616 con anotación para bacteriocina (Tabla 

6). 

De acuerdo a lo reportado por O´Keeffe y colaboradores (1999), el péptido codificado por 

el ORF2 (aquí ORF 616) posee la mayoría de las características moleculares de las 

bacteriocinas clase II, incluyendo un perfil hidrofóbico y una posible secuencia líder con un 
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sitio de procesamiento GG. Además, el extremo C-terminal es similar a LafX, LcnM y LcnN, 

péptidos implicados en la biosíntesis de la lactacina F y lactococina M y N, respectivamente.  

Se realizó un alineamiento entre la secuencia de aminoácidos del ORF2, reportada por 

O´Keeffe, y la secuencia de aminoácidos del péptido codificado por el ORF 616 y se observó 

que ambas secuencias son idénticas.  

La proteína putativa del ORF 616 tiene una secuencia líder con un motivo doble de glicina, 

al igual que la proteína codificada por el ORF 615. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados 

bioinformáticos y a lo reporado en la literatura, se puede inferir que los ORFs anteriormente 

mencionados codificarían para una bacteriocina de clase IIb. Esta clase requiere la 

presencia de dos componentes proteicos para una mayor actividad antimicrobiana. 

ORF 621. Codifica para la Enterocina A 

Dentro del contig 2 se reconoció al ORF 621 con anotación para la enterocina A,.  

La enterocina A ya ha sido aislada y caracterizada; se ha reportado que el cluster de genes 

involucrados en su expresión incluyen al gen estructural, gen de inmunidad, gen que 

codifica para un factor de inducción, gen que codifica para una histidina cinasa (entK) y un 

regulador de respuesta (entR), así como un gen que codica un transportador ABC y un gen 

para una proteína accesoria (Escamilla et al., 2017).  

La anotación que se muestra en la Tabla 6 indica que el gen estructural de la enterocina A 

corresponde al ORF 621, el gen de proteína de inmunidad corresponde al ORF 620, el 

factor de inducción al ORF 619, la proteína histidina cinasa al ORF 618, el regulador de 

respuesta al ORF 617, el gen que codifica para un transportador ABC corresponde al ORF 

614 y la proteína accesoria al ORF 613.  

Haciendo una comparación entre el contexto genómico reportado y el obtenido en este 

trabajo para la Enterocina A (Figura 19 A y 19 B, respectivamente), se puede apreciar que 

ambos contienen los mismos ORFs, lo que indica que el ORF 621 de la cepa QD-2 tiene el 

mismo contexto genómico que el reportado en la literatura.  

Se ha publicado que la enterocina A tiene actividad antimicrobiana frente a cepas como 

Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Pediococcus parvulus, Staphylococcus 

aureus y Lactobacillus casei (Escamilla et al., 2017).  

Figura 19. Comparación del contexto genómico del operón que codifica a la enterocina A. 

A) Contexto genómico propuesto por Escamilla-Martínez et al en 2017. B) Contexto 

genómico obtenido en este trabajo con la herramienta BAGEL 4. 
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 CONTIG 3 

Debido a que el tamaño del contig 3 es muy grande, la plataforma de BAGEL 4 dividió éste 

en dos, el contig 3.1 y 3.2.  

En la Tabla 7 se muestra el análisis complementario de los ORFs mostrados en el contexto 

genómico del contig 3.1 

Tabla 7. BLAST y anotación de los ORFs que forman el contexto genómico de bacteriocinas 

putativas del contig 3.1. 

ORF NCBI 
ID 

(%) 
UniProt 

ID 
(%) 

Pfam 
Bit 

score 

717 
 

Proteína 
hipotética 

100 
Proteína no 

caracterizada 
99.8 

Dominio de 
familia de 
función 

desconocida 

95 

718 
UviB 

Proteína 
hipotética 

(E.faecium) 
Bacteriocina 

UviB 
(E.faecalis) 

 
96.92 

 
 
68.66 

 
Proteína no 

caracterizada 
 
Bacteriocina 
putativa UviB 

 
98.5 
 

 
88.2 

Proteína de la 
Familia 
holinas 

33.7 

719 
 

Proteína 
hipotética 

100 
Proteína con 

dominio 
BppU_N 

66.2 
Dominio N-
terminal de 

BppU 
22.4 

720 
 

Proteína de 
la cola del 

fago 
100 

Proteína 
estructural 

del fago 
menor 

100 
Cola de fago 

endopeptidasa 
56.6 

721 
 

Proteína de 
la cola de 

fago 
98.78 

Proteína de 
la cola del 

fago 
100 

Proteína de 
cola de fago 

21.2 

722 
 

Proteína de 
cinta 

métrica de 
cola de fago 

100 

Proteína de 
cinta métrica 
de cola de 

fago 

99.6 
Proteína 

relacionada 
con fagos 

75.4 

723 
 

Proteína 
hipotética 

99.17 
Proteína de 
bacteriófago 

100 --- --- 

724 
 

Proteína de 
la cola del 

fago 
100 

Proteína B 
de la cola del 
fago mayor 

99 --- --- 

 

 Contig 3.1 

En la Figura 20 se muestra la representación esquemática del contexto genómico obtenido 

del contig 3.1 de E. faecium QD-2, donde se identificó un ORF codificante para bacteriocina 

putativa con similitud a la UviB, correspondiente al ORF 718. 

ORF 718. Codifica para una bacteriocina con similitud a la bacteriocina UviB con 

dominio de holina 

Observando la información de la Tabla 7, el ORF para la bacteriocina putativa es el que 

corresponde al 718. La base de datos de NCBI y UniProt lo identificaron como bacteriocina 

UviB, pero la base de datos de Pfam lo reconoció como una proteína de la familia de los 

holinas. Estas últimas son proteínas presentes en fagos, tienen afinidad por la membrana 
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bacteriana en la que se insertan haciendo poros que permiten el paso de la endolisina al 

espacio periplásmico, dónde degrada el peptidoglicano de la pared celular. Esto ocasiona 

que aumente la presión osmótica en el interior de la bacteria, lo que finalmente provoca su 

lisis (Catalao et al., 2013). 

Considerando que los ORFs que se encuentran alrededor del ORF 718 corresponden a 

proteínas de fagos, es probable que éste no codifique para una bacteriocina sino para una 

proteína de esta familia.  

 

Figura 20. Contexto genómico del contig 3.1. El ORF en verde corresponde al de la 

bacteriocina putativa con similitud a UviB con dominio de holina.  

 

 Contig 3.2  

En la Figura 21 se muestra la representación esquemática del contexto genómico del contig 

3.2 de E. faecium QD-2 donde se observan dos ORFs con posible anotación para 

bacteriocinas, corresponden a los ORFs 901 y 902 que fueron identificados como 

Enterocina X cadena α y Enterocina X cadena β, respectivamente. En la Tabla 8 se muestra 

la anotación de los ORFs contenidos en el contig 3.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Contexto genómico correspondiente al contig 3.2. Los ORFs en verde 

corresponden a los de la Enterocina X cadena α y Enterocina X cadena β.  

 



 
36 

 

Tabla 8. BLAST y anotación de los ORFs que forman el contexto genómico de bacteriocinas 

putativas del contig 3.2. 

Gen NCBI 
ID 

(%) 
UniProt 

ID 
(%) 

Pfam 
Bit 

score 

891 
 

Aminopeptidasa 99.77 Aminopeptidasa 100 
Proteína similar 
a la peptidasa 

677 

895 
 

Doble hidrolasa 
alfa/beta 

99 
Proteína con 

dominio 
hidrolasa 

99.5 

Proteína de la 
familia 

hidrolasa 
alfa/beta 

34.8 

897 
 

Fosfo-beta-
glucosidasa 

99.79 
Fosfo-beta-
glucosidasa 

putativa 
100 

Proteína de la 
familia glucosil 

hidrolasa 
398.9 

898 
 

Subunidad 
transportadora 

de 
betaglucósidos 

99.84 

Proteína de 
transporte 

específica de 
betaglucósidos 

100 

Proteína del 
sistema de 

fosfotransferasa 
de azúcar 

165.1 

899 
 

Proteína con 
dominio PRD 

100 
Proteína con 
dominio PRD 

100 
Proteína con 
dominio PRD 

71.4 

901 
Enterocina 
de cadena 

alfa 

 
Precursor de 
enterocina B 

 
100 

 
Enterocina B 

 
100 

 
Lantibiótico tipo 

A 

 
15.6 

902 
Enterocina 
de cadena 

beta 

Bacteriocina 
clase IIb 

 
100 

Bacteriocina 
clase IIB 

 
100 

Bacteriocina 
clase II con 

péptido líder de 
doble glicina 

 
20.9 

903 
 

Proteína 
hipotética 

 
100 

Proteína no 
caracterizada 

 
 

100 

Dominio de 
proteína 

incrustada en la 
membrana 

 
15.0 

 

 

De acuerdo a los resultados bioinformáticos los ORFs con anotación para posibles 

bacteriocinas son 901 y 902, los ORFs aledaños corresponden a proteínas que no están 

relacionadas con la expresión de bacteriocinas a excepción del ORF 903, las bases de 

datos de NBCI y UniProt lo identificaron como proteína hipotética/no caracterizada, sin 

embargo, la base de datos de Pfam detectó un dominio de proteína embebido en la 

membrana. Las proteínas de inmunidad se caracterizan por contener dominios embebidos 

en la membrana y se sabe que cuando son específicas para alguna bacteriocinas se 

encuentra inmediatamente río abajo del gen estructural, por lo tanto, es probable que el 

ORF 903 codifique para una proteína de inmunidad.  

ORF 901, codifica para la Enterocina X cadena α y ORF 902, codifica para la 

Enterocina X cadena β  

La enterocina X, compuesta por dos péptidos antibacterianos (Xα y Xβ), es una bacteriocina 

de clase IIb, purificada por primera vez de la cepa KU-B5 de Enterococcus faecium, aislada 

de manzanas dulces. Se ha identificado en cepas de E. faecium que producen la enterocina 

A y B.  

Hu y colaboradores en 2010 aislaron dos péptidos desconocidos, en su trabajo 

denominados enxA y enxB; en sus secuencias, detectaron los motivos GXXXG, que a 
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menudo se encuentran en la mayoría de las bacteriocinas de dos péptidos, también 

mencionan que ambos codifican un prepéptido de tipo doble glicina con una secuencia líder 

de 18 residuos. Comparando la secuencia peptídica publicada por estos autores con las 

secuencia de los ORFs 901 y 902 de la cepa QD-2, se puede observar que 901 con respecto 

a la secuencia reportada para la Enterocina X cadena α y 902 con respecto a la secuencia 

reportada para la Enterocina X cadena β son idénticas, respectivamente. También se puede 

mencionar que las secuencias peptídicas de las proteínas codificadas por los ORFs 901 y 

902 tienen una secuencia líder de 18 residuos de aminoácidos y son del tipo doble glicina 

(Figura 22).  

La región genética que codifica para la enterocina X de acuerdo a lo publicado por Hu y 

colaboradores (2010), contiene seis ORFs, las funciones de los orfX1, orfX2 y orfX3 se 

desconocen, al orfX4, ubicado río abajo de enxB, lo reportan como posible gen de 

inmunidad para la enterocina X, debido a su ubicación y a que contiene dos dominios 

transmembrana putativos (Figura 23) 

 

 

Figura 22. Comparación de la secuencia peptídica de la Enterocina X cadena α y 

Enterocina X cadena β con las secuencias de los ORFs 901 y 902. A) Secuencia reportada 

para la enterocina Xα y Xβ por por Hu y colaboradores en 2010, B) Secuencias peptídicas 

obtenidas de los ORFs 901, 902, estas últimas corresponden a los prepéptidos. En color 

amarillo se señala el inicio del péptido maduro y en negritas se resalta los motivos GXXXG.   

 

Figura 23. Región génica reportada para la Enterocina X.                                    Hu et al., 2010 
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Hu y colaboradores revelan que el gen enxB está ubicado a 19 nucleótidos río abajo de 

enxA en la misma dirección. Comparándolo con los resultados obtenidos en este trabajo el 

ORF 902 se encuentra a 18 pb río abajo del ORF 901 y ambos en la misma dirección (Figura 

24).  

 

Figura 24. Secuencias de nucleótidos de los ORFs 901 y 902. En amarillo se resalta el 

codón de inicio para cada ORF y en gris el codón de término. La secuencia subrayada son 

los 18 nucleótidos que separan al ORF 901 del ORf 902. 

 

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la región río arriba del locus de la enterocina X, 

desde orfX1 hasta el extremo 5´ de enxA, tiene una secuencia similar a la región río arriba 

del locus de la enterocina B. Dentro de esta región se encuentran las secuencias líder de 

los prepéptidos de la Enterocina B y Enterocina Xα; siendo éstas casi idénticas, por lo que 

se sugiere que tienen la misma maquinaria de transporte, quizás la misma que el de la 

enterocina A. El gen que codifica la enterocina X ha sido detectado en cepas de E. faecium 

productores de enterocinas A y B (Figura 25) (Hu et al., 2010).  

 

Figura 25. Alineación de las secuencias de ADN que contienen los determinantes genéticos 

de enterocina X y enterocina B. Los ORFs están representados por flechas, las negras 

corresponden a los ORFs que codifican un prepéptido con una supuesta secuencia líder de 

tipo doble glicina. EnxA y enxB son los ORFs estructurales de las enterocinas Xα y Xβ, 

respectivamente y entB es el gen estructural de la enterocina B. Las flechas grises 

representan genes de inmunidad, el orfX4 es el gen de inmunidad supuesto para la 
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enterocina X y eniB el gen de inmunidad para la enterocina B. Las flechas blancas 

representan los genes con funciones desconocidas (Hu et al., 2010).  

Comparando lo antes mencionado con el contexto genómico obtenido para los ORFs 901 

y 902, se encontró coincidencia con lo reportado en la literatura para la enterocina X. Río 

abajo del ORF 901 se encuentra el ORF 902 y en seguida se encuentra el ORF 903 con 

dominio de proteína embebido en la membrana, por lo que pudiera tener anotación para 

una proteína de inmunidad. Río arriba del ORF 901 se encuentran los tres marcos de lectura 

abierto con función desconocida tal como los reportaron Hu y colaboradores en 2010.  

 

 CONTIG 20 

En la Figura 26 se muestra la representación esquemática del contexto genómico del contig 

20 de E. faecium QD-2 donde se observa que el servidor web BAGEL 4 predice un ORF 

con anotación para una posible bacteriocina, la enterolisina A, correspondiente al ORF 

2142. En la Tabla 9 se presenta la anotación de los ORFs presentes en el contig 20, para 

ello se emplearon las bases de datos de NCBI, UniProt y Pfam.  

 

Figura 26. Contexto genómico del contig 20 de la cepa QD-2 de E. faecium. En verde se 

representa el ORF con anotación para bacteriocina putativa.  
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Tabla 9. BLAST y anotación de los ORFs que conforman el contig 20. 

ORF NCBI 
ID 

(%) 
UniProt 

ID 
(%) 

Pfam 
Bit 

score 

2131 
 

Proteína 
hipotética 

 
99.59 

Proteína 
hipotética 

99.8 
Proteína 
hipotética 

29.5 

2132 
 

Proteína 
hipotética 

100 
Proteína no 

caracterizada 
99.7 

Dominio de la 
subfamilia de 

metalopeptidasas 
24.0 

2137 
 

Proteína 
hipotética 

100 
Proteína no 

caracterizada 
100 Proteína FlgN 20.2 

2140 
 

Proteína 
hipotética 

99.63 
Proteína no 

caracterizada 
99.6 

Dominio del 
sensor bimodular 

helicoidal 
18.7 

2141 
 

 
Proteína 
hipotética 

 
99.53 

Proteína no 
caracterizada 

100 

Clasificación 
vacuolar 38 y 

subunidad 
relacionada con 

autofagia 

14.9 

2142 
Enterolisina 

A 

Proteína con 
dominio 

glucosaminidasa 
99.75 

Peptidasa 
M23 

99.8 
Dominio de 

Glucosaminidasa 
45.8 

2143 
 

ATPasa similar 
a VirB4 

100 ATPasa 100 
Dominio AAA 

ATPasa 
16.6 

2145 
 

Proteína 
hipotética 

99.49 
Proteína no 

caracterizada 
100 

Proteína 
ribosomal L13e 

14.4 

2146 
 

Proteína 
hipotética 

99.15 
Proteína no 

caracterizada 
99.1 

Familia de 
función 

desconocida 
27.2 

2147 
 

Proteína 
hipotética 

99.87 
Proteína no 

caracterizada 
98 

Familia 
TrbC/VIRB2 

11.3 

 
 

2148 
 

Proteína de la 
familia de 

transferencia de 
ADN conjugativa 

del sistema 
secretor tipo IV 

99.89 

Proteína de 
transferencia 

conyugal 
TraG/VirD4 

97.5 

Sitio de 
reconocimiento 

de TraM de TraD 
y TraG 

92.7 

 

Enterolisina A 

Se ha reportado que es una bacteriocina producida por Enterococcus faecalis LMG 2333, 

es termolábil con un amplio espectro inhibidor, rompe la pared celular de las bacterias 

sensibles. Esta cepa fue aislada de peces en Islandia. Esta bacteriocina se traduce como 

una preproteína de 343 aminoácidos con un péptido señal dependiente de sec de 27 

aminoácidos. La enterolisina A madura consta de 316 aminoácidos y tiene un peso 

molecular calculado de 34.501 KDa, inhibe el crecimiento de enterococos, pediococos, 

lactococos y lactibacilos (Nilsen et al., 2003). 

Su extremo N terminal es homólogo a los dominios catalíticos de diferentes proteínas 

degradadoras de la pared celular tales como la lisostafina y a la zoocina A. Éstas son 

endopeptidasas que pertenecen a la familia de proteasas M37, por tal es probable que la 

base de datos de UniProt haya identificado al ORF 2142 como una peptidasa.  
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ORF 2142 con similitud a Enterolisina A 

Analizando los datos de la Figura 26 y la Tabla 9, el ORF relacionado con la bacteriocina 

putativa es el ORF 2142. Los ORF aledaños corresponden a proteínas no caracterizadas o 

proteínas no relacionadas con la expresión de bacteriocinas. Teniendo en cuenta que las 

tres bases de datos identificaron al ORF 2142 como una peptidoglucano hidrolasa, la 

descartamos de este estudio.  

 

 CONTIG 66 

En la Figura 27, se muestra el diagrama del contexto genómico obtenido por el servidor 

BAGEL4 donde se puede observar que se predice el ORF 2596 con anotación para una 

bacteriocina, identificada como Enterocina B.   

 

Figura 27. Contexto genómico del contig 66 de E. faecium QD-2. En verde se representa 

el ORF con anotación para la enterocina B. 

 

Tabla 10. BLAST y anotación de los ORFs que forman el contexto genómico de la 

bacteriocina putativa del contig 66. 

ORF NCBI 
ID 

(%) 
UniProt 

ID 
(%) 

Pfam 
Bit 

score 

 
2596 

Bacteriocina 
clase II 

 
98.59 

Bacteriocina 
Carnobacteriocina 

A 

 
100 

Bacteriocina 
clase II 

 
28.8 

2597 

Proteína de 
inmunidad 

de 
enterocina 

100 
Proteína de 

inmunidad de 
enterocina B 

100 

Proteína de 
familia de 
función 

desconocida 

14.8 

2598 
Proteína 
hipotética 

100 
Proteína no 
caractrizada 

100 ---- ---- 

 

 

Enterocina B 

La enterocina B fue aislada de la cepa T136 de Enterococcus faecium, se expresa como un 

prepéptido de 71 aminoácidos y contiene un péptido líder del tipo doble glicina que se 

escinde para dar la enterocina B madura que consta de 53 aminoácidos, es 47% idéntica a 

la carnobacteriocina A. La enterocina B no contiene el motivo YGNGVxC que caracteriza a 

las bacteriocinas tipo pediocina; sin embargo, tiene similitud de secuencia con las 

bacteriocinas de esta familia. Su péptido líder de 18 aminoácidos tiene el mismo tamaño y 
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un 50% o más de identidad de secuencia con el péptido líder de la carnobacteriocina A 

(Casaus et al., 1997). 

Las bacteriocinas de clase II tienen claras similitudes en su contexto genómico, que 

consiste en el gen estructural seguido inmediatamente por un gen que codifica la proteína 

de inmunidad, genes para transporte y proteínas accesorias. Algunas bacteriocinas de 

clase IIa están reguladas y pueden tener un factor de inducción, así como genes 

reguladores. (Franz et al., 1999). Para el caso de la enterocina B, únicamente se han podido 

identificar el gen estructural y el de inmunidad que se encuentra localizado río abajo y con 

orientación opuesta al gen estructural (Figura 28), no se ha reportado ningún otro gen 

asociado a la producción de la bacteriocina, esto contrasta con el contexto genómico 

descrito para las bactericinas clase II, por lo que el locus genético de la enterocina B es 

atípico (Franz et al., 1999).  En el contexto genómico para la enterocina B de la cepa QD-

2, inmediatamente río abajo del gen estructural se encuentra un ORF en sentido opuesto 

que fue identificado por las bases de datos de NCBI y UniProt como proteína de inmunidad 

de enterocina, estos resultados concuerdan con el contexto genómico ya reportado para la 

enterocina B (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Comparación del locus genético de la enterocina B.  

A) Contexto genómico reportado para la enterocina B Franz et al., 1999 

B) Contexto genómico obtenido en este trabajo para la enterocina B  

 

ORF 2596 codifica una proteína con similitud a la Enterocina B 

En la Tabla 10 y Figura 27 se muestra el análisis que se realizó a los ORFs que conforman 

el contexto genómico de la enterocina que se encuentra en el contig 66, se identificó al ORF 

2596 con posible anotación para bacteriocina clase II. El ORF 2597 fue identificado como 

una proteína de inmunidad, que de acuerdo a la base de datos de UniProt, se identificó 

específicamente como proteína de inmunidad de la enterocina B, seguido de un ORF con 

función desconocida, lo cual coincide con lo reportado anteriormente por Franz y 

colaboradores en 1999. 
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7.1.2 Predicción de Promotores 

Con la finalidad de determinar a cuales de los ochos ORFs con anotación para bacteriocinas 

putativas se les podía predecir un posible promotor, se realizó la búsqueda de los mismos 

empleando las plataformas iPRo70-FMWin y BProm.  

ORF 615, Bacteriocina no caracterizada y ORF 616, Bacteriocina no caracterizada con 

similitud a Acidocina_ LF221B 

En la Figura 29 se presenta el posible promotor para los ORFs 615 y 616. En la Tabla 11, 

se muestran los puntajes obtenidos para los hexámeros -35 y -10 del posible promotor de 

estos ORFs. Para el ORF 616 los puntajes obtenidos son muy bajos por lo que se descartó 

como posible promotor. En cambio, se observa que los puntajes obtenidos para el posible 

promotor del ORF 615 son más altos, lo que indica que hay mayor probabilidad de que las 

secuencias realmente correspondan a un promotor.  

Considerando que ambos ORFs se encuentran contiguos, que en la literatura los han 

reportado como bacteriocinas de clase IIb y que el posible promotor para el ORF 615 obtuvo 

un puntaje mayor, se propone que ambos ORFs formen un operón bicistrónico por lo que 

estarían regulados por el mismo promotor, en este caso, el que se ubica río arriba del ORF 

615.  

 

 

Figura 29. Posible promotor para los ORFs 615 y 616.  

Hexámero -35 en morado, hexámero -10 en verde, posible Shine Dalgarno en rojo, codón 

de inicio en amarillo, codón de término en gris 
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Tablas 11. Puntaje de posibles promotores de acuerdo a la plataforma de BProm y iPro70-

FMWin para los ORFs 615 y 616 

 

 

 

 

Ya teniendo un posible promotor para estos dos ORFs, se realizó su análisis comparando 

las secuencias de los hexámeros con las secuencias consenso -10 y -35, de igual manera, 

se analizó la región espaciadora entre estos dos hexámeros, la separación óptima es de 17 

pb. Este análisis se realizó para saber qué tan degenerado se encuentra el posible 

promotor.  

El promotor predicho para los ORFs 615 y 616 muestra una separación óptima entre los 

elementos -35 y -10, es decir, tienen una separación de 17 pb. En la Tabla 12 se observa 

la comparación de las secuencias de los hexámeros con respecto a las secuencias 

consenso. Es importante mencionar que el subíndice denota el porcentaje de aparición de 

cada base.  

Para el hexámero -10 se observa que los nucleótidos de la posición -10 y -8 cambian por 

una adenina y citosina, respectivamente y en la región -35, los nucleótidos de la posición -

33 y -34 cambian por una adenina y guanina, respectivamente. Se puede observar que 

cada hexámero presenta dos cambios y que en ambos casos se encuentran entre los 

nucleótidos que presentan un porcentaje de aparición menor.  

Tabla 12. Comparación de la secuencias de los hexámeros -35 y -10 del promotor para el 

operón bicistrónico (ORFs 615 y 616) con respecto a la secuencias consenso. 

Hexámero 
-10 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 

T80 A95 T45 A60 A50 T96 

T A A A C T 

Hexámero 
-35 

-37 -36 -35 -34 -33 -32 

T82 T84 G78 A65 C54 A45 

T T G G A A 
Nota: Casillas sombreadas en azul son aquellos nucleótidos que presentan cambio con respecto a la secuencia consenso 

de cada hexámero 

 

ORF 621, codifica para la Enterocina A 

Se hizo la búsqueda del posible promotor para el ORF 621 (Figura 30). De acuerdo a los 

resultados de las plataformas iPro70-FMWin y BProm, se observa que ambos hexámeros 

obtuvieron un alto puntaje, lo que indica que dichas secuencias tienen alta probabilidad de 

ser un promotor (Tabla 13).  

Del análisis del posible promotor se puede decir que; la distancia entre ambos hexámeros 

es de 11 pares de bases, aunque no se detectó a simple vista la secuencia consenso para 

un posible Shine-Dalgarno, la enterocina A ha sido aislada de diferentes cepas de 

ORF Promotor BProm iPro70-
FMWin 

615 -35 32 0.7860 

-10 48 0.7860 

ORF Promotor BProm iPro70-
FMWin 

616 -35 24 0.0914 

-10 48 0.0914 
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Enterococcus faecium. El hexámero -10 presenta una secuencia idéntica a la consenso, el 

hexámero -35 presenta dos cambios en comparación a la secuencia canónica, siendo los 

nucleótidos -32 y -35 que cambian por una guanina y una citosina respectivamente (Tabla 

14).   

Con estos resultados podemos decir que el promotor no cumple con la distancia óptima de 

la región espaciadora y presenta un cambio en una de las bases más conservadas en el 

hexámero  -35, sin embargo, la caja -10 tiene exactamente la secuencia consenso.  

 

Figura 30. Posible promotor para el ORF 621  

Hexámero -35 en morado, hexámero -10 en verde, codón de inicio en amarillo, codón de 

término en gris 

 

 

Tabla 13. Puntaje de posible promotor de acuerdo a la plataforma de Bprom y iPro70-

FMWin para el ORF 621 

 

 

 

 

 

 

 

ORF Promotor Bprom iPro70-FMWin 

621 
-35 86 0.9960 

-10 40 0.9866 
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Tabla 14. Comparación de la secuencias de los hexámeros -35 y -10 del promotor para el 

OFR 621 con respecto a la secuencias consenso. 

Hexámero 
-10 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 

T80 A95 T45 A60 A50 T96 

T A T A A T 

Hexámero 
-35 

-37 -36 -35 -34 -33 -32 

T82 T84 G78 A65 C54 A45 

T T C A C G 
Nota: Casillas sombreadas en azul son aquellos nucleótidos que presentan cambio con respecto a la secuencia consenso 

de cada hexámero 

 

ORF 718, Codifica para una bacteriocina con similitud a la bacteriocina UviB con 

dominio de holina 

En la Figura 31 se presenta el posible promotor para el ORF 718. Con respecto a su análisis, 

el puntaje obtenido para cada hexámero es muy bajo (Tabla 15), por lo que hay poca 

probabilidad que las secuencias propuestas correspondan a un promotor.  

Haciendo la comparación de las secuencias consenso, el hexámero -35 sólo conserva tres 

bases de la secuencia canónica, dos de ellas de las más conservadas (-36 y -37) y una de 

ellas de las menos conservadas (-34). El hexámero -10 sólo cambia en la base -9, la cual 

es una de las bases con menor porcentaje de aparición, variando guanina por adenina 

(Tabla 16). La distancia entre estos dos hexámeros es de 12 pb y no hay presencia del 

elemento -10 extendido.  

 

 

Figura 31. Contexto genómico del contig 3.1 y posible promotor para el ORF 718 

Hexámero -35 en morado, hexámero -10 en verde, codón de inicio en amarillo. 
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Tabla 15. Score de posible promotor de acuerdo a la plataforma de BProm y iPro70-

FMWin para el ORF 718 

ORF Promotor BProm iPro70-FMWin 

718 
-35 33 0.3302 

-10 70 0.4851 

 

Tabla 16. Porcentaje de aparición de cada base en la secuencia consenso del hexámero -

10 y -35 para el promotor del ORF 718 

Hexámero 
-10 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 

T80 A95 T45 A60 A50 T96 

T A T G A T 

Nota: Casillas sombreadas en azul son aquellos nucleótidos que presentan cambio con respecto a la secuencia consenso 

de cada hexámero 

 

ORF 901, codifica para la Enterocina X cadena α y ORF 902, codifica para la 

enterocina X cadena β 

Se realizó la búsqueda de los posibles promotores para los ORFs 901 y 902, se analizaron 

y los resultados indican que el puntaje obtenido para el promotor del ORF 902 es muy bajo, 

lo que sugiere que las secuencias propuestas no corresponden a las de un promotor, sin 

embargo, en el caso del puntaje obtenido para el promotor del ORF 901 son altos, indicando 

que estas secuencias posiblemente corresponden a un promotor (Tabla 17).  

Considerando los puntajes obtenidos para cada promotor y sabiendo que ambos ORFs se 

encuentran contiguos, se sugiere que ambos formen un mismo operón por lo que estarían 

regulados por un mismo promotor, en este caso, el promotor predicho para el ORF 901 

(Figura 32).   

Continuando con el análisis del posible promotor, se puede mencionar que la distancia entre 

el hexámero -35 y -10 es de 15 pb. Comparando los dos hexámeros con las secuencias 

consenso correspondientes, se puede mencionar que la secuencia del hexámero -35 

cambia en la base -33, -34 y -35, de éstas la -33 y -34 se encuentran dentro de las bases 

con menor porcentaje de aparición, sin embargo, la base -35 es una de las tres bases mayor 

conservadas. El hexámero -10 sólo presenta un cambio en la posición -10 siendo esta la 

que tiene más variabilidad (Tabla 18).   

Hexámero 
-35 

-37 -36 -35 -34 -33 -32 

T82 T84 G78 A65 C54 A45 

T T  C A T T 
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Figura 32. Posible promotor para los ORFs 901 y 902.  

Hexámero -35 en morado, hexámero -10 en verde, posible Shine Dalgarno en rojo, codón 

de inicio en amarillo 

 

Tabla 17. Score de los posibles promotores de acuerdo a la plataforma de BProm y iPro70-

FMWin para los ORFs 901 y 902. 

 

 

 

 

Tabla 18. Comparación de la secuencias de los hexámero -35 y -10 del posible promotor 

para el operón bicistrónico (genes 901 y 902) con respecto a las secuencias consenso. 

 

Nota: Casillas sombreadas en azul son aquellos nucleótidos que presentan cambio en la secuencia consenso de cada 

hexámero. 

ORF Promotor BProm iPro70-
FMWin 

901 
-35 22 0.9981 

-10 57 0.9981 

ORF Promotor BProm 
iPro70-
FMWin 

902 
-35 53 0.4973 

-10 51 0.1140 

Hexámero -10 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 

T80 A95 T45 A60 A50 T96 

T A A A A T 

Hexámero -35 

-37 -36 -35 -34 -33 -32 

T82 T84 G78 A65 C54 A45 

T T A T T A 
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ORF 2596, codifica una proteína con similitud a la Enterocina B 

En la Figura 33 se muestra el posible promotor para el ORF 2596, de acuerdo con el análisis 

que se le realizó, se puede mencionar lo siguiente. La distancia entre los elementos -35 y -

10 es de 17 pb, la secuencia del hexámero -35 difiere de la secuencia consenso únicamente 

en la base -32, siendo ésta la menos conservada. Para el caso del hexámero -10, las bases 

que cambian son las que se encuentran en la posición -7 y -8, siendo la -7 la base con 

mayor porcentaje de aparición (Tabla 20). Sin embargo, los puntajes obtenidos para para 

cada hexámero son valores muy bajos por lo que es probable que esta secuencia no 

corresponde a un promotor (Tabla 19).  

 

Figura 33. Posible promotor para el ORF 2596 

Hexámero -35 en morado, hexámero -10 en verde, codón de inicio en amarillo 

 

Tabla 19. Puntaje del posible promotor del ORF 2596 de acuerdo a la plataforma de 

BProm y iPro70-FMWin  

 

 

 

 

 

 

 

ORF Promotor BProm 
iPro70-
FMWin 

2596 
-35 61 0.3136 

-10 25 0.3136 
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Tabla 20. Comparación de secuencias consenso con secuencias del posible promotor del 

ORF 2596 

Hexámero 
-10 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 

T80 A95 T45 A60 A50 T96 

T A T A G C 

Hexámero 
-35 

-37 -36 -35 -34 -33 -32 

T82 T84 G78 A65 C54 A45 

T T G A C T 
Nota: Casillas sombreadas en azul son aquellos nucleótidos que presentan cambio en la secuencia consenso de cada 

hexámero. 

 

De acuerdo a los resultados bioinformáticos de los ocho ORFs codificantes para 

bacteriocinas putativas presentes en el genoma de  Enterococcus faecium QD-2, seis 

coinciden en su contexto genómico con el ya reportado en la literatura, éstos son los ORFs 

615, 616, 621, 902, 902 y 2596, ya que su contexto genómico contiene elementos 

involucrados en la expresión de las bacteriocinas, ya sea el gen codificante para proteína 

de inmunidad, genes relacionados con la exportación y/o genes relacionados con la 

regulación de la expresión de las bacteriocinas.   

Con respecto al análisis de los posibles promotores, los resultados sugieren que los ORFs 

615 y 616 se encuentran en un operón biscistronico, al igual que los ORFs 901 y 902. Los 

promotores para los ORFs 615, 621 y 901 son los que obtuvieron un mayor puntaje por lo 

que se eligieron como posibles promotores para estos operones.  

7.2 Evaluación Fenotípica 

7.2.1 Análisis de Pureza 

En la Figura 34 se muestra la tinción de Gram que se realizó a la cepa QD-2 para analizar 

su pureza, se visualizaron varios campos y únicamente se observaron cocos Gram positivos 

solos, en pares o cadenas cortas que, de acuerdo a lo reportado en la literatura, 

corresponden a las características microscópicas de E. faecium.  

 

 

Figura 34. Tinción de Gram de la cepa QD-2 de E. faecium 
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7.2.2. Cinética de Crecimiento de E. faecium QD-2 en presencia de diferentes 

concentraciones de NaCl  

 

Uno de los factores de estrés más común en los alimentos es el estrés osmótico asociado 

a la presencia de NaCl. El NaCl se utiliza como conservador ya que modifica la actividad 

acuosa de los alimentos, con lo que reduce y previene el crecimiento microbiano debido a 

su papel bactericida. 

Con el objetivo de determinar el punto en el que se realizaría la extracción de ARN en cada 

condición a analizar la variación de la transcripción de ORFs para bacteriocinas, se 

realizaron las cinéticas de crecimiento en medio MRS a 37°C con diferentes 

concentraciones de NaCl: 0%, 3% y 5% (equivalente a 0, 0.05 y 0.086 OsM). 

De acuerdo a un estudio realizado por Vallejo et al., en 2014, la máxima producción de 

bacteriocinas es al final de la fase exponencial de crecimiento, por lo que se decidió realizar 

la extracción de ARN en ese momento para poder obtener la mayor cantidad de ARNm de 

cada bacteriocina. Estas cinéticas se realizaron por triplicado midiendo la densidad óptica 

(D.O.) a 600 nm, Se observa que en la condición de 0% de NaCl, la parte final de la fase 

exponencial se alcanzó a las 6 horas de incubación, en la condición de 3% de NaCl, se 

alcanzó a las 7.5 horas de fermentación y, por último, en la concentración de 5% de NaCl 

se necesitaron 12 horas de incubación para alcanzar la parte final de la fase exponencial 

de crecimiento (Figura 35) 

  

Figura 35. Crecimiento de E. faecium QD-2 en medio MRS a diferentes concentraciones 

de NaCl. Incubación a 37°C. Las flechas indican el punto dónde se realizó la extracción de 

ARN. Las tres cinéticas se realizaron por triplicado.  
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Se determinó la velocidad específica de crecimiento para las tres condiciones de cultivo, se 

obtuvo que para la condición de 0% NaCl la velocidad de crecimiento es de μ= 0.5439 h-1, 

para la concentración de 3% NaCl es μ= 0.3449 h-1 y para la condición de 5% NaCl es μ = 

0.2226 h-1. Haciendo una comparación entre las velocidades de crecimiento en las tres 

condiciones de cultivo analizadas, se observa que el NaCl es un factor influyente en el 

crecimiento de E. faecium QD-2, conforme aumenta la concentración de sal la velocidad de 

crecimiento es más baja, por lo que la duración de la fase exponencial aumenta, 

necesitándose más tiempo para alcanzar la fase estacionaria. Estos resultados coindicen 

con lo publicado por Leroy y colaboradores en 2003, donde se demuestra que el estrés 

salino disminuye el crecimiento celular de E. faecium RZS C5.   

7.3 Análisis de Expresión de Genes  

7.3.1 Extracción de ARN total, Cuantificación y Análisis de su Integridad  
Se realizó la extracción de ARN de la cepa QD-2 para las tres condiciones a analizar a partir 

de cultivos con 6 hrs, 7.5 hrs y 12 hrs de incubación para la condición de 0%, 3% y 5% de 

NaCl, respectivamente. Se determinó la concentración de ARN por medio de absorbancia 

a 260 nm y la pureza con las relaciones 260/280 nm y 260/230 nm, para esto se utilizó el 

NanoDrop (Thermo Scientific). En la Tabla 21 se muestran estos resultados. 

Los valores de absorbancia a 280 y 230 nm se utilizan para calcular índices de pureza de 

los ácidos nucleicos. Estos índices son sensibles a la presencia de contaminantes en la 

muestra, como los disolventes y reactivos residuales que se utilizan en la extracción del 

material genético.  

A 230 nm se absorben contaminantes como sales caotrópicas, fenoles o carbohidratos. La 

relación A260/230 en muestras de ARN en general se considera que es aceptable si es 

>1.5.  

Para la relación A260/280 en muestras de ARN, un valor cercano a ≈ 2.0, es generalmente 

aceptado como puro, (Thermo Scientific, Guía del usuario de NanoDrop One, 2016). 

Tabla 21. Cuantificación de ARN extraído de la cepa QD-2 de E. faecium, incubada en 

medio MRS con 0%, 3% y 5% NaCl a 37°C. Muestras seleccionadas para realizar la 

reacción RT-qPCR 

Concentración 
NaCl 

Muestra 
Concentración 
de ARN (ng/μL) 

A260/280 A260/A230 

0% NaCl 

1.1 448.25 1.62 0.45 

2.1 A 2730.05 1.99 1.94 

3.1 1328.2 1.97 1.80 

3% NaCl 

1 3465.6 2.0 1.67 

2 2400.05 2.01 1.71 

3 3080.0 1.99 1.85 

5% NaCl 

1.1 1497.9 1.96 1.77 

2 1405.8 1.94 1.44 

3 1039.3 1.95 1.62 
Nota: Se seleccionó una muestra de cada fermentación, las número 1 corresponden a la fermentación 1, las número 2 

corresponden a la fermentación 2 y las número 3 corresponden a la fermentación 3. 
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El ARN obtenido tiene buena pureza (Tabla 21). Posteriormente se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa 1% - formaldehído 18% con el objetivo de evaluar la 

integridad del ARN obtenido (Figura 36). En este gel se observó la presencia de tres 

bandas, las dos primeras corresponden al ARN ribosomal de las subunidades del ribosoma 

bacteriano, el cual está conformado por dos subunidades, la subunidad grande 50S 

(contiene los ARNr 23S y 5S) y la subunidad pequeña 30S (contiene el ARNr 16S) (Rodicio 

& Mendoza, 2004).  

Las bandas bien definidas indican que el ARN obtenido se encuentra íntegro, aunado a que 

es de buena calidad, por lo tanto se prosiguió a realizar las reacciones de RT-qPCR para 

analizar la variación de la expresión de los ORFs codificantes para bacteriocinas putativas. 

La Figura 36 corresponde al gel agarosa 1% - formaldehído 18%, para las muestras de 

ARN obtenido en la extracción en las condiciones de 0% NaCl. Para las condiciones de 3% 

y 5% NaCl los geles obtenidos en la electroforesis de igual manera mostraron las tres 

bandas bien definidas, resultados no mostrados.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 36. Gel de agarosa 1% - formaldehido 18%. Evaluación de la integridad del ARN 

extraído de E. faecium QD-2 incubado en condiciones estándares (medio MRS, 0% NaCl 

a 37°C). De arriba hacia abajo, las primeras dos bandas corresponden al ARNr 23S y 

16S, respectivamente. La tercer banda corresponde a RNAs pequeños.  

 

7.3.2 Análisis de los niveles de transcritos de bacteriocinas putativas mediante RT-

qPCR 
 

Se ha reportado que el género Enterococcus expresa a la bacteriocina EntA, que pertenece 

a la  clase IIa; de igual manera, algunas cepas también pueden expresar bacteriocinas de 

clase IIb, como la Enterocina X. El género Enterococcus a menudo tiene más de un gen 

codificante para bacteriocinas; sin embargo, no todos los genes se expresan (Escamilla et 

al., 2017). 

A B 
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Al realizar una RT-qPCR se obtiene una gráfica de amplificación, en la cual se puede 

observar el valor de Ct que corresponde a la intersección de la línea umbral con la curva de 

amplificación. El valor de Ct equivale al número de ciclos necesarios para que la 

amplificación comience a ser exponencial; mientras mayor cantidad de ADN blanco haya 

en una muestra, menor el número de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar este umbral, 

es decir, es un valor inversamente proporcional a la cantidad de ADN blanco que haya sido 

amplificado (Aguilera et al., 2014).  

Las condiciones que se emplearon para la RT-qPCR se muestran en la Tabla 4. Al 

emplearse un colorante de unión como flouróforo (SYBR Green), después de los ciclos de 

amplificación, se realizó una curva de disociación, ésta ayuda a corroborar la especificidad 

del ensayo. Cada amplicón obtenido tuvo una temperatura de fusión (Tm) diferente. Los 

resultados indican que los cebadores utilizados en este trabajo de investigación tuvieron 

una alta especificidad para cada uno de los ORFs analizados. 

7.3.2.1 Gen rpoA, gen endógeno 

Para analizar la transcripción de genes codificantes para bacteriocinas se definió como gen 

endógeno al gen rpoA que codifica para una de las subunidades alfa de la RNA polimerasa. 

Se trata de un gen de mantenimiento, por lo que se esperaba que en cualquier condición 

se hubiera expresado de manera constante; sin embargo, en la Tabla 22 se puede observar 

que su expresión cambia en presencia de NaCl. 

En el anexo 10.6 se muestran las curvas de amplificación y la curva de disociación 

correspondientes al gen endógeno rpoA cuando E. faecium QD-2 se cultivó en diferentes 

concentraciones de NaCl.  

En las tres gráficas se observa una curva de amplificación lo que indica que el gen se está 

transcribiendo en las tres condiciones analizadas. Los valores de Ct obtenidos se pueden 

consultar en la Tabla 22. 

En el anexo 10.6 D se muestra la curva de disociación para el gen endógeno, donde se 

aprecia únicamente un pico, lo que indica que los cebadores empleados son altamente 

específicos para el gen de interés.  

7.3.2.2 ORF 621, Enterocina A, gen de referencia 

De acuerdo con los resultados bioinformáticos, el ORF 621 codifica para la enterocina A, 

ésta ya ha sido reportada en la literatura, fue aislada de cepas de Enterococcus faecium, 

está formada por 47 residuos de aminoácidos y tiene una secuencia líder de 18 

aminoácidos, el cual es removido durante el proceso de maduración. El peso molecular de 

la bacteriocina madura es de 4.829 KDa, (Aymerich et al., 1996). En el anexo 10.7 se 

muestran las curvas de amplificación para este gen en las diferentes concentraciones de 

NaCl analizadas, así como también su curva de disociación.  

De acuerdo a los resultados, el ORF 621 se expresa en las tres condiciones analizadas, los 

valores de Ct se pueden observar en la Tabla 22.  

La curva de disociación para el ORF 621 se muestra en el Anexo 10.7 D, dónde se percibe 

únicamente un pico, lo que indica que los cebadores diseñados para este gen presentan 

alta especificidad.  
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7.3.2.3 ORFs 615 y 616, Enterocinas no caracterizadas 

En el anexo 10.8 se muestran las curvas de amplificación para los ORFs 615 y 616 en 

concentraciones de 0%, 3% y 5% NaCl, se observa que en las tres condiciones ambas 

curvas empiezan a amplificar al mismo tiempo y se transcriben en cantidades muy 

parecidas ya que presentan valores de Ct muy semejantes (Tabla 22). Al empalmarse las 

curvas de amplificación de ambos ORFs, sabiendo que se encuentran contiguos y que 

posiblemente estén regulados por un mismo promotor, se sugiere que ambos ORFs forman 

parte de un operón bicistrónico y por ende presentan cotranscripción.  

La curva de disociación de los ORFs 615 y 616 se muestra en el anexo 10.8 D y E, 

respectivamente, donde se observa que los cebadores son muy específicos para cada uno 

de los ORFs ya que en ambas curvas sólo se observa un pico. 

7.3.2.4 ORFs 901 y 902, Enterocina X cadena α (901), cadena β (902).  

En la literatura se ha reportado que la enterocina X cadena α y cadena β han sido aisladas 

de cepas de E. faecium, ambos péptidos de manera individual tienen actividad 

antimicrobiana pero al juntarlos presentan actividad sinérgica. El peso molecular reportado 

de estas dos bacteriocinas es de 4.42 y 4.06 KDa y están formadas por 40 y 37 residuos 

de aminoácidos, respectivamente (Hu et al.,2010). 

En el anexo 10.9 se muestran las gráficas de amplificación para ambos ORFs en 

concentraciones de 0%, 3% y 5% de NaCl. En las tres condiciones se observa que las dos 

curvas de amplificación se empalman y presentan un valor de Ct muy parecido (Tabla 22). 

Los valores de Ct muy semejantes sugieren que ambos ORFs se transcriben en cantidades 

muy parecidas.  

Por lo anterior y de acuerdo a los resultados bioinformáticos que indican que estos dos 

ORFs se encuentran contiguos y solamente el primero muestra un posible promotor, se 

sugiere que ambos se encuentran en un operón bicistrónico y presentan cotranscripción. 

En el anexo 10.9 D y E se muestra la curva de disociación para los ORFs 901 y 902, 

respectivamente, en ambas se puede apreciar que los cebadores son muy específicos ya 

que en ambos casos sólo se observa un único pico. 

 

Tabla 22. Valores de Ct para todos los ORFs analizados en diferentes concentraciones de 

NaCl.  

 

  Ct promedio 

ORF Nombre 0% NaCl 3% NaCl 5% NaCl 

rpoA 
Subunidad α de la RNA 

polimerasa 
15.72 ± 0.07 13.03 ± 0.09 14.85 ± 0.04 

621 Enterocina A 22.36 ± 0.12 20.88 ± 0.13 22.97 ± 0.04 

615 Bacteriocina no caracterizada 21.77 ± 0.04 20.26 ± 0.14 21.77 ± 0.05 

616 Bacteriocina no caracterizada 21.79 ± 0.06 20.22 ± 0.18 21.78 ± 0.19 

901 Enterocina X, cadena α 24.93 ± 0.16 24.80 ± 0.21 25.63 ± 0.12 

901  Enterocina X, cadena β 24.97 ± 0.08 24.75 ± 0.25 25.62 ± 0.11 
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Podría esperarse que las condiciones para la producción máxima de bacteriocinas deberían 

corresponder a aquellas condiciones que también permiten la máxima densidad celular de 

la cepa productora, ya que la bacteriocina suele ser un metabolito primario (Leal-Sánchez 

et al., 2002). Sin embargo, se ha visto que el etanol, el NaCl y el NaNO3 , presentes en 

muchos entornos naturales, suelen inhibir tanto el crecimiento bacteriano como la 

producción de bacteriocinas (Delgado et al., 2007). 

Una vez que se tenían los valores de Ct se empleó el método delta delta Ct (2 –ΔΔCt ) para 

determinar qué tanto se expresan los ORFs de interés con respecto al ORFs de referencia, 

ORF 621 a 0% NaCl.  

En la Figura 37 se realiza una comparación de la expresión de bacteriocinas en diferentes 

concentraciones de NaCl con respecto al ORF de referencia.  

 

Figura 37. Expresión de ORFs codificantes para bacteriocinas en E. faecium QD-2 en 

diferentes concentraciones de NaCl. 

 

Observando la Figura 37 y la Tabla 22, se aprecia que la expresión de los cinco ORFs 

codificantes para bacteriocinas putativas varía en presencia de NaCl. Siendo la 

concentración de 3% de NaCl la que favoreció una mayor transcripción en todos los casos.  
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El ORF 621 a una concentración 0% NaCl fue tomado como referencia ya que se ha 

reportado que E. faecium produce esta bacteriocina. Con los resultados de este trabajo, se 

pude decir que la transcripción del ORF 621 cambia en presencia de NaCl, favoreciéndose 

a una concentración de 3% NaCl y disminuyendo su expresión a una concentración de 5% 

NaCl, expresándose 2.79 veces y 0.66 veces lo que el gen de referencia en 3% y 5% NaCl, 

respectivamente (Figura 37). 

Para los ORFS 615 y 616 se observa que a la condición de 3% NaCl tuvieron mayor 

expresión, transcribiéndose aproximadamente 4.35 veces lo que el ORF de referencia. Para 

las condiciones de 0% y 5% NaCl se transcribieron en cantidades semejantes, 

transcribiéndose aproximadamente 1.5 veces lo que el ORF de referencia (Figura 37)  

Los ORFs 901 y 902 en las condiciones de 0% y 3% NaCl, mostraron una expresión 

semejante pero ligeramente mayor en la condición de 3% NaCl, expresándose 0.17 y 0.19 

veces lo que el gen de referencia, respectivamente. Sin embargo, para la concentración de 

5% NaCl tuvieron menor expresión, expresándose 0.10 veces lo que el ORF de referencia.  

Observando la Figura 37 se puede apreciar que los ORFs 615 y 616 se expresaron más 

que el gen de referencia en cualquier concentración de NaCl, mientras que, los ORFs 901 

y 902, en todas las condiciones se expresaron menos que el gen de referencia. 

De manera general, la presencia de NaCl varía la expresión de los ORFs con anotación 

para bacteriocinas putativas. Independientemente de la cantidad de NaCl presente en cada 

condición, se observa la misma tendencia en los ORFs que codifican para bacteriocinas, es 

decir, todos mostraron mayor expresión en la condición de 3% NaCl y disminuyeron su 

transcripción en una concentración de 5% NaCl.  

De acuerdo a lo publicado por Leal-Sánchez y colaboradores en 2002, la concentración de 

NaCl muestra una influencia estimulante sobre la producción de bacteriocinas cuando se 

encuentra en una concentración de hasta 2.5%, las concentraciones por encima de este 

nivel tienden a disminuir la producción de bacteriocinas. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos en este trabajo de investigación coinciden con lo publicado en dicho artículo.  

Considerando que los ORFs 615, 616, 621, 901 y 902 son los que presentan transcripción 

se consultaron los pesos moleculares de las proteínas que codifican dichos ORFs (Tabla 

23).  

Recordando que anteriormente en el grupo de trabajo, Mendoza en el 2019 realizó el 

análisis electroforético del concentrado de bacteriocinas obtenido por adsorción-desorción 

cuando la cepa QD-2 se incubó con 0% NaCl (Figura 14), y considerando los datos de la 

Tabla 23, se sugiere que las la banda A podría corresponder a las enterocinas codificadas 

por los genes 615 y 616, y la banda B pudiera contener a la enterocina A, enterocina X 

cadena α y enterocina X cadena β.  
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Tabla 23. Peso Molecular calculado y reportado para diferentes bacteriocinas 

encontradas en el genoma de la cepa QD-2 de E. faecium 

Gen bacteriocina 
Peso Molecular 

calculado del péptido 
maduro (KDa) 

Peso Molecular del péptido 
maduro reportado en la 

literatura 
(KDa) 

615 Bacteriocina IIc 6.27 --- 

616 Bacteriocina clase II 5.28 --- 

621 Enterocina A 5.17 4.82 

901 Enterocina X cadena α 4.40 4.42 

902 Enterocina X cadena β 4.07 4.06 
                                                                                       Fuente: Franz et al., 2007 

 

 

Es importante mencionar que de acuerdo a los resultados de Diana Romero (2022), quien 

realizó el modelamiento in silico de las secuencias proteínicas codificadas por los genes 

615 y 616, ambas proteínas presentan una alfa hélice próxima al extremo carboxilo y 

exhiben un posible sitio de procesamiento de doble glicina, características de bacteriocinas 

de clase IIb. Por lo que llevó a cabo la clonación y expresión heteróloga del péptido 

codificado por el gen 616 en E. coli. La proteína recombinante tuvo actividad contra L. 

monocytogenes en zimograma y en pruebas de difusión en agar. 

 

8. Conclusiones 
 

Los resultados del análisis bioinformático y de transcripción realizados en este estudio 

sugieren que de los ocho ORFs con anotación para bacteriocinas putativas codificados en 

el genoma de la cepa QD-2 de E. faecium, cinco (615, 616, 621, 901 y 902) son los que 

presentan transcripción en las diferentes condiciones analizadas (caldo MRS con 0%, 3% 

y 5% NaCl) 

De acuerdo al arreglo genómico, se sugiere que los ORFs 615 y 616 se encuentran 

organizados en un operón bicistrónico, al igual que los ORFs 901 y 902.  

La presencia de NaCl en el medio de cultivo ocasiona una variación en la transcripción de 

los ORFs estudiados. La mayor expresión de los ORF 615, 616 y 621 se observó en la 

condición de 3% NaCl. 

Los ORFs 615 y 616 presentan mayor expresión en comparación con el gen 621, 

independientemente de la concentración de NaCl.  

Los ORFs 901 y 902 presentan menor expresión en comparación con el gen 621 en 

diferentes concentraciones de NaCl.  
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10. ANEXOS 
 

10.1 Lineamientos para el diseño de cebadores  
 

1. La diferencia entre las Tm de los cebadores debe ser inferior a 5°C 

2. El contenido de CG debe estar ente 35-80% 

3. Evitar complementariedad en el extremo 3´entre los dos cebadores para disminuir 

formación de dímeros.  

4. El ΔG para estructuras de autodímero, horquilla y heterodímero debe ser débil, más 

positivo a -9.0 kcal/mol. Los números positivos indican que la estructura secundaria 

que se muestra no se formará en absoluto.  

5. Para impedir la formación de estructuras de horquilla, lo más importante es la Tm de 

cada posible estructura que se pudiera formar. Si la Tm de cada estructura es más 

baja que las condiciones de reacción entonces no habrá formación de la estructura 

secundaria. 
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10.2 Metodología para realizar lisis celular por medio de enzimas  
 

 

 

 

 

D.O. indicada 

•Medir D.O. a 600 nm al tiempo de incubación correspondiente a cada condición de crecimiento

•Repartir medio en 2 tubos fondo redondo estériles

•Centrifugar 12000 rpm/10 min/ 4°C  (Se obtiene paquete celular)

•Retirar sobrenadante

Lavados

•2 lavados con 500 μL buffer PBS

•Pasar paquete celular a microtubo 2 mL, estéril

•Centrifugar 12,000 rpm/10 min/ 4°C

•Retirar sobrenadante 

Resuspensión 

•Resuspender células en 300 μL de H2O DEPC 

Adicionar 
lisozima 

•Lisozima en polvo a concentración 10 mg/mL. Adicionar 10 μL 

•Incubar 20 min/37°C

Adicionar 
proteinasa K

•[Proteinasa K]= 20 mg/mL.  Adicionar 5 μL 

•Colocar en hielo 10 min 

Agregar SDS

•Adicionar 5 μL  SDS al 10%

•Incubar 30 min/37°C
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 10.3 Metodología para extracción total de RNA por método de TRIzol 
 

Dividir 
suspensión en 2 

fracciones

•Cada fracción colocarla en tubo de 2 mL nuevo, estéril. 

Adicionar trizol

•Adicionar 1 mL TRIzol, mezclar subiendo y bajando varias veces con pipeta

•NOTA: EL TRIzol siempre debe estar envuelto con aluminio y en refrigeración  

•Incubar 10 min/30°C

Adición 
cloroformo 

•Adicionar 200 μL de cloroformo, agitar con vortex (no intenso)

•NOTA: Adicionar cloroformo en campana de extracción de gases y pipetear varias veces 
antes de volumen final. 

•Incubar 3 min/30°C

•Centrigufar a 14,000 rpm/15 min/ 4°C

Separación fases 

•Tomar fase acuosa (superior) y transferirla a tubo estéril de 1.5 mL

Adición 
isopropanol 

•Adicionar 500 μL de isopropanol, agitar por inversión. 

•Incubar 15 min a T° ambiente 

•Centrifugar a 14,000 rpm/10 min/4°C

•Retirar sobrenadante 

Adición 
etanol 

•Adicionar 1 mL etanol al 75%, agitar por inversión.

•Conservar a -20°C toda la noche

•Centrifugar a 14,000 rpm/5 min/4°C

•Elininar sobrenadante y dejar vial abierto boca abajo para eliminar etanol

Resuspensión 

•Resuspender pastilla en 20 μL de H2O DEPC 

•Almacenar a -70°C
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10.4 Metodología para electroforesis en gel de agarosa 1%-formaldehído 18% 
 

 

Preparación 

cámara

•Limpiar cámara y peine con H2O2 al 3% antes de usar. Dejar actúar 
durante 15 min y enjuagar con H2O DEPC
NOTA: preparar el H2O2 con H2O DEPC

Preparación gel

•Para 100 mL agarosa 1%:

•1 g agarosa + 72 mL H2O DEPC

•Se calienta en microondas hasta obtener una apariencia homogénea 
transparente.
NOTA: preparar en frasco de vidrio estéril

Preparación gel 
en campana 

extracción de 
gases

•Dejar enfriar a temperatura ambiente, cuando la agarosa se encuentre 
aproximadamente a 60°C, agregar en campana extracción de gases:

•10 mL buffer MOPS 10X + 18 mL formaldehído 37%

•Medir 30 mL de agarosa fundida en tubo eppendorf de 50 mL estéril y 
vaciar en molde para geles con el peine colocado para la formación de los 
pozos, dejar enfriar en campana hasta que solidifique y tapar con 
aluminio.

Preparación de la 
cámara 

•Una vez solidificado el gel, colocarlo en la cámara de electroforesis y 
llenar esta última con buffer MOPS 1X, de manera que el gel quede 
cubierto.  

Preparación de 
muestra

•La muestra debe contener de 1-5 μg de ARN

•2 μL buffer de carga

• Correr el gel a 5 V/cm a 4°C (Durante 3 horas: 30 V durante las 2 primeras 
horas y la última hora subir voltaje a 50 V)

•Teñir con Bromuro de etidio a concentración ____ durante 15 minutos
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10.5 Cuantificación de ARN extraído de la cepa QD-2 de E. faecium. Incubada 

en medio MRS, a 0%, 3% y 5% NaCl a 37°C 
 

Muestra 

Concentración 
de ARN (ng/μL), 
extracción 0% 

NaCl 

A260/280 A260/A230 

1 527.55 1.37 0.45 

1 A 864.15 1.43 0.38 

1.1 448.25 1.62 0.45 

1.1 A 575.65 1.34 0.36 

2 1676.15 1.98 1.61 

2 A 2790.7 1.99 1.67 

2.1 1891.55 1.99 1.73 

2.1 A 2730.05 1.99 1.94 

3 1198.4 1.93 1.26 

3 A 1755.95 1.98 1.67 

3.1 1328.2 1.97 1.80 

3.1 A 1866.1 1.98 1.36 
Nota: Las muestras marcadas en negritas fueron empleadas para realizar la reacción RT-qPCR 

 

Muestra 

Concentración 
de ARN (ng/μL), 
extracción 3% 

NaCl 

A260/280 A260/A230 

1 3465.6 2.0 1.67 

1 A 2864.7 1.97 1.74 

1.1 3274.35 1.98 1.61 

1.1 A 3082.2 1.93 1.49 

2 2400.05 2.01 1.71 

2 A 1952.75 1.95 1.31 

2.1 2866.0 1.97 1.52 

2.1 A 2133.0 1.98 1.47 

3 3080.0 1.99 1.85 

3 A 2613.05 1.97 1.77 

3.1 2559.8 1.95 1.57 

3.1 A 2528.65 1.96 1.44 
Nota: Las muestras marcadas en negritas fueron empleadas para realizar la reacción RT-qPCR 
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Muestra 

Concentración 
de ARN (ng/μL), 
extracción 5% 

NaCl 

A260/280 A260/A230 

1 1600.4 1.97 1.67 

1 A 1483.0 1.92 1.46 

1.1 1497.9 1.96 1.77 

1.1 A 1676.2 1.95 1.63 

2 1405.8 1.94 1.44 

2 A 1343.75 1.94 1.43 

2.1 1040.0 1.80 0.89 

2.1 A 1465.95 1.92 1.31 

3 1039.3 1.95 1.62 

3 A 859.9 1.82 0.89 

3.1 1146.55 1.95 1.56 

3.1 A 1051.1 1.90 1.25 
Nota: Las muestras marcadas en negritas fueron empleadas para realizar la reacción RT-qPCR 
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10.6 Curvas de amplificación y disociación del gen rpoA en diferentes 

concentraciones de NaCl 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Curva de amplificación para la condición de 0% NaCl. B) Curva de amplificación para 

la condición de 3% NaCl 

 

 

B 

A 
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C) Curva de amplificación para la condición de 5% NaCl. D) Curva de disociación para la 

condición de 0% 

 

C 
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10.7 Curvas de amplificación y de disociación para el ORF 621, Enterocina A, 

en diferentes concentraciones de NaCl  
 

 

 

 

A) Curva de amplificación para a condición de 0% NaCl. B) Curva de amplificación para la 

condición de 3% NaCl  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Curva de amplificación para la condición de 0% NaCl. B) Curva de amplificación para 

la condición de 3% NaCl 
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C) Curva de amplificación para la condición de 5% NaCl. D) Curva de disociación para la 

condición de 0% 

 

 

D 

D 
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10.8 Curvas de amplificación y de disociación para los ORFs 615 y 616, 

Enterocinas no caracterizadas, en diferentes concentraciones de NaCl 
 

  

  

A) Curva de amplificación para la condición de 0% NaCl. B) Curva de amplificación para 

la condición de 3% NaCl 

A 

B 
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C) Curva de amplificación para la condición de 5% NaCl. D) Curva de amplificación para 

ORF 615 para la condición de 0%  NaCl. E) Curva de amplificación para ORF 616 para la 

condición de 0%  NaCl. 

 

 

10.9 Curvas de amplificación y de disociación para los ORFs 901 y 902, 

Enterocinas no caracterizadas, en diferentes concentraciones de NaCl 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C) Curva de amplificación para la condición de 5% NaCl. D) Curva de disociación para el 

ORF 615 en la condición de 0%. E) Curva de disociación para el ORF 616 en la condición 

de 0%. 

 

C 

D E 
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10.9 Curvas de amplificación y de disociación para los ORFs 901 y 902, 

Enterocina X cadena α y Enterocina X cadena β, en diferentes concentraciones 

de NaCl 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Curva de amplificación para la condición de 0% NaCl. B) Curva de amplificación para 

la condición de 3% NaCl 

 

 

A 
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C) Curva de amplificación para la condición de 5% NaCl. D) Curva de disociación para el 

ORF 901 en la condición de 0%. E) Curva de disociación para el ORF 902 en la condición 

de 0% 

C 

D E 


