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Introduccion. El selenio (Se) es un micronutriente
esencial para la mayoria de los organismos vivos y ha
sido identificado como selenocisteina (Sec) en el sitio
activo de varias selenoproteinas. Las bacterias acido
lacticas (BAL) han demostrado incorporar Se
inorganico en su metabolismo transformandolo en
Sec. La ruta a través de la cual las BAL logran esta
transformacion ha sido poco estudiada. Se sabe que
dos genes presentes en el genoma de algunas BAL,
selD y selA, estan involucrados en el metabolismo del
selenio y su incorporacion a las proteinas [1, 2].

El objetivo de este trabajo fue demostrar la presencia
de cysK en la ruta de sintesis de Sec y la ausencia de
los genes selA y selD en Enterococcus faecium
ABMC-05.

Metodologia. Enteroccosus faecium ABMC-05 con el
numero de entrada OL413240 en el NCBI se cultivd
en un medio enriquecido con la concentracion minima
inhibitoria de selenito de sodio (80 y 184 mg/L) y se
determind el grado de bioconversion a selenocisteina
por RP-HPLC. La presencia de los genes selD, selA'y
cysK se determinaron mediante una amplificacion por
PCR utilizando ADN gendémico. Los iniciadores SelA
y CysK se disefiaron a partir de secuencias consenso
de Enterococcus faecium (Figura 2A) utilizando un
algoritmo en lenguaje Python. Los iniciadores de SelD
se realizaron con secuencias de Enterococcus sp.

Resultados. El cromatograma del estandar de Sec y
las muestras a diferentes concentraciones (Fig 1)
indic6 que E. faecium ABMC-05 es capaz de
biotransformar Se inorganico en Sec
independientemente de la concentracion inicial de Se
en el medio. Sin embargo, los genes selD y selA no
no amplificaron por PCR. Lo cual indicoé que Se se
incorporé a la Sec a través de una via alterna a la
sintesis de selenoproteinas. Debido a la ausencia de
SelD y SelA, se realizd un estudio in silico para
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determinar una ruta alterna de incorporaciéon del Se
en Enterococcus faecium, ya que en E. coli, la O-
acetilserina sulfhidrilasa (CysK) puede generar Cys y
Sec como aminoacido libre a partir de sulfuro (HS) y
seleniuro (HSe), respectivamente. Como resultado,
se encontréo que los dos iniciadores probados para
cysK amplificaron por PCR (Fig 2).
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Fig. 1. Cromatograma de carboximetil-selenocisteina como
estandar de Sec y células de enterococcus faecium ABMC-05
expuestas a 80 y 184 mg/L NaSeOs después de 120 h de
incubacion.
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Fig. 2. A) Analisis filogenético de probabilidad maxima (ML) de los
genes cysKy selA para cepas de Enterococcus faecium basado en
secuencias de nucleodtidos disponibles en GenBank. B) fragmentos
del gen cysK de 509 (carril 2) y 499 (carril 3) pb, respectivamente,
obtenidos con los primers: cysK_c2F (5-
TAATCATCGTGATGCCTGAGAC-3"), cysK_c2R1 (5-
TTCTTTTCGCCCAACTTCTCT-3") y cysK_c2R2 (5-
CCAACTTCTCTAGCTGTTTCCA-"3)

Conclusiones. La presencia del gen cysK en
Enterococus faecium ABMC-05 indico otra posible ruta
para producir Sec como aminodacido libre, aun no
estudiada en especies de Enterococcus.
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