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Identificacidn y caracterizacion de la actividad
antibacteriana producida por dos bacterias acido lacticas

aisladas de un producto carnico madurado tipo salami.
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RESUMEN

El salami es un producto carnico, curado y madurado, donde las bacterias acido
lacticas (BAL) son utilizadas como cultivos iniciadores con el fin de conseguir
propiedades fisico-quimicas y organolépticas en el producto. También favorecen
su conservacion debido al descenso del pH por la produccion de acido lactico y la
produccion de compuestos con actividad antimicrobiana de origen proteinico, los
cuales presentan un efecto antagdnico contra microorganismos patégenos vy

deterioradores.

Ejemplos de estos compuestos con actividad antimicrobiana son las bacteriocinas,
que son péptidos no mayores a 30 kDa y las peptidoglucano hidrolasas (PGH) que
son enzimas responsables de romper los enlaces del peptidoglucano, las cuales

se clasifican de acuerdo al enlace que hidrolicen.

Previamente en el grupo de trabajo se aislaron diferentes BAL en el salami, que
presentaron halos de inhibicion contra diversas bacterias. Sin embargo, no se
conocia el género y especie de los microorganismos aislados, ni la naturaleza de
la actividad antibacteriana. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue identificar
por medio de la secuenciacion del gen de referencia 16S rDNA del
microorganismo aislado, asi como determinar la naturaleza de la actividad

antibacteriana.

Los microorganismos que se identificaron fueron Enterococcus faecium vy
Lactobacillus plantarum. Por medio de pruebas antagonicas se encontré actividad
contra Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Weissella viridescens,
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus sakei. Para conocer si esta actividad
es de origen proteinico, se realizaron SDS-PAGE y zimogramas y las bandas con
actividad antibacteriana se enviaron a identificar por espectrometria de masas.
Posteriormente se obtuvieron productos de amplificacion de genes especificos
para bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas. Se evalud la actividad de PGH
contra sustratos especificos y se encontré que ambas PGHs presentaron actividad

especifica de N-acetiimuramidasa.
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1. INTRODUCCION

1.1. Productos carnicos

A lo largo del tiempo se han desarrollado una enorme variedad de productos
carnicos con diferentes caracteristicas. Pese a la diversidad de formas y sabores,
muchos de estos productos usan tecnologias de fabricacion similares; son
elaborados con carne procedente de mamiferos destinada al consumo humano
con o sin grasa, picadas, con adicidén o no de subproductos y/o aditivos permitidos,
condimentos, especias, embutidos o no, sometidos a diversos métodos de

desecacion, coccion o salazon (SAGARPA, 2016).

La clasificacion de los productos carnicos (Tabla 1) se basa en criterios tales como
materias primas que los componen, la estructura de su masa, si estan o no
embutidos, si se someten o no a la accién del calor o algun otro proceso
caracteristico en su tecnologia de elaboracién, la forma del producto terminado y
su vida util. (FAO, 2017).

Tabla 1. Clasificacion de productos carnicos (FAO, 2017).

Tipo Ejemplo

Productos carnicos procesados crudos | Carne de hamburguesa, salchicha

Productos carnicos curados o
Virginia

Productos carnicos crudos-cocidos ]
Viena

Productos carnicos precocinados- ) ) _
Paté de higado, morcillas

cocinados
Embutidos crudos-fermentados Chorizo, salami
Productos carnicos secos Tiras de carne jerkey

Pagina 7

Jamén serrano, jamoén tipo York y jamon

Mortadela, salchicha Frankfurt, salchicha




1.1.1. Embutidos crudos fermentados
Se define a los productos carnicos fermentados como aquéllos en los cuales se

inoculan microorganismos durante su elaboracion para asegurar una actividad
microbiana controlada y suficiente para modificar las caracteristicas del producto
(Doyle, 2000). La fermentacion de alimentos destaca entre los métodos de
conservacion mas antiguos debido a la poca energia que se consume utilizando
moléculas combustibles como la glucosa, ademas de generar como producto un
compuesto rico en energia (ATP) y otros productos como son el alcohol, glicerol y
CO,. Durante la fermentacidon participan microorganismos que le proporcionan
estabilidad microbiolégica al alimento y contribuyen a sus propiedades

organolépticas (Yilmaz, 2009).

La fermentacién en carnicos es un fendmeno biolégico complejo, acelerado por la
accion de ciertos microorganismos deseables que se van a encontrar en la carne y
que pueden competir o actuar de manera sinérgica (Yilmaz, 2009). Los embutidos
crudos fermentados son productos elaborados con una mezcla de carne y grasa
picadas (habitualmente de cerdo), sal, agentes de curado (nitratos y nitritos),
azucares, especias y aditivos autorizados (Ordofiez y de la Hoz, 2001). La mezcla
es embutida en tripas y sometida, generalmente, a un proceso de fermentacion
hasta obtener el valor de pH deseado para posteriormente realizar el proceso de
maduracién donde se desarrolla el aroma y textura tipicos como consecuencia de

NUMErosos procesos quimicos y enzimaticos (Arnau, et al., 2007).

1.1.2. Salami
Segun la NOM-145-SSA1-1995 el salami es un producto carnico troceado, cuya

carne fue troceada y picada hasta lograr trozos no menores de 2 mm, pudiendo
ser crudos, madurados por medio de cultivos microbianos o de la adicién de

azucares cocidos o no.
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1.2. Produccién en México

En los ultimos afios se ha producido en México un creciente interés por los
productos embutidos crudos fermentados. En el 2013 México ocupo el lugar
numero 8 en la produccion de alimentos carnicos procesados, registrando un
aumento importante en su produccion con un incremento anual del 4.0%. Dentro
del volumen producido la mayor participacion la genera el rubro de embutidos y
conservas de carne de ave con 45.0%, seguido de carnes frias y embutidos con
35.0% y en tercer lugar jamones de carnes rojas con 20.0%. En cuanto a la
balanza comercial, la exportacion de carne mejoréo entre 2010 y 2013. La
exportacion de productos procesados de carne pasé de 16,115 toneladas en 2010
a 18,009 toneladas (COMECARNE, 2016).

En México, el consumo de carne por persona (bovino, cerdo, ave, ovina y caprina
en conjunto) actualmente es de 63 kg al ano, segun datos de la Secretaria de
Agricultura, Desarrollo Rural, Ganaderia, Pesca y Alimentacién (SAGARPA, 2010).
Por su parte, se informa que la carne mas consumida es la de pollo, seguida por la
de bovino y finalmente, la de cerdo, como se puede observar en la figura 1, donde

se muestran los porcentajes del consumo per capita.

Figura 1. Distribucién porcentual del consumo per capita de productos carnicos en 2010
(SAGARPA).
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En la figura 1 se muestra que el consumo de carnes procesadas representa casi
un 8% sobre el total de consumo de carne en México. Cabe resaltar que las
carnes procesadas incluyen todo tipo de embutidos, pavo, jamones cocidos,
chorizo o jamoén curado y salami, siendo éste una pequefia proporcion en

comparacion con los otros tipos de carnes.

1.3. Microbiota de los productos carnicos

La carne es un importante elemento de la dieta humana y esta considerada dentro
del grupo de los alimentos altamente perecederos debido a sus caracteristicas
microbiolégicas y su composicion quimica. Es un excelente medio para el
crecimiento de muchos microorganismos, a pesar de que el musculo es
practicamente estéril. Los alimentos preparados a base de carne son muy
susceptibles a la contaminacion. La propiedad mas importante que presenta es su
alto valor de actividad de agua (a,), su abundancia en proteinas, péptidos,
aminoacidos, factores de crecimiento y minerales, ademas de tener un pH

favorable para el crecimiento de microorganismos (Holck, 2017).

Dentro del amplio grupo de microorganismos de la carne pueden diferenciarse tres

categorias:

» Microorganismos patdgenos: pueden causar infecciones y toxiinfecciones

alimentarias.

» Microorganismos _deterioradores: pueden alterar las propiedades

organolépticas de la carne.

» Microorganismos de interés tecnolégico: son microorganismos que

conducen a la fermentacion e influyen de manera determinada en

caracteristicas finales del embutido como su textura, color, aroma y gusto.

Los microorganismos deterioradores y patdgenos adquieren gran importancia
durante el eviscerado de la canal ya que es probable que muchos
microorganismos de la superficie y de las visceras del animal, como Salmonella

spp. y otras enterobacterias, lleguen a entrar en contacto con el musculo. Los
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microorganismos que se conocen como patégenos en la carne, incluyen
Salmonella, Escherichia coli, Listeria, Campylobacter, Clostridium perfringens y
Yersinia (Koohmaraie, et al., 2005). La mayoria de los microorganismos que
provocan alteraciones se pueden agrupar dentro de los psicrétrofos aerobios como
son los géneros Pseudomonas y Moraxella y especies anaerobias facultativas
como enterobacterias psicrotrofas, Aeromonas spp., Shewanella putrefaciens y
Bochothrix thermosphacta, también podemos encontrar a microorganismos Gram-
positivos que son los causantes de infecciones como Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica, Clostridium  botulinum, Clostridium perfringens,
Campylobacter spp. y Listeria monocytogenes (Juarez, 2005). Dentro del grupo de
los microorganismos de interés tecnoldgico que conducen a la fermentacion se

encuentran principalmente las bacterias acido lacticas (BAL).

1.4. Cultivos iniciadores

La incorporacion de bacterias acido lacticas como cultivos iniciadores en las
fébrmulas de los embutidos altera dramaticamente la microbiota y las
caracteristicas de los productos terminados. Para esto es necesario la incubacion
de los embutidos a la temperatura éptima de crecimiento del cultivo iniciador. En
un ambiente pobre en oxigeno las BAL generan la disminucion del pH debido a
una rapida conversién de la glucosa a acido lactico, provocando la inhibicion de
microorganismos como las Pseudomonas psicrotrofas, microorganismos de la

familia Enterobacteriaceae y la mayoria de los patégenos (Doyle, 2000).
La inoculacion se lleva a cabo mediante uno de estos tres métodos:

» Fermentacién natural: utiliza la microbiota presente de forma natural en la

carne como inéculo.

» Fermentacion a partir del producto anterior (retroindculo): consiste en la

adicion de una porcion de carne procedente de un lote previo de embutidos
al lote presente, esto es, de un lote madre de embutido crudo.

> Fermentacion a partir de cultivos iniciadores: consiste en la adicidon de una/s

cepals pura/s de bacterias acido lacticas a carne sin fermentar.

Pagina 11



Las caracteristicas de los cultivos iniciadores comerciales utilizados en la
produccion de productos carnicos consisten en que sean homofermentativos,
tengan la capacidad de transformar anaerdbica y rapidamente la glucosa o
sacarosa a acido lactico, con un crecimiento sostenido a pH 4.5, tolerantes a
concentraciones de sales (KCl, NaCl) de hasta el 6 % y que sean capaces de
crecer en presencia de nitrito o nitrato sddico o potasico, son cultivos aciduricos,
capaces de crecer a temperaturas de 21 a 43°C, no proteoliticos, no lipoliticos
(Doyle, 2000).

1.5. Bacterias acido lacticas

Las BAL son un grupo de microorganismos que estan relacionados con habitats
ricos en nutrientes como cereales, frutas, vegetales, leche y carne. Ademas de
contribuir en la bioconservacion de los alimentos debido a la producciéon de una
gran variedad de compuestos como: acidos organicos, etanol, perdxido de
hidrégeno, bacteriocinas, etc., los cuales actuan de manera sinérgica para
prevenir o eliminar la contaminacion bacteriana; mejoran las caracteristicas
organolépticas como el sabor, olor, textura y aumentan la calidad nutritiva de los

alimentos (Grosu-Tudor, et al.,2014).

Las BAL forman parte de las bacterias Gram-positivas, pertenecen a la familia de
los Firmicutes, en el orden de los Lactobacillales (Tsakalidou, 2011). Son
anaerobias aerotolerantes, normalmente no maviles, no formadoras de esporas,
catalasa negativa, acidotolerantes, con morfologia de coco, coco-bacilo o bacilo y
estrictamente fermentativas obteniendo principalmente como producto final acido
lactico durante la fermentacion de carbohidratos, estan formadas por un grupo
bastante heterogéneo. Entre los géneros incluidos se encuentran: Lactobacillus,
Lactococcus, Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Vagococccus,
Leuconostoc, Weissella, Oenococcus, Pediococcus y Tetragenococcus (Salminen,
2004).

El papel principal de las BAL es convertir azucares en acido lactico por medio de
la fermentacion y de este modo contribuir con la seguridad del producto creando
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condiciones no favorables para el desarrollo de microorganismos patdégenos vy
deterioradores, teniendo también un impacto en las caracteristicas sensoriales y

en la calidad del producto final (Krockel, 2013).

Una caracteristica importante de estas bacterias (BAL) es el tipo de fermentacion
que éstas pueden llevar a cabo, que puede dividirse en dos grupos:
homofermentativa donde la fermentacion de la glucosa resulta casi exclusiva en
acido lactico. Por ejemplo, los géneros de Lactobacillus y Pediococcus; y la
heterofermentativa que resulta en cantidades significativas de productos como
acido lactico, etanol, acido acético y CO; (figura 2). Los géneros que llevan a cabo
este tipo de fermentacion estan involucrados en el deterioro de la carne como son:

Carnobacterium, Leuconostoc y Weissella.

Figura 2. Tipo de fermentacion de las bacterias acido lacticas; A, fermentacion lactica
homofermentativa; B, fermentacién lactica heterofermentativa (Tomado de Larpent, 1995a).

Ademas de la produccion de estos compuestos organicos, las bacterias acido
lacticas tienen la capacidad de producir sustancias antibacterianas (Salminen,
2004).

Pagina 13



1.5.1. Metabolitos producidos por las bacterias acido lacticas.
Los productos finales de la fermentacién de las BAL de mayor interés en la

industria carnica son los acidos organicos, el peroxido de hidrogeno, el didéxido de

carbono, el diacetilo.

Acidos organicos

El acido lactico y el acido acético son los principales acidos organicos obtenidos
como producto final del catabolismo de los carbohidratos en las bacterias acido
lacticas. Se ha observado que los acidos débiles tienen mayor poder
antimicrobiano a bajos pH comparandolo con un pH neutro, asi, el acido acético es
un inhibidor mas fuerte y tiene un amplio espectro de actividad, inhibiendo hongos,
levaduras y bacterias. Sin embargo, si mezclamos acido lactico con acido acético
reducen el crecimiento de Salmonella typhimurium mas que cualquiera de los dos

acidos solos, lo cual sugiere una actividad sinérgica (Salminen, 2004).

Se asume que el efecto inhibitorio de los acidos organicos es causado
principalmente por la forma no-disociada de la molécula, la cual es la forma toxica
de los acidos débiles, permitiendo que atraviesen la membrana celular hacia el
citosol y de esta manera interferir en funciones metabdlicas esenciales. Entre los
efectos toxicos de estos acidos se encuentran la reduccién del pH intracelular y la

disipacion del potencial de membrana (Habjanic, 2010).

Peroxido de hidréogeno

La actividad antimicrobiana del peroxido de hidrogeno es atribuida a su fuerte
efecto de oxidacién sobre las células bacterianas y la destruccion de estructuras
moleculares basicas de las proteinas celulares. Esto se lleva a cabo debido a que
en presencia de oxigeno, las bacterias acido lacticas son capaces de generar
peroxido de hidrégeno (H2O3) a partir de la accion del contenido de flavoproteina
oxidasas, NADH oxidasas y superoxido dismutasa. Sin embargo, su principal
efecto antimicrobiano es el bloqueo de la glucdlisis, ya que inhibe el transporte de
glucosa, la actividad de la hexocinasa y la actividad de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, debido a la oxidacion de los grupos sulfhidrilo de estas enzimas,

siendo esta ultima enzima el blanco principal (Salminen, 2004; Habjanic, 2010).
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Didxido de carbono

La actividad inhibitoria atribuida al diéxido de carbono se debe a que la formacién
de este compuesto puede crear un ambiente anaerdbico evitando el crecimiento
de microorganismos. No se tiene mucha informacién acerca de su mecanismo de
accion, pero se sugiere que inhibe las descarboxilaciones enzimaticas y su
acumulacién en la bicapa lipidica causa una disfuncion en la permeabilidad. Sin
embargo, a bajas concentraciones puede estimular el crecimiento de algunos

microorganismos (Salminen, 2004).

Diacetilo
El diacetilo es producido por las cepas de las especies del género Lactobacillus,

Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, asi como otros microorganismos. La
formacion de este compuesto se puede producir si el citrato es metabolizado y es
convertido via piruvato a diacetilo y su efecto es mas efectivo a pH menor a 7
(Salminen, 2004).

1.6. Peptidoglucano hidrolasas (PGH)

Otros compuestos con actividad antimicrobiana producidos por las bacterias acido
lacticas son las peptidoglucano hidrolasas (PGH), que son enzimas responsables

de hidrolizar los enlaces del peptidoglucano (PG) (Vollmer, 2008).

El PG es el principal componente de la pared celular de las bacterias Gram-
positivas, forma multiples capas, presenta una conformacién tridimensional que
origina una pared celular muy fuerte y rigida, garantizando la integridad y la forma
de la célula. Esta constituido por cadenas de glicano formados principalmente por
los acidos N-acetilglucosamina (GIcNAc) y N-acetilmuramico (MurNAc) unidos por
el enlace B-1,4 (Chapot-Chartier, 2012). Las cadenas peptidicas estan unidas
covalentemente a través de su N- terminal y el grupo lactil del MurNAc, y pueden
variar en su composicion dependiendo la especie bacteriana. En BAL, la
secuencia de amino acidos del péptido es L-Ala-y-D-Glu-X-D-Ala, donde el tercer
amino acido (X) es un di-amino acido, siendo frecuentemente L-Lys (L. lactis y en
la mayoria de los lactobacilos) (Chapot-Chartier, 2014). Cabe mencionar que la

pared celular puede estar asociada a otro tipo de compuestos, como son los
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acidos teicoicos y lipoteicoicos y/o polisacaridos, diferenciandola de la pared
celular de las bacterias Gram-negativas, las cuales estan constituidas por una sola

capa delgada y no contienen acidos teicoicos ni lipoteicoicos (Garcia-Cano, 2013).

Estas enzimas pueden tener mas de una funcidn fisiolégica, entre ellas, la
regulacion del crecimiento de la pared celular, el crecimiento celular, donde la
separacion de los enlaces del PG son necesarios para insertar el PG sintetizado,
la separacion de las células hijas durante la divisién celular, el proceso de
autolisis, en particular cuando las células experimentan condiciones de estrés
(Vollmer, 2008; Chapot-Chartier, 2014).

Estas enzimas pueden clasificarse en cuatro grupos, dependiendo del enlace del

peptidoglucano que hidrolicen (figura 3).

i. N-acetiimuramidasas (muramidasas). Hidrolizan el enlace 3-1,4 entre el
N-acetiimuramico (MurNAc) y el N-acetilglucosamina (GIcNAc), dejando
como producto terminal un extremo acido N-acetiimuramico reductor libre,

un ejemplo de estas enzimas son las lisozimas.

i. N-acetilglucosaminidasas (glucosaminidasas). Hidrolizan el enlace B-1,4
entre el N-acetilglucosamina (GIcNAc) y el N-acetilmuramico (MurNAc)

dejando un extremo N-acetilglucosamina reductor.

iii. N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (amidasas). Hidrolizan el enlace
entre el grupo lactil del N-acetilmuramico (MurNAc) y el a-amino del L-ala,

el cual es el primer amino acido de la cadena lateral peptidica.

iv. Peptidasas. Hidrolizan varios enlaces del PG y dentro de esta clase se
encuentran las endopeptidasas (rompen los enlaces formados por los
péptidos) y las carboxipeptidasas (hidrolizan el ultimo aminoacido del

extremo carboxilo de los péptidos).
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Figura 3. Estructura del peptidoglucano de S. aureus. Las flechas indican el tipo de enlace que
hidrolizan sobre la pared bacteriana (Garcia-Cano, 2013).

1.7. Bacteriocinas

El término bacteriocina se aplica a un amplio grupo de péptidos antibacterianos
que pueden inhibir el crecimiento de microorganismo patégenos y de otras
bacterias estrechamente relacionadas o no filogenéticamente con las bacterias
productoras (Todorov, 2015). Su espectro antimicrobiano incluye varios
microorganismos deterioradores y patégenos como Listeria monocytogenes y

Staphylococcus aureus (De Vuyst and Leroy, 2007; Sip et al., 2012; Zendo, 2013).

Son sustancias de naturaleza proteinica con actividad antibacteriana sintetizadas
ribosomalmente, se producen durante la primera fase del crecimiento del
microorganismo o en la fase estacionara (Todorov, 2015), los genes responsables
de su produccidon generalmente estan agrupados en operones. Usualmente tienen
bajo peso molecular (raramente mayor a 10 kDa), presentan o no modificaciones
postraduccionales y pueden ser facilmente degradadas por enzimas proteoliticas.

Son moléculas generalmente catiodnicas, anfifilicas, tienen un punto isoeléctrico
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elevado y contienen tanto dominios hidroéfobos como hidroéfilos, son péptidos
permeabilizantes de membrana y tienen mayor actividad a valores de pH bajos, lo
que significa que su adsorcion en la superficie celular de las bacterias Gram-

positivas incluyendo la produccion celular es dependiente del pH (Zacharof, 2012).

Klaenhammer en 1993 propuso la primera clasificacion de las bacteriocinas,
donde las englobaba en al menos cinco categorias y a partir de esta clasificacion
han sido propuestos diferentes esquemas. Cotter en el 2005 propuso que, dentro
de todas las clasificaciones, la mayoria de las bacteriocinas entran dentro de las
clases | y Il (lantibiéticos y no lantibidicos, respectivamente), las cuales también se
dividen en subclases. Sin embargo, han sido descubiertos nuevos subgrupos de
péptidos modificados postraduccionalmente (RiPPs) con actividad antimicrobiana,
que no estan dentro de estas clasificaciones a pesar de entrar en la definicion de

bacteriocinas (Alvarez-Sieiro, 2016).

Investigaciones recientes proponen un ajuste en la clasificacion de las
bacteriocinas acomodando las subclases novedosas que estan apareciendo
destacando una lista de clusters de bacteriocinas putativas que incluyen péptidos
producidos ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (RiPPs) que no
habian sido identificados previamente en las BAL (Alvarez-Sieiro, 2016),
basandose principalmente en el mecanismo de biosintesis y actividad biologica

concordando con las clasificaciones previas (Cotter, 2013).

Clase |. Péptidos pequeinos modificados postraduccionalmente.

Esta clase de bacteriocinas engloba péptidos que se sometieron a modificaciones
enzimaticas durante su biosintesis. Consisten en un péptido lider el cual tiene la
funcién de enzima de reconocimiento, transporte y mantienen el péptido inactivo,
el cual es procesado a péptido nuclear (Arnison, 2013). Se dividen en seis
subclases basandose en sus estructuras similares (figura 4).

> Clase la. Lantipéptidos (tipos |, Il, lll y IV).

Son péptidos que poseen aminoacidos inusuales como la lantionina y/o

(metil)lantionina. Los lantipéptidos son sometidos a modificaciones
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postraduccionales y los genes involucrados en el proceso de maduracion se
encuentran localizados en el mismo operdn. Estos lantipéptidos se pueden dividir
en cuatro tipos diferentes, pero solo los tipos | (LanBC-modificado) y Il (LanM-
modificado) pueden ser considerados lantibidticos, los tipos Ill y IV no presentan

actividad antimicrobiana conocida (Alvarez-Sieiro, 2016).

El mecanismo de accion de la mayoria de los lantibiéticos se basa en la formacion
de poros en la membrana citoplasmatica de especies sensibles, en adicion a esto
pueden inhibir la biosintesis de la pared celular a través del enlace lipidico Il, etapa

en la que probablemente sucede la formaciéon de poros (Cotter, 2005).
» Clase Ib. Péptidos ciclados de cabeza a cola.

Son grupos de RiPPs cuyo N- y C- terminal estan unidos por un enlace peptidico
haciendo asi una molécula circular. La ciclacion tiene lugar durante el transporte
involucrando la actividad de la ATPasa que provee la energia necesaria para la
formacion del enlace peptidico. Contienen segmentos de a-hélices y comparten
una estructura similar con una saposina plegada. A pesar de la similitud de su
estructura tienen mecanismos de accion diferentes, pero ambos involucran la

formacién de poros en la membrana (Alvarez-Sieiro, 2016).
» Clase Ic. Sactibiéticos

Se refiere a los sactipéptidos como sactibidticos cuando estos poseen actividad
antimicrobiana. Son péptidos que contienen sulfuro-a-carbono, es poco el
conocimiento que se tiene de esta clase, en BAL solamente se han caracterizado

clusters putativos que han sido identificados in silico (Alvarez-Sieiro, 2016).
> Clase Id. Azoles

Son péptidos que poseen diferentes combinaciones de anillos heterociclicos de
tiazoles y metiloxiazoles los cuales son derivados de la cisteina, serina y residuos
de treonina por una via dependiente de ATP, ciclodeshidratacion y una

subsecuente deshidrogenacion dependiente de flavin mononucledétido.
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» Clase le. Glicinas.
Son bacteriocinas que contienen residuos glicosilados.
» Clase If. Péptidos lasso.

Son un grupo de RIiPPs, que muestran como su principal caracteristica la
presencia de un enlace amida entre el primer aminoacido en la cadena peptidica
nuclear y un residuo cargado negativamente, generando un anillo que engloba el

carbono terminal lineal como parte del polipéptido.

No se han reportado este tipo de péptidos en BAL, pero se ha predico que ocurren

en streptococci (Alvarez-Sieiro, 2016).

Clase ll. Bacteriocinas sin modificar

Son grupos de bacteriocinas que no presentan modificaciones inusuales, es decir
no requieren enzimas para su maduracion, y se puede subdividir en tres tipos

(figura 4):
> Clase lla. Pediocinas

Este tipo de bacteriocinas presentan un amplio espectro de inhibicion, pero
destaca su actividad contra Listeria. Se subdividen en 8 grupos, la bacteriocina
mas representativa de esta clase es la pediocina PA-1 y el cluster de genes de
esta pediocina esta codificado en un plasmido. Su modo de acciéon comprende de
tres pasos basicos: primero la pediocina se une a los receptores del sistema
transportador manosa fosfotransferasa (Man-PTS), luego estas se insertan dentro

de la membrana citoplasmatica y finalmente forman un poro complejo.
» Clase llb. Bacteriocinas de dos péptidos.

Esta clase se refiere a bacteriocinas de dos componentes, es decir, que se
requiere de dos péptidos para trabajar sinérgicamente con el fin de obtener

actividad antimicrobiana.
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Su mecanismo de accion propone que los péptidos formen una estructura hélice-
hélice que penetra la membrana e interactia con un receptor de la membrana

sensible, causando una fuga.
» Clase llc. Bacteriocinas sin péptido lider.

Son sintetizadas sin un péptido lider N-terminal, el cual tiene como funciones la
secuencia de reconocimiento para una secrecién, modificacién y mantiene a la

bacteriocina inactiva dentro de la célula productora.
» Clase lld. Bacteriocinas de un solo péptido o no pediocinas.

Consiste en un grupo heterogéneo de bacteriocinas peptidicas lineales simples no
relacionadas, con diferentes estructuras, mecanismos de secrecion y maneras de

accion, como son lactococcina 972, lactococcina A 'y enterocina B.

Clase lll.
Son bacteriocinas que no sufren modificaciones, con pesos moleculares mayores

a 10 kDa y con mecanismos de accidn bacteriolitico o no litico (figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica de clusters de bacteriocinas. Negro, genes estructurales;
Gris obscuro, genes estructurales; Gris claro, genes de maduracion y modificacion; Barras, genes
de inmunidad; Blanco, otros (Tomado de Alvarez-Sieiro, 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Enterococcus spp.

El género Enterococcus se puede encontrar en diferentes alimentos y se cree que
contribuye directamente al sabor del producto. Sin embargo, es el grupo mas
controversial de las BAL, ya que se han asociado algunas cepas con resistencia a
antibidticos, factores de virulencia relevantes en humanos y su asociacion con
enfermedades transmitidas por alimentos, asi como la produccién de aminas
biégenas. Las diferencias entre un enterococo patégeno y wuna cepa
aparentemente segura para su uso en alimentos no son claras, sin embargo, se
sabe que la incidencia de factores de virulencia y resistencia a antibioticos esta
muy relacionada con el nicho ecoldgico al que pertenecen (Moreno, et al., 2006;
Olvera-Garcia, 2013; Krockel, 2013).

El grupo de los enterococos engloba a aquellos microorganismos en forma de
cocos Gram-positivos que se agrupan en parejas o en cadenas cortas, anaerobios
facultativos, quimiorganototrofos, no esporulados, no moviles, no formadores de
pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativos. Es un organismo
homofermentativo con respecto a las hexosas y heterofermentativo para las
pentosas y algunos otros sustratos y por tanto son llamados heterofermentativos
facultativos (Salminen, 2004; Olvera-Garcia, 2013).

Se ha sugerido el uso de las cepas de Enterococccus faecium en la industria
carnica, para controlar el crecimiento de microorganismos no deseables, como
Listeria spp., y no solo sobre el producto sino también sobre materiales vy
superficies, debido a que este género produce bacteriocinas, llamadas
enterocinas, asi como peptidoglucano hidrolasas (Moreno y et al., 2006; Krockel,
2013).

Las enterocinas son pequenfias, estables a la temperatura, no lantibiéticas y con un
fuerte efecto antilisterial; como la mayoria de las bacteriocinas tienen como

objetivo principal la membrana citoplasmatica. Estas forman poros en la
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membrana celular, con lo que agotan el potencial transmembranal y/o gradiente de
pH, dando como resultado la fuga de moléculas indispensables intracelularmente
(Moreno, 2006).

Se han caracterizado peptidoglucano hidrolasas de algunas especies de este
género, por ejemplo: Garcia-Cano y col. en el 2014 identificaron una N-
acetilglucosaminidasa de 54 kDa en una cepa de Enterococcus faecalis y una N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa de 81 kDa en una cepa de Enterococcus

faecium.

2.2. Lactobacillus plantarum

Las especies de BAL de Lactobacillus plantarum muestran una amplia flexibilidad
y versatilidad, permitiendo crecer en diferentes nichos ecolégicos como pueden
ser vegetales, carnes, pescado, sustratos lacteos y el tracto intestinal humano. Es
por eso que tiene aplicaciones en diferentes areas tanto de la salud como de la

industria de alimentos (Krockel, 2013).

Lactobacillus plantarum es comunmente usado en el proceso de fermentacion
industrial como cultivo iniciador debido a que dentro del grupo de las BAL son las
mas acido tolerantes (Salminen, 2004). Se sabe que esta especie se ha usado en
salchicha fermentada y salamis por décadas y algunas cepas son marcadas como
probiéticas por sus efectos benéficos en la salud, asi como por su capacidad de
producir bacteriocinas Illamadas plantaricinas y peptidoglucano hidrolasas
(Krockel, 2013).

Numerosas cepas productoras de bacteriocinas han sido aisladas de diferentes
alimentos y varias plantaricinas han sido descritas en la literatura, pero éstas solo
han sido parcialmente caracterizadas, por lo que aun quedan muchas sin
identificar. La mayoria de estas bacteriocinas tienen un peso molecular bajo, son
catidnicas, termoestables y tienen muy buena actividad antimicrobiana a bajo pH
(Todorov, 2015), su mecanismo de accidn es parecido al ya descrito anteriormente

para las enterocinas.
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Messi (et al. 2001) aislaron mas de cien bacterias acido lacticas provenientes de
salchicha italiana y fueron probadas para la produccion de sustancias
antimicrobianas, de las cuales solo el 6 % presentaron actividad contra
microorganismos blancos cercanamente relacionados, otros estudios muestran
que se aislaron 68 cepas presentes en aceitunas y 15 de ellos mostraron producir
bacteriocinas las cuales presentaron actividad antagdnica contra otras BAL asi

como contra bacterias deterioradoras y patégenas (Maldonado, 2002).

Contrario a las plantaricinas, muy pocas PGHs con actividad antimicrobiana han
sido identificadas en cepas de Lactobacillus plantarum. Chapot-Chartier en el
2012, exploro el papel que jugaban las PGHs presentes en el genoma de este
microorganismo. Se encontraron 12 PGHSs codificadas en el genoma de las cuales
solamente dos muestran tener un papel fisiolégico importante durante las
condiciones de crecimiento. Las PGHs identificadas fueron una N-
acetilglucosaminidasa, que es la principal autolisina, y una D,L-endopeptidasa que
es una pieza importante en la morfologia de Lactobacillus plantarum. Quedaria
pendiente evaluar la actividad antagonica contra diferentes microorganismos de

estas dos enzimas.

La empacadora Murgati solicité hace un tiempo al grupo de trabajo la identificaciéon
de manera tradicional de los microorganismos presentes en el salami que
produce, en una etapa inicial de descomposicion. Se manejaron dos
presentaciones de salami, salami entero y salami rebanado, de las cuales se
trabajoé con la pasta y el exudado presente en el empaque, obteniéndose cuatro
muestras: pasta de salami entero, pasta de salami rebanado, exudado de salami
entero y exudado de salami rebanado (Palafox, 2015). Cabe resaltar que las
muestras presentaban signos de decoloracion, olor desagradable, presencia de

exudado y abombamiento de empaques, como se muestran en las figuras 5 y 6.
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Figura 5. Salami rebanado (Palafox, 2015)

Figura 6. Salami entero (Palafox, 2015)

Las pruebas microbioldgicas se hicieron utilizando el medio de cultivo Agar Eosina
Azul de Metileno (EMB) para crecimiento de enterobacterias, Streptococcus agar
base (KF) para el crecimiento de Enterococcus, agar nutritivo para bacterias

mesdfilas aerobias y Man Rugosa Shape (MRS) para bacterias acido lacticas.

Se aislaron en total 22 colonias representativas, donde en el medio MRS fue el
que presenté mayor numero de UFC/g muestra, lo que indicaba una gran cantidad
de bacterias acido lacticas en el salami, las cuales ademas presentaban halos
translucidos alrededor que fueron de gran interés, indicando la posible produccion

de compuestos antimicrobianos, dando pie a este trabajo.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Palafox (2015) aislé diferentes microorganismos del salami Murgati, donde las
BAL prevalecieron sobre otro tipo de bacterias, lo cual probablemente se debe a la
actividad antagdnica que ejercen este tipo de género. Sin embargo, no se
identificaron las BAL con actividad antagonica, ni la naturaleza de dicha actividad,
que probablemente sea de origen proteinico como las peptidoglucano hidrolasas y

bacteriocinas.

4. HIPOTESIS
Las bacterias aisladas en salami que presentan halos translucidos corresponderan

a BAL con caracter GRAS vy presentaran actividad antimicrobiana de origen

proteinico.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar si los microorganismos aislados del salami corresponden a bacterias

acido lacticas para determinar la naturaleza de la actividad antimicrobiana.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Identificar molecularmente las bacterias acido lacticas aisladas del salami

por medio de la amplificacion del gen 16S rDNA.

» ldentificar si las cepas de estudio presentan genes especificos que

codifican para bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas.

» Confirmar la presencia de actividad antimicrobiana mediante pruebas
antagonicas contra un grupo diverso de microorganismos, e identificar si es
de origen proteinico y si presenta actividad hacia sustratos especificos la

actividad de peptidoglucano hidrolasas.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

+ Esquema general de trabajo

Figura 7. Esquema general de trabajo
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6.1. Identificaciéon de las cepas con actividad antimicrobiana.

6.1.1. Crecimiento de cepas aisladas

Se seleccionaron nueve colonias aisladas en el agar Man Rugosa Shape (MRS)
(Difco, E.U.A) que presentaron halo translucido alrededor de ellas y que ademas
tenian caracteristicas morfologicas diferentes entre ellas. Estas colonias se
picaron con palillos estériles y fueron cultivadas en Caldo Glucosa Caseina (CGB)
(peptona biotriptasa 49.8 %, glucosa 25 %, extracto de levadura 12.45 %, citrato
de amonio 4.98 %, fosfato disddico 4.98 %, sulfato de magnesio 0.24 %, sulfato de
manganeso 0.124 %, Tween 80 2.49 %; pH 7.0) a 29°C durante 12 h en

condiciones estaticas.

6.1.2. Obtencion del extracto crudo

Cada una de las muestras se centrifugé a 14,000 rpm durante 10 min a 4°C
(Eppendorf 5810R, Hamburgo, Alemania), obteniendo sobrenadantes libres de
células a los cuales se les ajustd el pH a 7.0 (potencidometro Orion Versa Star,
E.U.A). Posteriormente se filtraron a través de membranas estériles con tamafo
de poro de 0.45 ym (Millipore, Darmstad, Alemania). El filtrado obtenido se

denomind extracto crudo.

6.1.3. Extraccion de DNA

De los cultivos crecidos de 12 h se tomaron alicuotas de 1.5 mL las cuales se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min (Eppendorf 5810R, Hamburgo,
Alemania) para obtener el pellet que contiene el DNA. Se realizd un lavado con 1
mL de sacarosa 10.3 %, se centrifugd a 14,000 rpom durante 10 min y se eliminé el
sobrenadante. Se le adiciond al pellet 1 mL de amortiguador SET (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0, EDTA 50 mM y sacarosa 20 %), 100 pL de lisozima (10 mg/mL) para
ayudar a romper la pared celular y 10 yL de RNAsa (10 mg/mL), se mezclé y se
incub6é a 37°C durante 1 h en agitacién suave (Incubadora orbital Prendo INO
650V-9, Puebla, México). Se centrifugd a 6,000 rpm durante 10 min, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 200 yL de sacarosa 10.3 %. Se
adicionaron 5 pyL de EDTA 0.5 M, 80uL de SDS 10 % y se mezclaron
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perfectamente, se afadieron 300 yL de NaCl 5 M y se incub6 a 4°C durante 30
min. Se centrifugd a 14,000 r12pm durante 30 min y se recupero el sobrenadante
en un tubo de 1.5 mL limpio y estéril. Posteriormente se precipitdé el DNA con 800
ML de isopropanol y se incub6é a 4°C durante toda la noche. Transcurrido este
tiempo se centrifugdé a 14,000 rpm durante 15 min y se eliminé el sobrenadante.
Se lavé dos veces el pellet con 800 pyL de etanol 70 % y se centrifugd a 14,000
rom durante 5 min. Una vez terminados los lavados se dejo a temperatura
ambiente hasta notar ausencia de etanol. Se suspendié el DNA obtenido en 50 pL
de amortiguador Tris 50 mM, pH 8.0 disuelto en agua grado biologia molecular, se
calenté a 50°C durante 15 min y se evaluo la integridad del DNA en un gel de
agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001 %). La electroforesis
se llevo a cabo a 80 V durante 40 min, utilizando como marcador el GeneRule 1 kb
DNA Ladder (Thermo Scientific). La visualizacion del gel se realizé en un
Molecular Image® Gel Doc ™ XR+ Imaging System (Bio Rad). La concentracion
se obtuvo midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotometro para
Microplacas (Epoch Biotek modelo Synergy HT, Vermont, E.U.A) (Hernandez,
2017).

6.1.4. Amplificacion del gen de referencia 16S del ADNr

El DNA genomico extraido se utilizd para llevar a cabo la reaccién de la
polimerasa (PCR) para la amplificacion del rDNA 16S con la enzima Pfu DNA
polimerasa (Thermo Scientific) utilizando amortiguador de la enzima 10X, dNTPs
10 uM, agua grado biologia molecular y los cebadores que se observan en la tabla
2, bajo las condiciones que se enlistan en la tabla 3. Las condiciones se
programaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler, Hamburgo, Alemania)
(Garcia-Cano et al., 2014).

Tabla 2. Cebadores para la amplificacion del gen de referencia 16S del ADNr.

Fd1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 40°C

Rd1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC 40°C
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Tabla 3. Condiciones de la reaccion de PCR

Desnaturalizacion
L 95°C 2 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C 0.5 min
Alineacion 40°C 0.5 min 35
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 5 min 1

Para verificar que se obtuvieron los amplicones esperados de 1,500 pb se realiz6
un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001 %), se
cortd la banda de interés y finalmente el producto obtenido de la reaccién fue
purificado utilizando un kit comercial (GeneJET Gel Extraction kit, Thermo

Scientific).

6.1.5. Secuenciacion

Los productos de PCR puros fueron enviados para su secuenciacion a los
laboratorios de MacroGen Inc (Seul, Corea del Sur). Posteriormente cada una de
las secuencias fue sometida a un alineamiento multiple utilizando el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para nucleétidos del NCBI (National

Center of Biotechnology Information).
6.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana

6.2.1. Actividad antagonica en caja Petri

Cada uno de los microorganismos aislados se inoculé como una linea al centro de
la caja Petri conteniendo el medio agar Soya Tripticaseina (TSB) (Difco, E.U.A).
Las cajas inoculadas se incubaron a 29°C durante 24 h. Una vez crecidas las
cepas se estriaron con las cepas de los microorganismos prueba (figura 8)
(Guzman-Trampe, 2012). Los microorganismos prueba empleados fueron
Salmonella thyphimurium ATCC 2753, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Listeria innocua CFQ-B-232, Weissella viridiscens UAM-MGS, Leuconostoc
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mesenteroides (Dra. Gloria Diaz, cepario de la F.Q., UNAM) y Lactobacillus sakei
UAM-MGJPI.

Figura 8. Esquema de las pruebas antagonicas en caja Petri. Se muestra el microorganismo a
evaluar en el centro de la caja. Se estriaron las cepas de microorganismos blanco a cada lado del
microorganismo a evaluar.

6.2.2. Actividad antimicrobiana por difusién en agar

Se determiné la actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas aisladas
en contra de bacterias patdgenas y bacterias deteriorantes (S. thyphimurium
ATCC 2753, S. aureus ATCC 6538, L. innocua CFQ-B-232, W. viridiscens UAM-
MGS, L. mesenteroides (Dra. Gloria Diaz, cepario de laF.Q., UNAM) y L. sakei
UAM-MGJPI). En cajas Petri se colocaron 10 mL de agar Brain Heart Infusion
(BHI, Difco, E.U.A) al 1.5% (m/v) y se dejo solidificar para posteriormente colocar
sobre esta primera capa 20 mL de agar BHI al 0.8 % (m/v) con 2 uL de células de
los microorganismos seleccionados, esto para las bacterias patégenas y para las
bacterias deterioradoras se siguid el mismo procedimiento utilizando agar CGB.
Se hicieron pozos sobre la segunda capa de agar y en cada pozo se agregaron 50
pL de las muestras obtenidas con actividad antibacteriana. Las cajas se incubaron
a 37°C durante 24 h (Incubadora orbital Prendo INO 650V-9, Puebla, México). Los
halos de inhibicidon de los microorganismos se midieron con ayuda de un vernier y

se calculo la actividad especifica en mm/mg de proteina (Contreras, 2013).
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6.3. Obtencion de las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) vy

bacteriocinas.

6.3.1. Ultrafiltracion de la PGH

Los extractos crudos obtenidos se sometieron a ultrafiltracion con una membrana
de tamano de corte de 30 kDa (Amicon® Millipore, Darmstadt, Alemania). Las

muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.3.2. Obtencion del péptido antimicrobiano (adsorcion-desorcion)

Los cultivos de 18 h de las cepas aisladas fueron sometidos a un tratamiento
térmico a 70°C durante 30 min (Boekel Scientific, Pennsilvania, E.U.A). Se ajusto
el pH del cultivo a 5.0 con una soluciéon 10 M de NaOH y se mantuvo en agitacion
moderada durante 24 h a 4 °C para permitir la adsorcion del compuesto
antimicrobiano a la superficie celular bacteriana. Después, los cultivos se
centrifugaron a 3,100 rpm durante 20 min a 4°C y se recupero el pellet, se lavo
dos veces con amortiguador de fosfatos (6 mM fosfato de sodio, pH 6.5).
Posteriormente, las células se resuspendieron (5% del volumen original) en una
solucién 100 mM de NaCl pH 1.0 (ajustada con &cido fosférico al 5 %); lo que
favorecié la desorcion del compuesto antimicrobiano desde la membrana celular
de las bacterias hacia el medio. Las células se mantuvieron en agitacion a 4°C
durante 4 h y posteriormente se sometieron a centrifugaciéon a 3,100 rpom durante
20 min a 4°C para descartar células y retener el sobrenadante con la bacteriocina,
se neutralizé el pH del sobrenadante y se dializ6 empleando membranas de
celulosa (Spectra Por7® Arizona, E.U.A) con un tamafo de poro de 1 kDa hasta
eliminar las sales presentes y se filtr6 a través de membranas estériles de tamafio
de poro de 0.45 ym. Posteriormente, el sobrenadante se liofilizé (Labconco,
Kansas, E.U.A). Los liofilizados se resuspendieron en 300 yL de amortiguador
(Tris-HCI 100 mM pH 8.0). Finalmente se almacenaron a -20 °C (Olvera-Garcia,
2013).
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6.3.3. Perfil de proteinas y zimogramas para PGHs y bacteriocinas

El peso molecular de las proteinas de interés se determind por electroforesis en
geles de poliacrilamida co-polimerizada en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970). Se prepararon SDS-PAGE Tris-glicina al 10 % con los
reactivos necesarios (Bis-acrilamida 30 %, Tris-HCI 2 M, pH 8.8, SDS 10 %, H20,
TEMED y APS 10 %) para las PGHs y Tris-tricina al 10 % con los reactivos
necesarios (Bis-acrilamida Tris-tricina, buffer de gel, H2O, glicerol 80 %, TEMED,
APS 10 %) para bacteriocinas (Olvera-Garcia, 2013). Se tomaron 35 pL de la
muestra a evaluar y se les adicionaron 15 uL de amortiguador de carga (50 mM de
Tris-HCI, pH 6.8, 2 % SDS, 2.5 % glicerol, 0.5 % B-mercaptoetanol y 0.5 % de azul
de bromofenol). Los geles se colocaron en un camara de electroforesis de
proteinas (Mini-Protean 3Cell, Bio-Rad, California, E.U.A). El gel Tris-glicina se
corrié a 80 V durante 30 min y 120 V durante 1.5 h y el gel Tris-tricina se corrio a
80 V durante 30 min y 120 V durante 4.5 h a 4°C. Después de la electroforesis, el
gel se lavo con agua desionizada y se tifid con azul de Coomassie (0.1 % azul de
Coomassie G-250, 45 % metanol, 10 % &cido acético glacial, 80 % agua
desionizada (v/v) y se destiinid con 10% metanol, 10% acido acético glacial y 80 %
agua (v/v). El peso molecular de las bandas de proteina se determind por la
comparacion con un marcador de alto peso molecular (Bio-Rad) y un polipéptido

(Bio-Rad) para PGHs y bacteriocinas, respectivamente.

Para la elaboracion del zimograma, se prepararon geles SDS al 10 % de
poliacrilamida co-polimerizada con 0.2 % de células liofilizadas de M. lysodeikticus
(Sigma-Aldrich, E.U.A) como sustrato, posteriormente, las células se
resuspendieron con los reactivos necesarios para la elaboracion de los geles (Tris-
glicina y Tris-tricina). Una vez transcurrida la electroforesis, el gel se lavé con agua
desionizada y se incub6 a 37°C con amortiguador de renaturalizacion (Tris-HCI
100 mM, pH 8.0 con Triton X-100 1 %) durante 12 h. Finalmente el gel se tifié con
azul de metileno (0.01 % de KOH y 0.1 % de azul de metileno) durante 20 min y se

destifid con agua destilada (Garcia-Cano, 2013).
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6.3.4. Cuantificacidon de proteina

La concentracién de proteina se determiné por el método de Bradford (1976; Bio-
Rad Protein Assay) a una longitud de onda de 595 nm en un lector de microplacas
(Epoch Biotek modelo Synergy HT, Vermont, E.U.A). Se colocaron 160 pL de la
dilucion y 40 uL de reactivo de Bradford concentrado en un pozo de la microplaca
y se homogenizé. Se incub6 5 min a temperatura ambiente para posteriormente
hacer las mediciones. La curva patron se realiz6 con albumina sérica bovina
(Sigma-Aldrich).

6.4. Clasificacion de la actividad antimicrobiana de PGHs pos

especificidad de sustrato

6.4.1. Determinacion de la actividad N-acetilglucosaminidasa

La determinacion de N-acetilglucosaminidasa se realiz siguiendo el protocolo de
Sigma-Aldrich, utilizando como sustrato al 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida.
Se utilizé una microplaca de 96 micropozos y para cada prueba se adicionaron 80
ML de amortiguador de citrato de sodio pH 4.8 (80 mM), 10 pyL de una solucién de
4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida (NP-GIcNAc, Sigma-Aldrich) (1 mg/mL) y
10 pL de la muestra. El blanco consisti6 en 10 yL del sustrato y 90 yL del
amortiguador. La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C por 20 min y se detuvo
adicionando 100 uL de carbonato de sodio (140 mM). Se determiné la absorbancia
en un lector de microplacas (Epoch Biotek modelo Synergy HT, Vermont, E.U.A) a
405 nm (Garcia-Cano, 2015).

6.4.2. Determinacion de la actividad de N-acetilmuramoil-L-alanina

amidasa

La actividad de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, se determind siguiendo el
protocolo descrito por Garcia-Cano (2015). Se utilizé una microplaca de 96 pozos,
para cada prueba se colocan 80 uL de amortiguador Tris-HCI pH 8.0 (50 mM) con
10 pL del sustrato L-alanina-p-nitroanilida hidrocloruro (1 mg/mL) y 10 yL de

muestra de interés. La reaccion se incuba a 37°C por 10 min y se determina la
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absorbancia en un lector de microplacas (Epoch Biotek modelo Synergy HT,
Vermont, E.U.A) a 405 nm.

6.4.3. Determinacién de la actividad de endopeptidasa

La actividad de endopeptidasa se determind mediante el método de Cd?**-
ninhidrina (Doi et al, 1981). En un tubo se colocaron 50 pyL de la muestra de
enzima y se adicionaron 15 pL de soluciones preparadas de Leu-Gly-Gly y Gly-
Gly-Gly-Gly-Gly (Sigma-Aldrich) en concentraciones 20 mM en HEPES (Sigma-
Aldrich) pH 7.0. La mezcla de reaccion se llevo a un volumen final de 150 uL con
amortiguador de trabajo y se incubo6 a 37°C por 1 h. Posteriormente se adicionaron
150 pL del reactivo Cd-ninhidrina (0.8 g ninhidrina, 80 mL de etanol 99.5 %, 10 mL
de acido acetico y 1 g de CdCl,) y nuevamente se incubd la mezcla a 85°C por 5
min. Después se centrifugd cada tubo para evitar la turbidez que pudiera interferir
en la medicion y se determind la liberacién del grupo amino. El ensayo se realizé
transfiriendo 200 uL de cada tubo en una microplaca con 96 pozos, se utilizé el
lector de microplacas (Epoch Biotek modelo Synergy HT, Vermont, E.U.A) y se
realizaron las lecturas a 507 nm. El control positivo fue la lisostafina (20 pyg/mL) y
como control negativo se utilizé amortiguador de trabajo; ambos controles fueron

tratados en las mismas condiciones del ensayo (Valenzuela, 2012).

6.4.4. Determinacion de la actividad de N-acetiimuramidasa

Para llevar a cabo la determinacién de la actividad de N-acetiimuramidasa se
utilizaron 75 pL de peptidoglucano (siguiente apartado) tratado enzimaticamente y
diluido en agua (4 mg/mL), 25 yL de la muestra y 400 yL de agua. La reaccion se
dejo a 37°C por 1 h a 70 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
centrifugé 1 min a 14,000 rpm para eliminar el peptidoglucano insoluble. De cada
tubo se tomaron 400 yL que se aforaron con 100 uL de agua. Cada muestra se
colocé en un tubo de vidrio con rosca de un volumen de 15 mL, a cada tubo se le
adicionaron 3 mL de H,SO,4 concentrado y se calentd a ebullicion por 10 min. Una
vez transcurrido el tiempo, se agregaron a cada tubo 50 pyL de CuSO4 (4 %) y 100
ML de pPp (p-fenilfenol, Sigma-Aldrich) (1.5 % en etanol al 96 %). La reaccion se
incub6 por 30 min a temperatura ambiente y la actividad se cuantific6 a 570nm
(Taylor, 1995).
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6.4.5. Extraccion de peptidoglucano de M. lysodeikticus

Se obtuvo un cultivo bacteriano de M. lysodeikticus en medio BHI incubado 12 h a
37°C y 250 rpm y se centrifugd a 8500 rpm por 15 min a 4°C para cosechar las
células. Las células fueron lavadas con agua estéril (1/10, p/v) hasta la obtencién
de un precipitado blanco, el cual se disolvié en acido tricloroacético (TCA) al 10 %
y se colocé en ebullicion por 60 min, una vez concluido este tiempo la solucién se

centrifugd a 8,500 rpm por 20 min a 4°C.

El pellet se resuspendié e incubd con un amortiguador de acetatos (acido acético
0.5 M y acetato de sodio 0.2 M pH 4.5), cloroformo y metanol en una relacién
4:5:10, pH 4.6 toda la noche y después se centrifugd a 8,500 rpm por 10 min a
4°C. El pellet obtenido se resuspendié en amortiguador Tris-HCI 0.1 M pH 7.5 con
4000 U de tripsina (Sigma-Adrich) y se incubd en bano de agua a 37°C y 140 rpm
por 12 h. U

Una vez transcurrido el tiempo la solucién se centrifugé a 8,500 rpm por 20 min a
4°C. El sedimento se lavd 4 veces con agua estéril, se liofilizé y se almacend a
-20°C (Tian, et al., 2015).

6.5. Amplificacion de genes especificos para PGHs y bacteriocinas

La amplificacién de los genes especificos se realizO mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando las enzimas que se muestran en la tabla
4. Las condiciones se programaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler,
Hamburgo, Alemania). En la tabla 5 se muestran los diferentes tipos de cebadores
disefados con base a secuencias de dichos genes presentes en la base de datos
para obtener las secuencias de interés. Para verificar que se obtuvieron los
amplicones esperados se realizé un gel de agarosa al 0.8 y 2 %, para los genes
de PGHs y bacteriocinas respectivamente, tefidos con bromuro de etidio (Bio-Rad
0.001 %). Los productos amplificados se purificaron y se enviaron para su

secuenciacion a MacroGen Inc (Seul, Corea del Sur).
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Tabla 4. DNA polimerasas y condiciones de la reaccién de PCR

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min

entA Pfu Desnaturalizacion 95°C 0.5 min
Alineacion 55°C 0.5 min

Extension 72°C 2 min

Extension final 72°C 5 min

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min

54 bf Desnaturalizacion 95°C 0.5 min

P u Alineacion 59°C 1 min
Extension 72°C 1.5 min

Extension final 72°C 10 min

Desnaturalizacion inicial 98°C 2 min

. Desnaturalizacion 98°C 0.5 min

bacLbp PhusionHotStar Alineacion 28°C 0.5 min
Extension 72°C 1.15 min

Extension final 72°C 10 min

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min

Desnaturalizacion 95°C 0.5 min

IbP90 DreamTaq Alineacion 45°C 0.5 min
Extension 72°C 2.5 min

Extension final 72°C 10 min

Tabla 5. Cebadores para la amplificacién de genes

N entAf (5-3") GGCAGACACAACTTATCTATGGGG 57.0 °C o
en
entAr (3'-5') GCGTCCAGGGAAGTGCTAA 53.1°C P
o P54f (5-3") GCCGGATCCGAAAAAGAGTTTAATATCAGC  60.3°C 1500 o
P P54r (3-5') GAGCTCGAGCATGCTGACAGC 58.3°C P
BacLbpf (5'- GGATGACTGTGAACAAAATGAT 49.2°C
3)
bacLbp BacLbpr (3 174 pb
5,';’ - ATTATAATCCCTTGAACCACC 48.5°C
Lbp9of (5'-3") GCGTTTAAATCACAAAATCCA 46.5°C
IbP90 2583 pb
Lbp9or (3'-5") GCCAATCTTAGCAACGTA 45.8°C
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacion de cepas con actividad antimicrobiana

71.1. Crecimiento de colonias seleccionadas

Se seleccionaron nueve colonias de las bacterias acido lacticas que fueron
aisladas del salami, que presentaron dos tipos diferentes de morfologia y halos de
inhibicion alrededor de ellas. En la Figura 9 se muestran las colonias

seleccionadas y que fueron cultivadas en medio MRS.

Figura 9. Colonias que presentaron halo de inhibicion alrededor de ellas en medio MRS-Verde de

bromocresol

En la tabla 6 se describen las caracteristicas morfolégicas de las cepas que se

hicieron crecer en medio liquido MRS.

Tabla 6. Caracteristicas de las colonias aisladas.

Colonias pequenas, circulares de color verde intenso

Colonias grandes, circulares con las orillas blancas de color verde claro
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7.1.2. Extraccion de DNA

Estas colonias fueron sembradas en caldo MRS para su enriquecimiento y
extraccion de DNA. En la figura 10 se observa el DNA extraido, ya que solo hay

una banda definida, la cual se encuentra por arriba de los 10 kb.

Figura 10. Integridad de DNA. Carril M, marcador de peso molecular; carril 1, DNA extraido de la
colonia 1; carril 2, DNA extraido de la colonia 2 carril 3, DNA extraido de la colonia 3; carril 4, DNA
extraido de la colonia 4; carril 5, DNA extraido de la colonia 5; carril 6, DNA extraido de la colonia
6; carril 7, DNA extraido de la colonia 7; carril 8, DNA extraido de la colonia 8; carril 9, DNA
extraido de la colonia 9.

Se determiné la concentracion de DNA a wuna relacion de Absyso280nm,
considerando que para una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
necesitan de 10 a 200 ng/uL se deben obtener al menos una concentracion de 5
ng/uL de DNA de cada muestra (Cornejo et al., 2014), por lo que nuestras
concentraciones son aceptables para llevar a cabo la reaccion. Una vez
determinada la calidad y la concentracion del DNA extraido se realiz6 una
amplificacion de la regién del 16S del rDNA mediante la reacciéon en cadena de la

polimerasa.

El tamano esperado del amplicdn era de alrededor de 1,500 pb. En la figura 11 se
muestran los amplicones obtenidos, los cuales se pueden observar como una

banda intensa alrededor de los 1,500 pb.
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Figura 11. Amplicones del 16S del rDNA con peso molecular de 1,500 pb. Carril M, marcador de
peso molecular; carriles del 1 al 9, amplicones de las colonias 9 colonias, respectivamente.

Una vez obtenidos los amplicones de las dos muestras se corté la banda del gel y
se realiz6 la purificacion de cada uno de ellos para su envio y posterior

secuenciacion, comparacion e identificacién en la base de datos.

En la tabla 7 se muestran los nombres de los microorganismos identificados vy el
porcentaje de similitud de la secuencia problema con la secuencia de referencia
que se encuentra en la base de datos. Una vez realizado el alineamiento se debe
verificar que sea significativo y en la tabla se indica el valor E-value (Expect) que
representa la probabilidad de que el resultado de alineamiento se haya dado al
azar; este valor depende de la base de datos empleada y de la longitud de la

secuencia (Camacho, 2014).
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Tabla 7. Identificacion de las cepas problema.

1 MRS SE 3 Lactobacillus plantarum m
2 MRS ESR 3 Lactobacillus nudensis 100 % 0.0

3 MRS ESE 5 Lactobacillus plantarum 98 % E-110

4 MRS SR 3 Lactobacillus plantarum 98 % E-105

5 MRS ESR 32 Enterococcus faecium 100 % 0.0

6 MRS ESR 5 Lactobacillus plantarum 100 % 0.0

7 MRS ESE 3  Enterococcus faecium 99 % 3E-178
8 MRS SR 5 Enterococcus faecium 99 % E-134

& MRS ESR 31 Enterococcus faecium 99 % 9E-80

Se puede observar que los microorganismos predominantes son Enterococcus

faecium y Lactobacillus plantarum con porcentajes de similitud entre 98-100 %.
7.2. Determinacién de la actividad antimicrobiana

Al tener solo dos tipos de microorganismos, se decidid analizar la actividad
antimicrobiana de todas las cepas, mediante zimogramas al 10 % de

poliacrilamida empleando M. lysodeikticus al 0.2 %, como sustrato.

Se observaron bandas de actividad inhibitoria producidas por casi todas las cepas
con pesos moleculares en dos tamanos diferentes, de las cuales solo fueron
seleccionadas dos cepas para su estudio que presentaron mayor actividad en gel,

que en la figura 12 se muestran dentro de un cuadro de color rojo.

Pagina 41



Figura 12. Actividad antimicrobiana de cepas problema en zimograma al 10 % de poliacrilamida
empleando M. lysodeikticus al 0.2 % en condiciones desnaturalizantes.

En la tabla 8 se muestran las cepas que obtuvieron mayor actividad en zimograma

y que fueron seleccionadas para estudio.

Tabla 8. Cepas seleccionadas para estudio.

4 Lactobacillus plantarum

5 Enterococcus faecium

Para la identificacion de la naturaleza antibacteriana se realizaron diferentes tipos

de prueblas en ambas cepas.
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7.21. Actividad antagoénica en caja Petri.

Se realizaron pruebas de inhibicion presuntivas en agar TSB de cada una de las

cepas de estudio contra diferentes microorganismos blanco.

En las figuras 13 y 14 se observan las placas de agar TSB de las cepas de estudio
Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecium, enumeradas como 4 y 5
respectivamente, donde apreciamos la estria vertical en el centro, del lado
izquierdo se indican las bacterias deterioradoras y del lado derecho se indican los
patdogenos. Se observa el efecto antagénico positivo al ver que se reduce el
crecimiento en el astriado de los microorganismos tanto patdogenos vy

deterioradoras al estar mas cerca de la cepa de estudio.

Figura 13. Actividad antagdnica de L. plantarum en agar TSB contra diferentes microorganismos.
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Figura 14. Actividad antagonica de E. faecium en agar TSB contra diferentes microorganismos.

En la tabla 9 podemos observar que ambos microorganismos aislados presentan

actividad antagonica contra un microorganismo, que es L. innocua, relacionado

con uno de los principales patogenos de alimentos, y contra los tres

microorganismos deterioradores L. mesenteroides, L. sakei y W. viridescens.

Tabla 9. Actividad antagodnica de las cepas aisladas de salami.

Microorganismos blanco

Numero Cepa S. S L. L. L.
typhimurium aureus innocua mesenteroides sakei

4 Lactobacillus - - + + +
plantarum
5 Enterococcus - - + + +
faecium

W.

viridescens

Se eligidé el medio TSB debido a que es un medio de enriquecimiento utilizado

para el cultivo de microorganismos aerobios no exigentes. El digerido enzimatico

de caseina y la harina de soya presentes proporcionan aminoacidos y

otras

sustancias nitrogenadas complejas, mientras que el cloruro de sodio sirve para
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mantener el equilibrio osmoético y el fosfato de potasio dibasico actua como
amortiguador para controlar el pH, este medio cuenta con menor concentracion de
glucosa, no contiene un surfactante en su formulacién y el aporte de sales es bajo
lo que refleja un descenso leve del pH (Contreras, 2013). Esto nos indica que la
actividad antagodnica observada no es debido al pH del medio sino a compuestos
producidos por estas cepas durante la fermentacion donde se reduce la cantidad
de carbohidratos disponibles y como resultado se obtienen una gama de
metabolitos con bajo y alto peso molecular con actividad antimicrobiana
(Salminen, 2004).

7.2.2. Actividad antimicrobiana por difusion en agar

Por otra parte se realizaron pruebas de inhibicion de crecimiento en difusion en
agar de las cepas aisaldas empleando el extracto crudo libre de células, contra los

mismos microorganismos blanco y se determindé la actividad especifica.

En la figura 15 se observan los halos de inhibicién producidos por las cepas de
Enterococcus faecium y Lactobacillus plantarum, que se midieron para determinar
la actividad especifica de las fracciones empleadas. Estos se pueden apreciar
como un halo translicido alrededor de los pozos donde se adicionaron los

extractos crudos.

Figura 15. Actividad antimicrobiana por difusion en agar de extractos crudos de Enterococcus
faecium y Lactobacillus plantarum contra Listeria innocua.
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En la tabla 10 se observan los resultados de la actividad especifica (mm/mg) de
las cepas aisladas contra los diferentes microorganismos. En la figura 16 se
observa que la mayor actividad inhibitoria de ambas cepas es contra tres
microorganismos patdégenos (L. innocua, S. aureus y S. typhimurium)

Comparando estos resultados con la literatura se ha encontrado que el género
Enterococcus tiene la capacidad de producir bacteriocinas conocidas de forma
general como enterocinas, estos péptidos exhiben actividad antimicrobiana frente
a especies Gram-positivas. Las enterocinas de clase Il son las mas
frecuentemente halladas en cepas de enterococos y se dividen en 2 subclases: las
enterocinas que se sintetizan sin péptido lider y las relacionadas con la pediocina

con un fuerte efecto antilisterial (Reyes, 2015).

Algunos autores han determinado que diferentes bacteriocinas producidas por
Lactobacillus plantarum poseen efecto antagonico ante organismos Gram-
positivos, se ha reportado que la plantaricina F, producida por Lactobacillus
plantarum B FO001, es efectiva frente a Lactobacillus, Lactococus, Listeria,
Micrococcus, Leuconostoc, Pediococus, Staphylococcus, Streptococcus,

Salmonella y Pseudomonas (Suarez, 2008).

Tabla 10. Actividad especifica contra diferentes microorganismos

Cepa Fraccion Espectro antibacteriano (mm/mg)

Microorganismos blanco

S. S. L. L. W.
typhimurium aureus innocua mesenteroides viridescens
Lactobacillus Extracto 73.20 180.18 180.1 72.07 36.03
plantarum crudo
Enterococcus Extracto 54.11 353.0 30257 151.28 100.85
faecium crudo
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Figura 16. Actividad especifica (mm/mg proteina) de extractos de E. faecium y L. plantarum contra
diferentes microorganismos patdgenos y deteriorantes.

Se observa que S. typhimurium fue el microorganismo menos inhibido por ambas
cepas utilizadas, esto puede ser debido a que es un microorganismo Gram-
negativo y la composicidén de su pared celular es diferente a los microorganismos
Gram positivos, ya que ademas de tener una pared de peptidoglucano, tiene una
membrana interna y una membrana externa de lipolisacaridos y fosfolipidos, que
actuan como una barrera permeable contra macromoléculas y solutos como las
bacteriocinas (Rodgers, 2001), lo que la hace mas resistente. Para corroborar
esto, se podrian hacer pruebas con diferentes bacterias Gram-negativas, como E.
coli o Pseudomonas sp. Garcia y colaboradores (2014) afirman que la
susceptibilidad de las bacterias Gram-negativas a las bacteriocinas producidas por
las bacterias lacticas es mucho mas limitada y hasta hace poco no se conocian
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de origen alimentario activas
naturalmente frente a bacterias Gram-negativas (Vazquez et al., 2009). En el caso

de W. viridescens se observa que E. faecium es capaz de inhibirla, esto puede ser
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debido a que las proteinas que dan la actividad antimicrobiana tienen un
mecanismo de accién diferente a las encargadas de la actividad antimicrobiana de

L. plantarum.
7.3. Analisis in silico

Una vez obtenidos estos resultados y confirmar la presencia de actividad
antimicrobiana, se realiz6 un analisis in silico, sobre las posibles PGHs y
bacteriocinas presentes en las cepas de estudio, comparandolos con la literatura,
para poder realizar una prediccion sobre cuales son las proteinas que presentan
esta actividad, y de esta manera buscar los genes que las codifican y si se

encuentran en su genoma, quedandonos con los genes mostrados en la tabla 11.

Tabla 11. Genes seleccionados en analisis in silico.

Enterococcus faecium p54 entA

Lactobacillus plantarum p90 Baclbp

7.4. Identificacion de genes de peptidoglucano hidrolasas

Se realiz6 la identificacion de genes para conocer si las cepas de Enterococcus
faecium y Lactobacillus plantarum presentaban en su genoma los genes que
codifican para las peptidoglucano hidrolasas, por lo que se llevd a cabo una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con los cebadores especificos para
cada microorganismo. Como controles positivos se utilizaron las siguientes cepas:
Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecium.

En la figura 17 se muestran los productos de la PCR en un peso de 1,500 pb para
la cepa de E. faecium y de 2,583 pb para la cepa de L. plantarum. Una vez
obtenidos los amplicones de las dos muestras se cortaron las bandas del gel, se

purificaron para su envio y posterior comparacion e identificacién en la base de
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datos, los cuales confirman la presencia de los genes que codifican la expresion

de las proteinas P54 y P90 respectivamente.

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. M, marcador 1 kb (Thermo scientific); p54,
producto de PCR para el gen de la proteina P54 utilizando DNA molde de E. faecium; p90,
producto de PCR para el gen de la proteina P90 utilizando DNA molde de L. plantarum.

En la tabla 12 se muestran los nombres de los genes identificados y el porcentaje

de similitud de la secuencia problema con la secuencia de referencia que se

encuentra en la base de datos.

Tabla 12. Identificacion de los genes de interés.

plantarum

[Lactobacillus

plantarum]

Enterococcus p54 Protein P54 99% 1e-70
faecium [Enterococcus
faecium]
Lactobacillus p90 Lysozyme 99% 2e-123
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Como se observa en la tabla 12 para la cepa de E. faecium la secuencia
encontrada al comparar en la base de datos de la NCBI fue la proteina P54 con
una identidad del 99%. Esta proteina fue identificada por Garcia-Cano vy
colaboradores (2014). Ellos observaron que tiene un péptido senal del aminoacido
1 al 26, un sitio catalitico de N-acetilglucosaminidasa del aminoacido 196 al 357 y
un dominio CHAP del aminoacido 370 al 487, estos dominios son frecuentemente
asociados a otros dominios cataliticos en PGHs lo que permite a la molécula tener

actividad hidrolitica.

En el caso de la cepa de L. plantarum se obtuvo una similitud con el gen de una
lisozima con un 99% de identidad. Las lisozimas se encuentran dentro de la
clasificacion de las peptidoglucano hidrolasas en el grupo de las N-
acetiimuramidasas (muramidasas), estas se encargan de degradar la pared celular
catalizando la hidrolisis de los enlaces B — 1,4 entre el N-acetilmuramico y el N-

acetilglucosamina y pertenecen a la familia de las glicosil hidrolasas 25.

7.5. Identificacion de las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) en las

cepas de estudio.

7.5.1. Concentracion de la PGH

Una vez que se confirmo la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana
se concentraron las proteinas por medio de ultrafiltracién con un tamano de corte
de 10 kDa para E. faecium y 30 kDa para Lb. plantarum, esto se decidié debido a

los pesos moleculares aproximados observados previamente en zimograma.

7.5.2. Actividad antimicrobiana por zimogramas

Después de concentrar la proteina se realizaron zimogramas Tris-glicina al 10 %
de acrilamida con SDS, con 0.2 % de células liofilizadas de M. lysodeikticus para

determinar la actividad antimicrobiana del extracto crudo de las cepas de estudio.
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En la figura 18 se puede observar el zimograma de los extractos crudos
ultrafiltrados de las cepas aisladas de L. plantarum y E. faecium donde se
presentaron dos bandas de actividad litica en 90- y 54- kDa respectivamente.
Esto podria corresponder al gen previamente identificado (7.4.1.) que codifican

para proteinas con actividad litica como son las peptidoglucano hidrolasas (PGH).

Figura 18. Zimograma contra M. lysodeikticus en geles Tris-glicina al 10 %. MH, marcador de alto
peso molecular; carril 1, extracto de L. plantarum; carril 2, extracto de E. faecium.

Las bandas obtenidas en el SDS-PAGE para Enterococcus faecium vy
Lactobacillus plantarum se muestran en las figuras 19 y 20, respectivamente,
estas se cortaron y se enviaron a identificar por espectrometria de masas al
Laboratorio Universitario de Protedmica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(IBt-UNAM). Las secuencias en aminoacidos se analizaron en el sitio web National

Center for Biotechnology Information utilizando la herramienta BLAST.
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Figura 19. SDS-PAGE de extracto de Enterococcus faecium; MPM, marcador de alto peso
molecular; 1, extracto crudo ultrafiltrado de Enterococcus faecium.

Figura 20. SDS-PAGE de extracto de Lactobacillus plantarum, MPM, marcador de alto peso
molecular; 1, extracto crudo ultrafiltrado de Lactobacillus plantarum.

7.5.3. Identificacion de proteina por LC-MS/MS

La identificacion de las proteinas se llevo a cabo por el método de espectrometria
de masas, generando péptidos a partir de la digestion con tripsina (Hernandez,
2017). Se obtuvo un porcentaje de cobertura del 11% con una proteina de 516
aminoacidos y un peso molecular tedrico de 54.59 kDa, el cual corresponde a la

proteina P54 de Enterococcus faecium.
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En la tabla 13 se muestra la proteina identificada y el porcentaje de cobertura de

las secuencias de aminoacidos obtenidos.

Tabla 13. Similitud de secuencias obtenidas aminoacidos.

Enterococcus Protein P54 [Enterococcus 0.0

faecium faecium]

11%

Se puede observar que la unica proteina que se pudo identificar fue la P54 de E.
faecium (acceso: WP_010737285.1, Protein BLAST), que es una PGH con

actividad de N-acetilmuramoli-L-alanina amidasa, a pesar de tener un porcentaje

de cobertura muy bajo, 3 secuencias de los péptidos identificados tienen el 100%

de identidad con la proteina P54 encontrada en el genoma de esta bacteria acido

lactica (Figura 21).

P54_ENTFC (100%), 54,595.8 Da
Protein P54 OS=Enterococcus faecium PE=3 SV=2
6 exclusive unique peptides, 6 exclusive unique spectra, 83 total spectra, 57/516 amino acids (11% coverage)
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Figura 21. Secuencia de la proteina P54 reportada en el genoma de E. faecium, los péptidos

identificados por LC-MS/MS.

Para el caso de L. plantarum no fue posible hacer la identificacién de la proteina;

sin embargo, en diferentes investigaciones se ha reportado la presencia PGHs

como las N-acetiimuramidasas que pertenecen a la familia de las glicosil

hidrolasas 25 donde podemos encontrar los sitios Lys1 y Lys2 que contribuyen al

proceso de autolisis (Rolain, 2012). También Chapot-Chartier (2012) encontré dos

PGHs clave para la morfologia de L. plantarum, una N-acetilglucosaminidasa

Acm2 la cual comprobé participa en el ultimo paso de la division celular, ademas
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de ser la principal autolisina para la cepa de Lactobacillus plantarum WCFS1 y una

D,L-endopeptidasa LytA que mantiene la integridad y forma de la célula.

7.5.4. Clasificacion de la actividad antimicrobiana de PGHs por especificidad

de sustrato.

Las peptidoglucano hidrolasas se pueden clasificar en: endopeptidasas, N-
acetilglucosaminidasas, N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas y N-
acetilmuramidasas, dependiendo el tipo de enlace que estas enzimas rompan.
Una vez que se identificod la naturaleza antimicrobiana de las cepas problema y se
identificaron los genes en su genoma se procedié a identificarla por medio de
especificidad de sustrato, dandonos un resultado positivo en la prueba de N-
acetiimuramidasa (Figura 22) y negativo en la actividad de N-
acetilglucosaminidasa y N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, los cuales coinciden

con los resultados previamente mostrados.

Figura 22. Blanco y resultado positivo por triplicado para Lactobacillus plantarum y Enterococcus
faecium para la prueba de N-acetiimuramidasa.

Una vez obtenidos estos resultados y de haber confirmado la produccion de
peptidoglucano hidrolasas por las cepas de estudio, se decidi6 realizar
zimogramas Tris-glicina al 10 % de poliacrilamida para continuar con la busqueda

de compuestos antimicrobianos de peso molecular bajo, como las bacteriocinas.

El zimograma se muestra en la figura 23, donde podemos observar bandas con
actividad litica a bajo peso molecular, lo cual nos podria indicar la presencia de

bacteriocinas.
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Figura 23. Zimograma de actividad antimicrobiana de extractos crudos de Enterococcus faecium y
Lactobacillus plantarum. Carril MH, marcador de alto peso molecular; carril 1, extracto crudo de la
cepa Enterococcus faecium; carriles 2, extracto crudo de la cepa de Lactobacillus plantarum.

7.6. Identificacion de genes de bacteriocinas.

Al igual que para las peptidoglucano hidrolasas se realizd la identificacion de
genes para conocer si las cepas de Enterococcus faecium y Lactobacillus
plantarum presentaban en su genoma los genes que codifican para las
bacteriocinas, por lo que también se llevdé a cabo una PCR con los cebadores
especificos para gen de estudio. Para el caso de la identificacion del gen entA se
tomaron los cebadores especificos disefiados por Reyes (2015). Como controles
positivos se utilizaron las mismas cepas mostradas anteriormente en la

identificacion de genes de las peptidoglucano hidrolasas.
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En la figura 24 se muestran los productos de la PCR en un peso de 171 pb para la
cepa de E. faecium y 174 pb para la cepa de L. plantarum los cuales eran los
tamanos de amplicdn esperados, indicandonos la posible presencia de los genes
que codifican la expresion de las proteinas EntA y BaclLbp, estas bandas fueron
cortadas y purificadas para su posterior comparacion e identificacion en la base de

datos.

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 2 %. M, marcador de 100 pb (Thermo scientific);
entA, gen de la proteina EntA utilizando DNA molde de E. faecium; bLbp, gen de la proteina BLbp
utilizando DNA molde de L. plantarum.

En la tabla 14 se muestran los genes identificados y el porcentaje de similitud de la
secuencia problema con la secuencia de referencia que se encuentra en la base

de datos.
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Tabla 14. Identificacion de los genes de interés.

Enterococcus entA Class lla 97% 1e-16
faecium bacteriocin EntA
[Enterococcus
faecium]
Lactobacillus Baclbp Ribosomal 83% 0.009
plantarum protein S6
[Lactobacillus
plantarum]

En la tabla 14 se observa que para la cepa de E. faecium se encontré una similitud
con la enterocina A con una identidad del 97 %. Para el caso de L. plantarum nos
da una similitud con una proteina ribosomal con una identidad del 83 %,
posiblemente se trate de una bacteriocina que aun no ha sido reportada en la base
de datos, explicando el bajo porcentaje de identidad que se tiene.

Meng et al., 2015 intentaron expresar una nueva Plantaricina PIn1 de 145 pb y un
peso molecular de 4 kDa, la cual se ha comprobado tiene actividad antagonica
contra bacterias acido lacticas, L. innocua y S. aureus, ellos encontraron que la
mayoria de los péptidos antimicrobianos, en este caso las plantaricinas, se
encuentran en rangos de tamarno de entre 7 - 60 aminoacidos y con una longitud
de DNA que van de las 60 a las 200 pb (incluyendo péptidos senal). Esta
bacteriocina fue obtenida de la cepa de Lactobacillus plantarum 163, cuyo genoma
es altamente similar a la cepa de Lactobacillus plantarum WCSF1, que fue
utiizado como molde para el diseno de cebadores especificos para la
identificacion de la bacteriocina Baclbp en este trabajo. El amplicon esperado fue
de 174 pb, que al compararlo con el trabajo previamente mencionado podria

darnos un indicio de que el gen identificado en la base de datos como Ribosomal
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protein S6 [Lactobacillus plantarum] sea una nueva plantaricina, sin una funcién

especifica establecida
7.7. Ildentificacion de bacteriocinas en las cepas de estudio.

7.7.1. Obtencion del péptido antimicrobiano

Para confirmar la actividad producida por las bacteriocinas se siguié el método de
adsorcion y desorcion para la obtencidon de los péptidos antimicrobianos de
interés. Posteriormente, se realizaron zimogramas de poliacrilamida Tris-tricina al
10 %, cabe mencionar que se utilizan este tipo de geles ya que proporcionan una
mejor resolucion en la separacion de las proteinas con pesos moleculares de 1 a
100 kDa (Olvera-Garcia, 2013).

En la figura 25 se observa que L. plantarum y E. faecium presentaron bandas de
actividad litica en 3- y 5-kDa en geles Tris-tricina, respectivamente, lo que nos

indica la posible produccién de bacteriocinas.

Figura 25. Zimograma contra M. lysodeikticus en geles Tris-tricina al 10%. ML, marcador de bajo
peso molecular; carril 1, extracto de L. plantarum; carril 2, extracto de E. faecium.

Las bandas obtenidas en el SDS-PAGE para Enterococcus faecium vy

Lactobacillus plantarum se cortaron y se enviaron a identificar por espectrometria
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de masas al IBT. Las secuencias en aminoacidos se analizaron en el sitio web
NCBI utilizando la herramienta BLAST (Reyes, 2015).

Se puede observar en el zimograma que la banda de 5 kDa correspondiente a la
EntA de E. faecium presenta una actividad litica muy gruesa, lo que podria indicar
la presencia de una segunda bacteriocina, ya que algunas veces la enterocina A
trabaja sinérgicamente con la enterocina B, pero no necesariamente se deben

producir ambas (Olvera-Garcia, 2013).

Para el caso de L. plantarum, existen diversos reportes sobre la actividad
antimicrobiana producida por plantaricinas contra diferentes microorganismos
patdgenos, principalmente Listeria. Barbosa, et al, (2015) aislaron de un salami
tipo italiano proveniente de Brasil, una cepa de L. plantarum productora de una
bacteriocina de un peso aproximado de 2.5 kDa identificada como Plantaricina W,
muy similar a la Plantaricina S descrita por Jimenez-Diaz, et al., en 1993, la cual
también presentaba actividad contra Listeria. Pongsak, en 2006, aisl6 una
bacteriocina de aproximadamente 8 kDa, con el mismo tipo de actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes ademas de tener un amplio espectro
contra otras bacterias Gram-positivas. Messi, en 2001, demostré que la cepa de
Lactobacillus plantarum 35d aislada de salchichas italianas presentaba la maxima
actividad antagdnica contra microorganismos patdogenos incluyendo a L.
monocytogenes y S. aureus, €l observd que esta plantaricina parecia estar
asociada a una banda de actividad litica de aproximadamente 4.5 kDa, al igual
que la Plantaricina NC8, que se identifico con un peso aproximado de 3.5 kDa
(Maldonado, 2004).

Por lo tanto, con los reportes descritos anteriormente y con los resultados
obtenidos en este trabajo, podemos suponer que la proteina con la que se esta

trabajando corresponde a una plantaricina.

Con este trabajo se da pie a posteriores investigaciones para la caracterizaciéon de
estas proteinas y su aplicacién en la industria de alimentos, ya que hasta el
momento la unica PGH y bacteriocina utilizada en alimentos es la lisozima vy la

nisina.
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8. CONCLUSIONES

» Las cepas de estudio se identificaron como Enterococcus faecium y
Lactobacillus plantarum por medio de métodos moleculares, obteniendo
porcentajes de similitud de 99% y 100%. Mostraron actividad antagénica
contra Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Weissella viridescens,

Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus sakei.

» Se demostréo que la actividad antagonica se debe a que ambas cepas
producen una PGH (p54) y una bacteriocina (entA); que para Enterococus
faecium se identificaron los genes, se detecté y se demostré la produccion
de ambos compuestos. Sin embargo, para Lactobacillus plantarum
unicamente se identificaron los genes correspondientes a una PGH (p90) y

a una bacteriocina (Baclbp).

» Los resultados indican que estas dos cepas pueden tener potencial como

agentes de control de microorganismos alterantes.

9. PERSPECTIVAS

» Obtener la secuencias de aminoacidos por espectrometria de masas para

las proteinas de Lactobacilllus plantarum

» Hacer la caracterizaciéon bioquimica de las proteinas obtenidas de

Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecium

» Medir la expresion de las PGHs y las bacteriocinas
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