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RESUMEN

Las Microvesiculas de membrana externa (MVs) tanto de bacterias Gram negativas como
positivas, han demostrado capacidades antigénicas inmunoestimulantes y siguen siendo
ampliamente estudiadas por diversos autores. Las BAL son bacterias habitantes normales de la
microbidta gastrointestinal de la mayoria de mamiferos. Son consideradas microorganismos de alta
estima, por su funcionalidad en la conservacion y fermentacion de alimentos, y al mismo tiempo
por poseer una alta capacidad probidtica, ademds de ser productoras de bacteriocinas, péptidos de
composicion y tamafio variable (<10 y >30 kDa ) con capacidad de inhibir bacterias patégenas y no
patdgenas. El presente trabajo, se enfocd en identificar bacteriocinas arrastradas en MVs de BAL,;
estas bacterias fueron aisladas en un trabajo previo, a partir del tracto gastrointestinal (TGI) de
Rattus norvegicus de vida libre. Se seleccionaron 4 cepas de campo, aisladas de diferentes porciones
del TGI anteriormente caracterizadas, con el género Lactobacillus mediante PCR e identificadas
mediante el sistema API 50 CHL. En todas las cepas seleccionadas, se estandarizé la extraccién de
MVs, asi como la composicion de los sobrenadantes respectivos. Se realizaron electroforesis en
geles al 12%, para las muestras de MVs y sobrenadantes, comparando entre si todas las proteinas
identificadas con el software Gene Tools, paralelamente se realizd tincion negativa de las MVs de
BAL, para su visualizacién mediante microscopia electrénica de transmisidon (MET). Se evalué el
efecto de MVs de BAL sobre Salmonella typhimurium ATCC 154, mediante la prueba de difusién en
agar, a partir del uso de sensi-discos. Asi mismo, se realizé un enfrentamiento indirecto utilizando
membranas de 7kDa de diametro de poro, para observar productos del metabolismo iguales o
menores a este diametro, a partir de las BAL seleccionadas, que poseian capacidad inhibitoria sobre
Salmonella typhimurium ATCC 154. Los resultados de la MET, demostraron que todas las cepas
utilizadas son productoras de MVs. Los corrimientos electroforéticos mostraron proteinas de pesos
moleculares muy similares entre muestras de MVs y sobrenadantes, se evidenciaron proteinas de
muy bajo peso molecular, por debajo de la banda de 10kDa del marcador de peso. Los
enfrentamientos de las cepas de BAL y S. typhimurium, denotaron inhibicion en el crecimiento de
esta ultima, al igual que las muestras de MVs y los productos del metabolismo bacteriano. Este
trabajo es el primero publicado, describiendo actividad inhibitoria de MVs de BAL, aisladas de TGl
de Rattus norvegicus de vida libre, sobre el crecimiento de patdgenos bacterianos, como S.

tiphymurium.



I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

I.1.1 Importancia de Rattus norvegicus como transmisora de enfermedades

Las ratas marrones (Rattus norvegicus) son roedores comensales que se encuentran en
areas urbanas de todo el mundo. Se han asociado con problemas higiénicos y se consideran un
reservorio y vector de varios patégenos zoondticos. Hasta el siglo XX, una de las enfermedades mas
temidas relacionadas con las ratas, era la peste causada por Yersinia pestis°. La rata marrén se ha
adaptado a diferentes habitats, climas y a la presencia de seres humanos, logrando vivir en zonas
urbanas y agricolas, en vida libre prefiere vivir en madrigueras que normalmente se encuentran
cerca del agua. La rata noruega ha conseguido sobrevivir al ambiente, gracias a su condicion
omnivora y a su capacidad para equilibrar su ingesta de nutrientes bajo diferentes condiciones de
alimentacién? 12,

La etologia de las ratas ha hecho posible, que estos animales cohabiten con los humanos,
llegando a ser poblaciones de alta densidad, aumentando de esta manera la propagacién de

patdgenos zoonoticos™®.

Algunos de los patdgenos con los que se han asociado a las ratas, son Leptospira spp., Toxina
Shiga que produce E.coli, Campylobacter spp., Salmonella spp. y Hantavirus. Existen numerosas
formas, en que los patdgenos transmitidos por roedores, pueden infectar hospedadores humanos
y animales. Las principales vias de transmisidén se consideran, la inhalaciéon de aerosoles y el
consumo de alimentos contaminados, asi como el contacto directo, ademds de picaduras o
infecciones a través de vectores. Incluso el agua residual contaminada con excrementos y orina de

ratas infectadas en parques, ha sido identificada como una posible fuente de infeccién °.



1.1.2 Microbiota intestinal en roedores.

La composicion de la microbiota intestinal en la mayoria de los seres vivos es sumamente
abundante y diversa. Desde décadas pasadas se ha tratado de aislar la mayor cantidad de bacterias
gue habitan este sistema y aunque esto no ha sido del todo exitoso, se ha logrado purificar un
numero reducido de éstas. La diversidad de la microbiota por porcién intestinal, depende de
factores ambientales externos (estrés, antibidticos, dieta y genética), asi como condiciones
internas (pH, disposicion de nutrientes y actividad inmunitaria). Dependiendo de la porcion del
intestino, la colonizacién de bacterias se va modificando, en cuanto a su variedad y cantidad. Asi
podemos encontrar que, en el intestino delgado, debido a las condiciones severas, la microbiota
predominante es: Clostridium spp, aunque también predominan los Lactobacillus spp,
Bacteroidetes, Enterococus, Streptococcus Bifidobacterium spp y Fusobacterium spp. Conforme se
va avanzando en el tubo digestivo, la microbiota se va modificando, pues las condiciones en el
intestino grueso son mas favorables para bacterias anaerobias facultativas y estrictas tales como:
Lactobacillus, Enterococcus, Bacteroidetes, Fusobacteria, Peptostreptococcus y Ruminococus.
Diversos agentes patégenos se han aislado del tracto gastrointestinal de ratas urbanas, gracias a

esto se puede inferir que existe una convivencia entre ambos desde edades tempranas®*°.

Los principales agentes bacterianos encontrados en sistema digestivo de roedores silvestres
y que representan importancia zoondtica son: Escherichia coli y Salmonella spp.?” Desde 1930 se
ha empleado a la rata como sujeto de experimentacion, gracias a su facilidad de manejo,
reproduccidon y mantenimiento.?° El drea de investigacion biomédica, ha usado a la rata urbana
para el estudio de sindromes y enfermedades humanas y animales. Las principales areas de

investigacion incluyen la Oncologia, Virologia, Parasitologia, Bacteriologia y Endocrinologia®2.

La relevancia del uso de la rata urbana como modelo de estudio en diferentes areas de
investigacion es debido a que son animales, como se ha mencionado anteriormente, en constante

interaccién con patégenos de importancia zoondtica %,



1.2 Probiodticos

El término probidtico deriva de la proposicidn latina “pro” (a favor de) y el adjetivo griego
“bidtico” (vida), “para la vida”. Se sabe acerca de la historia de los probidticos hace casi 10 000 afios,
la cual es afin a la evolucidon de la raza humana. El cientifico ruso ganador del premio Nobel, Elie
Metchnikoff, a principios del siglo XX, relacioné la ingesta de leches fermentadas, con la salud y
longevidad de los habitantes de una regidn concreta de Bulgaria. Sugirié que “la autointoxicacién

IM

intestinal” y el envejecimiento resultante de la misma podrian ser suprimidos mediante la
modificacion de la microbiota intestinal, ademaés desarrollé una dieta basada en leche fermentada
por una bacteria a la que denomind “bacilo bulgaro”. Hasta 1965 Lily y Stilwell concretaron el
termino probidtico, para definir aquellos microorganismos que promueven el crecimiento de otros

microorganismos de forma saludable para el individuo®®.

En los dltimos 20 afos, se ha extendido el uso de probidticos en diferentes campos
productivos y de investigacion, gracias a los beneficios en la salud de humanos y animales. Ademas
de su utilidad en la conservacién de alimentos, disminuyendo asi el uso de quimicos y antibidticos

en la alimentacidn®.

Actualmente la Organizacion para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), definen los microorganismos probidticos como “microorganismos vivos
que confieren efecto beneficioso para la salud del hospedador, cuando se administran en cantidad
adecuada”. * Los probidticos, son definidos como organismos “GRAS”, acrénimo de Generally

Regarded As Safe., organismos generalmente reconocidos como seguros®.

Se debe establecer la diferencia entre probidticos, prebidticos y simbidticos, conceptos que, aunque

parecidos, son totalmente diferentes entre si:

Prebidticos: ingredientes insolubles o no digeribles, fermentados selectivamente, que dan
lugar a cambios especificos en la composicién y/o actividad de la microbiota

gastrointestinal, confiriendo asi beneficios a la salud del huésped®.

Simbidticos: productos que contienen tanto probidticos como prebidticos®.



1.2.1 Caracteristicas necesarias para considerar a un microorganismo probidtico.

Los microorganismos que son considerados probidticos deben manifestar los efectos
benéficos esperados, ademas de ser comprobados cientificamente. Para ello, la FAO y OMS
publicaron conjuntamente pautas que deben cumplir los microorganismos probidticos, en las que
se especifican los estandares de estos productos para brindar calidad y confiabilidad adecuadas, que

permitan ser consumidos®.

En primer lugar, se debe de identificar la taxonomia de la cepa y comprobar su resistencia a
enzimasy pH, la adhesidn al epitelio es importante para ellas ya que de esta manera logran competir
con patogenos, ademas de tener efecto de inmunomodulacion. Los probidticos deben cumplir con
funciones metabdlicas favorables como la fermentacién de sustratos no digeribles y la formacién de
acidos grasos de cadena corta, ademas la degradacidn de alérgenos y la nula actividad mutagénica.
Una de las caracteristicas mds importantes que debe cumplir un probidtico es la inhibicién de
patdégenos, principalmente logran esta funcion por la produccién de sustancias antimicrobianas, asi
como modulando la microbiota intestinal y sus metabolitos, de esta manera resisten a una infeccion.
Todas estas caracteristicas deben ser sustentadas con estudios y evaluaciones de seguridad y

eficacia® 2.

1.2.2 Principales probidticos

Los microorganismos probidticos son catalogados por género, especie y subespecie si asi
se da el caso. En la siguiente tabla se observa, el género y especie de las principales cepas

probidticas reportadas. (Tabla 1).



Tabla 1. Género, especie, subespecie de los principales probidticos®?%22.

GENERO ESPECIE SUBESPECIE

Lactobacillus acidophilus, bulgaricus, rhamnosus, casei, brevis, reuteri,
herlveticus, plantarum, salivarius, johnsonii, crispatus,

gasseri, paracasei, coryniformis, delbrueckii.

Lactococcus lactis lactis, cremoris

Bifidobacterium | bifidum, longum, breve, infantis, adolescentes lactis animalis

Streptococcus thermophilus, salivarius

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici, pentosaceous

1.2.3. Mecanismos probidticos contra patégenos.

A través de los afios se ha conseguido definir las acciones que los microorganismos
probidticos realizan, para lograr los efectos deseados, entre estas acciones se encuentra la
produccién de sustancias toxicas, reduccidon de pH y competicidn por sitios de unién. En cuanto a la
acidificacion, la actividad fermentativa de las bacterias acido lacticas (BAL), reduce el pH por la
produccién de acidos organicos, principalmente lactato, ademas entre la produccion de sustancias
toxicas, se puede destacar la produccién de bacteriocinas o perdxido de hidrogeno. Los

microorganismos probidticos ademas de producir sustancias nocivas para las bacterias patdgenas,



también compiten fisicamente, este mecanismo se conoce como impedimento estérico: cuando la
bacteria probiética se une al epitelio celular, evitando que el microorganismo patédgeno se una a los
receptores a los que se debe adherir. En algunos casos, los nutrientes como los oligosacdridos
prebidticos, juegan un papel importante para el desplazamiento de patdgenos, ayudando a las
bacterias probidticas en el desarrollo de probidticos enddgenos. Otros nutrientes importantes como
los acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acetato, propionato y butirato,
provenientes de la fermentacion llevada a cabo por las BAL, son la principal fuente de energia para
los colonocitos (células epiteliales del colon, porcién del intestino grueso!!.), los cuales regulan el

desarrollo y diferenciacion de los mismos*>®,

Otro mecanismo muy conocido de los probidticos es la produccién de mucinas y la
contribucion a la regeneracion del epitelio intestinal, cuando es sometido a algun tipo de dafio. Estas
acciones ayudan a la barrera intestinal donde los enterocitos y el moco, entre otras estructuras,

permiten que el organismo se proteja contra microorganismos patdgenos y agresiones externas®.

Ademads de todo lo antes mencionado, los microorganismos probidticos o sus fracciones
solubles provocan la activacion de la respuesta inmune innata. En cuanto estas sustancias o
microorganismos llegan a la luz intestinal o bien son transportadas a través de la barrera epitelial
por células M o células dendriticas (CD), comienza a darse una cascada de sefiales para activar dicha
inmunidad. Las células inmersas en esta respuesta inmune se activan aumentando la expresién de
receptores de membrana (TLR: Toll-like-Receptor) y CD206. La consecuencia de estas acciones es la

produccidn de citosinas, interleucinas y el aumento de células secretoras de inmunoglobinas IgA°®.

Si bien se sabe que las BAL en su pared celular llevan adheridos peptidoglicanos,
polisacaridos y acidos teicoicos, todos ellos con propiedades inmunoestimuladoras, no se ha
descubierto como se lleva a cabo la interaccidn de estas bacterias con el epitelio intestinal para la

activacidn del sistema inmune local®.



1.2.4 Utilidad de los probidticos en animales.

El uso indiscriminado de antibidticos, ha obligado a explorar otras alternativas con el fin de
reducir su uso. Entre estas alternativas se encuentran los probiéticos, prebidticos y simbidticos, los
cuales representan un avance terapéutico prometedor y seguro. Se ha comprobado que estas
sustancias mejoran el metabolismo, salud y produccién de los animales 7. Algunos de los efectos
producidos por los mismos son: la estimulacién de la inmunidad no especifica, la inhibicién de la

accion téxica y el efecto antagonista frente a microorganismos patégenos’.

Como se menciond anteriormente, existen diversos microorganismos considerados
probidticos, entre ellos se encuentran las levaduras, que en especies monogdstricas, no pueden
colonizar el tracto gastrointestinal pero, logran inducir efectos positivos en términos de desempeiio,
produciendo mananos en la estimulacién de las disacaridasas, enzimas situadas en la mucosa del

yeyuno, en las microvellosidades intestinales®®,

El uso de antibidticos como aditivos en la alimentacidn animal, se consideraba una practica
habitual en décadas pasadas, se creia que de esta manera se prevenian enfermedades y se
aumentaba la eficiencia alimentaria, hoy en dia se sabe que este método antes de brindar beneficios
altera la eubiosis del sistema gastrointestinal, ademds de aumentar la resistencia bacteriana,

asimismo aumenta la presencia residual en carnes, leche y otros productos de origen animal .

Diferentes investigaciones demuestran que los probiéticos administrados como medicamentos
o suplementos dietéticos, son eficientes en la prevencidon de enfermedades gastrointestinales y
urogenitales. Debido a esto, se pueden encontrar diferentes presentaciones farmacéuticas de
administracién oral, suplementos dietéticos, soluciones de rehidratacién oral, preparados para

lactantes y especialidades de uso urogenital®.



1.3 Bacterias Acido Lacticas (BAL).

Desde hace miles de afos, el hombre ha buscado técnicas para la preservacién de alimentos.
El descubrimiento de la fermentacion trajo consigo el aumento de interés sobre microorganismos
capaces de producir la conservacidn de alimentos, entre otros beneficios, por medio de productos
de este proceso, donde se involucra la oxidacidn de los carbohidratos dando como resultado
sustancias, que generalmente son, acidos organicos, alcohol y CO,, las cuales limitan el crecimiento
de microorganismos patdgenos y deterioradores de productos alimenticios.'® Existen diferentes
teorias sobre cuando se comenzé a usar a estos microorganismos como conservadores de
alimentos, ya que desde el siglo XVIII, agricultores de Africa, Asia y Europa utilizaban la leche
coagulada de dias calurosos, cuando presentaba un sabor agradable, paratomarla e inocular la leche

del dia siguiente?®,

En 1857 Louis Pasteur demostrd, que todos los procesos fermentativos permitian el desarrollo
de microorganismos, ademas sefialo que cada uno de estos procesos llevaba consigo un tipo de
microorganismo especifico en ellos. Tiempo después en 1873, Lister did a conocer el primer cultivo
puro al que denomino “Bacterium lactis”, por su parte Hueppe en 1884, describié la microflora
responsable de Ila acidificacion y coagulacion de la leche, dandole el nombre de
“Milchsauerbacillus”. En 1899, Weigmamn propone el término “Bacterium acidilactici” para

denominar a estos microorganismos fermentadores?3,

Hoy en dia se conoce de manera genérica, a estos microorganismos como bacterias acido
lacticas (BAL), las cuales juegan un rol importante dentro diferentes areas de la salud animal y
humana, éstas han sido utilizadas desde décadas atrdas como conservantes en la industria de
alimentos, ya que como se mencioné anteriormente promueven la produccidn de sustancias

antimicrobianas ademas de sustancias proteicas denominadas bacteriocinas® *.

Actualmente se comercializan cepas aisladas a partir de productos lacteos o de la leche, y muy
en particular de los cultivos iniciadores artesanales.®® Estos cultivos pueden clasificarse en 3 tipos:
el cultivo madre, el cultivo inicial y el cultivo usual. A partir de los cultivos conocidos como estarter
o puros, se da origen al cultivo madre y de éste se desarrolla el cultivo usual que es el que se utiliza

en proceso fermentativos?.



I.3.1Caracteristicas de las BAL.

Comunmente la presencia de estos microorganismos en productos de origen animal, vegetales,
ensilados, frutas, cerveza, vinos , derivados de panaderia asi como de pesca se asocia al ambiente
rico de nutrientes y carbohidratos solubles, que brindan estas materias comestibles. Ademas, son
habitantes comunes de los tractos gastrointestinales y de las mucosas de animales y humanos, asi

como del estiércol, aguas residuales urbanas e industriales” 3,

Las bacterias acido lacticas son Gram (+) por lo tanto su pared celular esta formada de una capa
muy gruesa de peptidoglicano, de esta manera forma multiples capas lo que le da gran firmeza y

rigidez. En su pared celular albergan acidos teicéico y lipoteicdico?.

Es un grupo de bacterias consideradas no patdgenas, no toxigénicas y fermentativas.® Su
principal caracteristica es la produccién de acido lactico como resultado de la fermentacidn de
carbohidratos. Tienen forma de cocos o bacilos, de longitud variable de un grosor de 0.5-0.8 um.
Son anaerobios facultativas, catalasa y oxidasa negativas y sintetizan ATP en la fermentacidn lactica
de los glucidos, carecen de citocromos por lo cual no tienen actividad respiratoria, y no forman

esporas’ 1314,

1.3.2 Clasificacion de BAL.

En 1919 Orla-Jensen microbidlogo y quimico Danés, propone la clasificacién de BAL. En los
ultimos afios se han clasificado a las bacterias acido lacticas por diferentes caracteristicas

bioquimicas, temperatura de crecimiento y por el género al que pertenecen 4%,

El grupo BAL pertenece al phylum Firmicutes el cual es uno de los mas diversos en la naturaleza
teniendo alrededor de 20 géneros, Entre ellos destacan: Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Streptococcus, Alloiococcus, Dolosigranulun, Globicatella, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus,

Carnobacterium, Enterocuccus, Oenococcus, Tetragenooccus, Vagococcus y Weisella* .



Aunqgue dentro de todos estos géneros, los mas usados para la preservacién de alimentos y
profilaxis son: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leucoccus, Lactobacillus y Carnobacterium.®
El género Bifidobacterium no se considera BAL ya que su taxonomia es diferente, ademds que no se

asocia a la fermentacidn®.

Las bacterias acido lacticas pueden ser clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas,
se divide en homofermentativas y heterofermentativas. Las primeras se caracterizan por producir
al final de la fermentacién acido lactico, mientras que las segundas ademas de 4cido lactico, también
originan etanol, acetato y CO,’. Otra clasificacién se da por la temperatura a la que estos
microorganismos pueden desarrollarse , y se les denomina: meséfilos y terméfilos®. En la Tabla 2

se observa la clasificaciéon de BAL por sus caracteristicas bioquimicas y tolerancia a la temperatura.
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temperatura®®,

CARACTERISTICA

DESCRIPCION

EJEMPLO

TERMOFILAS

ideal de incubacién. 2-3%
de cultivo liquido, 24

horas de incubacidn.

Convierten 1 mol de | Lactococcus, Pediococcus,
glucosa en 2 moles de | Enterococcus,
HOMOFERMENTATIVAS | 4cido lactico, producen | Streptococcus y
mas del 85% a partir de | Lactobacillus. (estrictos)
glucosa
Producen 50% de Aacido | Lactococcus, Lactobacillus
lactico, fermentan 1 mol | (facultativos y estrictos)
de glucosa a un mol de | Enterococcus,
HETEROFERMENTATIVAS | acido lactico, 1 mol de | Streptococcus,
etanol y 1 mol de CO,. 1 | Leuconostoc y
mol de ATP por 1 mol de | Pediococcus
glucosa
20-25°C temperatura | Lactococcus lactis,
ideal de incubacion, enun | Leuconostoc
MESOFILICAS volumen de cultivo | mesenteroides
liquido 1-2%, 18-20 horas
tiempo de incubacién.
40-45 °C temperatura | Lactobacillus lactis, L.

heveticus, L acidophilus, L.
casei, L. plantarum,
Streptococcus  salivarius

subsp thermophilus.

Tabla 2. Clasificacion de BAL de acuerdo con sus caracteristicas bioquimicas y tolerancia a la
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1.3.3. Aplicaciones bioldgicas de BAL en animales

Estos microorganismos no solo son utilizados en los humanos, sino también en animales
mamiferos y actualmente en peces y crustdceos’. Los animales suplementados con probidticos de
BAL, muestran un incremento en la eficiencia y resistencia a patdgenos.”*® Algunas de las especies
mayormente estudiadas respecto a los efectos positivos brindados por las BAL, son los rumiantes,
entre ellos los bovinos, ovinos y cabras. En los primeros se ha observado una mejora en la
produccién de leche en vacas Holstein (mezclando simbidticos y probidticos en la dieta). Asi como
en las demas especies, el aumento de ganancia de peso, promocién del crecimiento, disminucidn
del estrés, estimulacion de la respuesta inmune, inhibicion de patégenos, tal es el caso de
Salmonella sp, y prevencién de diarrea®. Una de las sustancias mas estudiadas de BAL, que forma
parte de los constituyentes inhibitorios de las mismas y que por lo consiguiente logra dar algunos
de los beneficios buscados de estos microorganismos, son las proteinas conocidas como
bacteriocinas. Estos inhibidores requieren de rigurosos estudios sobre la forma en la que funcionan,
ya que en la mayoria de los casos se han utilizado cepas asiladas del ser humano o de mamiferos,
para su comercializacidn, usdndose en otras especies animales’. Estos beneficios se dan gracias a las
formas en las que los probidticos de BAL, detienen el crecimiento de agentes patdgenos, ademads de
beneficiar a las células intestinales, lo que estimula a la absorcidn de nutrientes, asi mismo en los
rumiantes el uso de probidticos lacticos incrementa las concentraciones de amoniaco en el rumen,
aumenta la digestibilidad de la fibra y del nitrégeno, aumentan la purinas y los conteos de flora

intestinal nativa®®.

1.4 Bacteriocinas

El término “bacteriocina” se ha modificado a través de los afios, a pesar de ello los
investigadores de este tema, han reconocido dos importantes caracteristicas: son sustancias de
origen proteico y tienen efectos antimicrobianos. Se sabe que las primeras bacteriocinas
identificadas fueron las “colicinas”, las cuales se aislaron de una cepa de E. coli por Andre Gratia en
1925 %623,

En 1953, Jacob y colaboradores se refieren a las bacteriocinas como “sustancias proteicas
con actividad antimicrobiana de origen bacteriano”. Afios después, Tagg y colaboradores definen a

las bacteriocinas como un grupo de sustancias antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas
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por poseer un componente proteico bioldgicamente activo y por ejercer un modo de accidn
bactericida®.

En las Ultimas décadas se han desarrollado diversas investigaciones para poder producir y
purificar a las bacteriocinas, ademas de analizar sus propiedades bioquimicas, bactericidas y
espectro de inhibicién, ya que tanto el sector industrial como la comunidad cientifica han

demostrado cada vez mayor interés en estos péptidos y la diversidad de beneficios que otorgan .

1.4.1 Origen celular y sintesis

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de origen ribosomal que son secretados al
medio extracelular producidos por un gran nimero de bacterias, se cree que aproximadamente el
99% de estos microorganismos secretan por lo menos una bacteriocina. Las modificaciones post-
traduccionales hacen que el grupo de las bacteriocinas sea muy diverso en cuanto su efecto sobre
bacterias del mismo género (espectro bajo o estrecho) y género diferente (amplio espectro)

dandoles efectos bacteriostaticos o bactericidas segin sea el caso® .

La bacteria productora de bacteriocinas auto limita su funcidn para no ser agredida por el
péptido producido, la produccion de estas proteinas se da de forma natural durante la fase
logaritmica o al final de esta y la cantidad de bacteriocinas se relaciona con la cantidad de células
productoras. Aunque se sabe que en la fase logaritmica se da la mayor sintesis de bacteriocinas
también es conocido que si la célula productora se encuentra bajo estrés la produccion del péptido
aumenta, las causas de estrés pueden ser un ambiente inadecuado, falta de oxigeno o gran cantidad
de él, falta de nutrientes, pH, temperatura, etc. Las bacteriocinas pueden dejar de ser funcionales

por enzimas como la tripsina y pepsina®.

En la célula productora las bacteriocinas se sintetizan como pre-péptidos llevando en su
region N-terminal, un péptido senal, el cual mantiene inactivo al pre-péptido y de esta manera
facilita su interaccién con la proteina transportadora. Estas proteinas transportadoras retiran él
péptido sefial por medio de protedlisis durante el transporte hacia el espacio periplasmico, seguin
sea el caso. Aunque no son las Unicas que pueden removerlo, ya que en la membrana externa
existen proteinas Serina-proteasa que también pueden llevar a cabo esta accién. Una vez retirado

el péptido sefial y llegando al espacio extracelular, se considera biolégicamente activo?.
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1.4.2 Bacteriocinas de BAL

Las bacteriocinas producidas por BAL son las que han despertado un mayor interés en la
industria alimentaria y recientemente en el area biomédica, por lo cual son las mds estudiadas. Un
ejemplo de ello es la Nisina bacteriocina aislada de Lactococcus lactis subsp. lactis, por Roger en

1928 siendo la primera en ser aprobada como segura y comercializada hasta 19682324,

Hoy en dia se conoce la estructura primaria de diferentes bacteriocinas de BAL gracias a su
purificacién, caracterizacion y secuenciacidon gendmica. La estructura de estos péptidos estd basada
en aminodcidos principalmente alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, prolina
y triptofano, esto les confiere una naturaleza hidrofdbica. A pesar de contener en su estructura
mayormente aminodacidos se debe tener en cuenta la presencia de aminodcidos modificados como

la lantionina y B-metil lantionina, los cuales son de importancia a la hora de clasificarlas %,

1.4.3 Clasificacion de bacteriocinas.

Para clasificar a las bacteriocinas se toma en consideracién propiedades fisico-quimicas,
tamanfio, espectro de inhibicidn y presencia de aminoacidos modificados. De esta manera se han
formado 4 grupos® 789,

Lantibidticos (Clase 1) Péptidos termostables de bajo peso molecular (<5kDa), realizan
modificaciones post-traduccional. Esta clase se divide en dos: Tipo A péptidos largos con carga
positiva, estos péptidos ejercen accién formando poros en las membranas. Tipo B péptidos
globulares aliin mas pequefios teniendo carga negativa o sin ella, su accion sobre otras bacterias se
relaciona con enzimas especificas.

e Clasell. Esta clase se diferencia por no contener lantionina, son termoestables y pequefios

(<10 kDa), esta clase se subdivide en tres: Clase lla, llb y llc.

- Clase lla. En esta clase se encuentra la pediocina, es uno de los grupos con mayor
atencion debido a que esta bacteriocina tiene actividad anti-Listeria.

- Clase llb. Son bacteriocinas formadas por dos péptidos, un ejemplo de esta
subclase es la plantaricina.

- Clase llc. Contiene los demas péptidos restantes de esta clase.
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e Clase Illl. Proteinas grandes (> 30 kDa), termolabiles. Estas no se encuentran bien

caracterizadas.

e Clase IV. Bacteriocinas complejas que requieren carbohidratos o lipidos para su actividad.

Cada uno de los grupos contiene bacteriocinas representativas, como se observa en el Tabla 3.

Tabla 3. Bacteriocinas representativas de cada clase

24,6

Espectro de Microorganismo Numero de
Clase Bacteriocina
inhibicion productor aminodcidos
Nisina (A yZ) Amplio Lactococcus lactis 34
Clase |
Lactocina S Amplio Lactobacillus sake 37
Lantabidticos
Lacticina 481 Amplio L. lactis 27
PediocinaPA1/AcH Amplio Pediococcus acidilactici 44
Clase lla Sakacina P Amplio L.sake 41
Enterocina A Estrecho Enterococcus faecium 44
Lactoccina A Estrecho L. lactis 54
Subclase Ilb
Plantaricina A Amplio Lactobacillus plantarum 34
Subclase llc Enterocina P Estrecho Enterococcus faecium 44
Clase lll Helveticina J Estrecho Lactobacillus helveticus 333

Modificado: Lara (2018), Lordofio (2015)

1.4.4 Mecanismo de accion de las bacteriocinas.

Es sabido que las bacteriocinas tienen la capacidad de inhibir a microorganismos patégenos
y no patégenos, dependiendo del espectro de inhibicidn que el péptido posea. El mecanismo de
accion mas conocido es la permeabilizaciéon de la membrana celular, este efecto provoca la
disminucién de reservas energéticas lo que desemboca en la baja de produccion de macromoléculas
entre ellas, proteinas, DNAy RNA. Este proceso se inicia con la realizacion de poros en la membrana
y de esta manera se comienza a atraer bacteriocinas a la bacteria blanco gracias a fuerzas
electrostaticas, ya que las bacteriocinas estan cargadas positivamente e interactian con las
bacterias de carga negativa. Su naturaleza anfipatica facilita su distribucion en la membrana celular.
La bacteriocina se une de su regién N-terminal (regién hidrofilica) a la regién C-terminal

(hidrofdbica) de la célula blanco de esta manera penetra la membrana celular, causando poros en
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la membrana y generando asi la perdida de iones K, aminoacidos y moléculas de bajo peso
molecular, lo cual a la larga produce la muerte celular. A pesar de que la permeabilizacién de Ia
membrana es el mecanismo de accién mas comun de las bacteriocinas. Se sabe que la nisina (Clase
I) puede atravesar la membrana por su caracter anfipatico, pero ademas de ello se une al lipido Il
gue es el principal transportador de las subunidades de peptidoglicano y de esta manera evita la
formacién de la pared celular. La clase Il también utiliza la despolarizacién de la membrana como
mecanismo de accién, pero en el caso de la clase Il como la lisostafina, pueden actuar directamente
en la pared celular produciendo lisis bacteriana® 2. En la Figural se observa el proceso que sigue

cada clase de bacteriocina para ejercer su accién bacteriostatica o bactericida.

e Clase 11 Clase | Bacteriolisinas  w=
(pediocina) (nisina) (lisostafina)
D

Pared celular

Figura 1. Mecanismo de accidn de las bacteriocinas.
Llorente., 2008.
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1.4.5 Sustancias Parecidas a Bacteriocinas (Bacteriocin Like Sustances)

Existen muchos péptidos con un tamafio que oscila entre los 10 y 30 kDa y otras sustancias
con mayor tamano que poseen caracteristicas antimicrobianas, a pesar de sus propiedades no estdn
clasificadas dentro de ninguna de las clases de las bacteriocinas debido a lo poco caracterizadas que
se encuentran, debido a esto son consideradas como “BLIS” acréonimo de Bacteriocin Like Sustances
o Sustancias Parecidas a Bacteriocinas. El término BLIS se utiliza para categorizar a las sustancias
que tienen efectos antagdnicos pero que no se tiene la suficiente caracterizacién para cumplir con
alguna de las clases. Por lo tanto, los investigadores han reservado el término bacteriocina para
sustancias que cumplan al menos dos criterios primordiales: Tener naturaleza proteica y presentar

actividad antimicrobiana®.

1.5 Microvesiculas de membrana externa (MVs).

Histéricamente, la falta de interés en las MVs en bacterias Gram-positivas, micobacterias
y hongos en comparacion a las de bacterias Gram-negativas se debe principalmente a la deduccién
de que la gruesa pared celular de estos microorganismos, imposibilitaban su existencia> Aunque las
MVs de las Gram positivas se descubrieron 30 afos después que a homologas (Gram negativas) este
reciente descubrimiento ha llamado fuertemente la atencidn en los ultimos afios. Existen diferentes
estudios sobre el principal papel, que éstas juegan a partir de diferentes géneros bacterianos,
estableciéndose como funcidn comun, el interactuar con células procariotas y eucariotas en su

entorno?®3.

Algunos autores han clasificado el tipo de vesiculas externas (VE) que las células pueden
producir, ya que hace algunas décadas se creia que las MVs de menor tamafo, eran remanentes de
las células muertas. La Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV), sugirio utilizar el
término “vesiculas extracelulares” para todas las vesiculas que se encuentran en el medio
extracelular. De esta manera se ha compuesto una clasificaciéon basada en el tamafio, morfologia,
mecanismo de liberacidn y composicidn bioquimica, con 3 grupos donde se han insertado todas las

VE conocidas, en la Figura 2 se observan ejemplos de cada grupo?’.
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Exosomas: son la VE mas pequefas de los tres grupos, su tamafio va de los 30 — 100 nm,
son liberadas por via endosomal, su membrana presenta una minima cantidad de
fosfatidilserina. (PS)

MVs: Su tamafno va desde los 100nm- 1u su liberacidn se da por una evaginacion de su
membrana

Cuerpos apoptaticos: su tamafio fluctia entre 1-5 um son liberados como vesiculas después
de que la célula muere, a pesar de ello los cuerpos apoptdticos poseen organulos celulares,

asi como material genético, ademas de presentar PS en la superficie.

Exosomas

@,
O
OO OO

Microvesiculas Cuerpos
apoptéticos

Fig.2. Ejemplos de cada vesicula extracelular.
Afdn, J. C et.al. 2018
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1.5.1 Composicion.

En las bacterias Gram (-) se sabe que la formacién de MVs se da por una evaginacion de
su membrana externa y contenido periplasmico. Debido a la gruesa pared celular de las Gram (+)
aun se esta confirmando en su totalidad esta hipétesis ya que se considera que en el plegamiento
intervienen enzimas que degradan el grueso péptidoglicano y de esta manera se facilita su
liberacion. Las dimensiones de estas estructuras van desde los 50 a 250 nm de didmetro, con algunas
variaciones por cepa. En bacterias Gram negativas la composicion es muy similar a su membrana
externa, conteniendo proteinas de membrana externa, fosfolipidos y componentes del periplasma.
Por esto se puede asumir que el contenido de las MVs de bacterias Gram positivas es muy similar,
ya que dentro de ellas se encuentran componentes propios de la célula productora, como proteinas,

lipidos y se cree que también logran contener dcidos nucleicos?® %7,

1.5.2 Formacion y liberacién

Como se menciond previamente las MVs son secretadas por la célula productora por
evaginacién lo cual implica todo un proceso para la liberacién de las mismas. Este proceso se
desarrolla desde el reordenamiento del citoesqueleto y de fosfolipidos, estos ultimos normalmente
se encuentran en la parte interna de la membrana y se reubican en la parte externa, quedando
expuestos; ademas de esto la membrana realiza una curvatura y de esta manera el proceso concluye
con la liberacion de microvesicula. En la Figura 3 se puede observar el proceso de liberacién de MVs
en bacterias Gram negativas. La formacidon de microvesiculas llega a su punto maximo en la fase
logaritmica de la bacteria productora, ademas existe mayor produccién de MVs en las zonas de
division celular. Se ha comprobado que la produccion de MVs se ve aumentada, cuando se somete

a periodos de estrés a las células productoras?.
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Periplasmic proteins Peptidoglycan Inner membrane
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membrane
proteins

9. _O-Q

Figura 3. Composicion de MVs. Se observa que la microvesicula contiene material
del periplasma, proteinas de membrana externa, lipidos y factores de virulencia.
Modelo basado en bacterias Gram negativas. Portas Torres, 2016.

1.5.3 Funciones de las MVs.

Se les atribuye numerosas funciones bioldgicas como la liberacién de toxinas, la
modulacién del sistema inmune, el transporte de moléculas de sefializacién entre células

bacterianas y la formacién de biofilms*#°.

Los factores de virulencia de las bacterias patégenas
Gram (-), en la mayoria de los casos son productos secretados que ayudan a la sobrevivencia de la
bacteria dentro del hospedero y permiten evadir la respuesta inmune del mismo3. Actualmente se
reconoce, que las bacterias Gram (-) y Gram (+), producen vesiculas de membrana externa (MVs),
como un sistema de secrecién bacteriano en cualquiera de sus fases de crecimiento?. Las MVs son

el medio natural mediante el cual se realiza el transporte intercelular directo de factores de

virulencia bacterianos en células y tejidos del huésped 3.
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Se han identificado dentro de tejidos del huésped vesiculas procedentes de bacterias
patégenas extracelulares e intracelulares, lo cual demuestra que las MVs poseen una alta capacidad
para ingresar a los tejidos. Los factores que exponen en su superficie, llegan a regular su adhesion a
células eucariotas, ademads logran internalizar el material que se encuentra dentro de ellas, de esta
manera la interaccién entre la vesicula y la célula del huésped puede ocurrir mediante la unién de
membranas o por uniones mediadas por receptores. La capacidad de liberar todo su contenido
interno de las MVs contribuye a las infecciones de bacterias patégenas ya que produce citotoxicidad

y respuestas inmunes innatas, ademds de adaptativas?’.

Las MVs de bacterias no patdgenas han sido consideradas benéficas, puesto que llegan a
tener funciones protectoras, ejemplo de ello es la liberacidon de posibles fagos que atacan a otras
células?.

Un ejemplo de bacterias no patégenas productoras de MVs son los Lactobacillus sp, estas
bacterias son conocidas por sus beneficios probidticos y recientemente se comprobd que son
productoras de MVs, las cuales ejercen de forma similar, las funciones propias de MVs patégenas.
Entre las similitudes con bacterias patdégenas se encuentra la estimulacién del sistema inmune

innato, activando TLR2 / 1 y TLR4 mientras se suprime la sefializacion TLR2 / 63.

1.6. Salmonella sp.

Salmonella es un habitante normal del tracto gastrointestinal de mamiferos y aves, forma
parte de la familia Enterobacteriaceae, Gram negativos, la cual se caracteriza por poseer una
morfologia bacilar, con flagelos, lo que les confiere movilidad, aunque los serotipos pullorum y
gallinarum carecen de ellos. Estos bacilos son productores de gas y fermentadores de glucosa,
resultan positivos en la prueba de catalasa y negativos en oxidasa, no son esporulados y tienden a
crecer bajo condiciones aerobias, aunque también se adaptan a medios parcialmente anaerobios.
Su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C, aunque pueden sobrevivir desde los 5 hasta los

47°C. Este género es sumamente sensible a temperaturas por encima de los 70°C% %,

Se sabe que Salmonella se ha agrupado en dos especies, S. entérica 'y S. bongori, siendo la
de mayor importancia por su capacidad patogénica S.enterica teniendo mas de 2600 serotipos

descritos. S. entérica serovar typhimurium y S. entérica serovar enteritidis son dos de los serotipos
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mas importantes, ya que poseen un amplio rango de especies afectadas, al contrario de S. entérica

serovariedad typhi, que es propia del humano®.

1.6.1 Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad entérica de gran importancia en animales y humanos.
Esta enfermedad se distribuye a nivel mundial, siendo los paises tercermundistas los mas afectados.
Se considera una de las ETA’s (Enfermedades Transmitidas por Alimentos) de mas relevancia por su
morbilidad y mortalidad en infantes, su via de transmisién cominmente, es por contacto directo o
por contaminacién cruzada durante la manipulacién de los alimentos, asi como del agua. Esta
enfermedad puede ser evitada si se realizan buenas practicas de higiene y coccién en los alimentos.
La enfermedad se desarrolla con mayor facilidad si el humano o animal se mantiene bajo periodos
de estrés, o si existe disbiosis en la microbiota gastrointestinal, ademds dependera de la virulencia

de la cepa con la que se ha infectado 2% 3031,

1.6.2 Patogenia de la enfermedad.

La bacteria es ingerida por via oral, resistiendo el pH estomacal logra atravesar el resto del
tracto intestinal, por lo general realiza una adhesion e internalizacidn en las células epiteliales del
ileon, sobrevive a la fagocitosis por macrofagos y células dendriticas, evade la actividad litica de los
componentes lisosomales y de esta manera logra multiplicarse y propagarse en el tejido intestinal
o en el resto del organismo, causando de esta manera una infeccién local o sistémica. En |la Figura 4

se observa de manera detallada la patogenia de Salmonela®® 3.
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Figura 4. Patogenia de Salmonella sp. Se observa la via que sigue la
bacteria para lograr invadir células epiteliales y tejidos profundos,
para dar lugar a una infeccidn sistémica. Parra, M, et. al 2002.
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II.JUSTIFICACION

Las BAL producen una serie de sustancias, resultado de su metabolismo durante la
fermentacién lactica, las cuales pueden tener efectos sobre las células blanco. Uno de estos
metabolitos son las bacteriocinas, que participan en la inhibicién de microorganismos patdgenos,
gue se encuentran dentro de su entorno. Las bacteriocina se secreta en la fase logaritmica de la
célula productora y en condiciones de estrés, aumenta drasticamente su sintesis.

Hoy en dia se sabe que las BAL producen MVs, las cuales se liberan mediante evaginacion
de su membrana entre otros mecanismos, que aun no se comprueban en su totalidad. Las MVs
arrastran constitutivamente, una gran cantidad de sustancias durante su proceso de formacion,
mismas que podrian corresponder a productos del metabolismo o bien a factores de virulencia
producidas por las bacterias Gram positivas. Las MVs, son capaces de inmunoestimular, ademas de
realizar funciones de transporte, sefializacién y liberacion de toxinas. Estas estructuras son liberadas
en mayor cantidad durante la fase logaritmica del microorganismo productor.

De tal modo que, las MVs de BAL podrian contener bacteriocinas secretadas, en su fase
logaritmica. Las BAL de Rattus norvegicus, desarrollan proteccién local en esta especie
principalmente contra agentes patdgenos como Salmonella sp. y Echerichia coli entre otros. Esta
habilidad le confiere proteccion, debido a la accidn probiética de las mismas. Por lo que, las MVs de
BAL, podrian conservar la misma capacidad probidtica, al formarse a partir del plegamiento de la
membrana de la bacteria completa. Este proyecto, pretende obtener un producto con
caracteristicas probidticas, a partir de MVs de BAL, que se pueda administrar a las diferentes
especies, con la finalidad de desarrollar protecciéon inmune local, y evite el desarrollo de patologias

intestinales, asi como del constante uso de antibidticos.

24



lll. OBJETIVOS

a) Objetivo general
Identificar bacteriocinas en microvesiculas (MVs) producidas por bacterias acido lacticas

(BAL), aisladas del Tracto Gastrointestinal Intestinal (TGI) de Rattus norvegicus.

b) Objetivos particulares

- Obtencién de MVs de BAL, mediante ultrafiltracion y ultracentrifugaciéon a partir de
sobrenadante de cultivo bacteriano.

- Observar mediante microscopia electrénica de transmisién, MVs de BAL.

- Determinar mediante SDS-PAGE al 12%, la presencia de proteinas similares a las bacteriocinas.

- Observar el efecto de los sobrenadantes y MVs de BAL, al enfrentarlas a Salmonella

typhimurium ATCC 154.

IV. HIPOTESIS

Las bacterias Gram (+) y (-), forman a partir del plegamiento de su membrana, estructuras
denominadas microvesiculas, las cuales arrastran constitutivamente factores de virulencia e
inmunoestimulantes durante su proceso de formacién. Si las MVs producidas por BAL, arrastran
bacteriocinas, entre otros factores secretados durante su crecimiento, entonces podrian tener

efecto sobre el crecimiento de enterobacterias patdgenas.

V. MATERIALES Y METODOS

La metodologia del presente proyecto, se dividié en tres fases. La Fase |, se basé en la
estandarizacién, purificacién y caracterizaciéon de cuatro cepas de campo, aisladas en un trabajo
previo, a partir del tracto gastrointestinal (TGI) de Rattus norvegicus, de vida libre. A continuacion,
en el Esquema 1, se muestra el desarrollo del proceso que siguieron las cepas de campo y la cepa

ATCC de BAL.
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Esquema 1. Proceso de estandarizacion, purificacion y caracterizacion de las cepas de

Campo y ATCC de BAL.

FASE |

Cuatro cepas de campo

previamente caracterizadas ATCC 314 KWIK STIK/ L.
acidophilus
Siembra en Agar MRS Activacion en Agar
24h/37°C/CO, sangre
24h/37°C/CO,

| | 4

Cosecha en caldo MRS.
24h/ 37°C/ 5% CO,

e

Resiembra de cepas de
campo y ATCC
en Agar MRS
24h/37°C/CO>

-

Sistema APl 50CHL

a0

Curva de crecimiento bacteriano a
ATCCy cepa 60
Para determinar la Fase Log.

L+

Estandarizacion de la produccion de MVs
de BAL: CO,, Cloruro de calcio (CaCl,) y
Antibidtico
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V.1 Cepas de campo y ATCC

Se utilizé como control positivo, una cepa ATCC de BAL: Lactobacillus acidophilus, cepa 314
KWIK STIK y cuatro cepas de campo obtenidas en un trabajo previo, a partir de aislamiento del TGl
de Rattus norvegicus de vida libre, en el cual se amplifico el gen 16S mediante reaccidén en cadena

de la polimerasa (PCR), para determinar si las cepas concordaban con BAL.

V.2 Condiciones de crecimiento bacteriano.

La cepa ATCC de BAL se sembré en medio Agar sangre 24h/ 37°C/ CO,, para posteriormente
ser resembrado, en 250 ml de caldo De Man Rogosa y Sharp (MRS), creciendo bajo las mismas
condiciones. A partir de ese momento, se realizaron resiembras semanales de la misma, con la

finalidad de mantenerla viable para los experimentos posteriores.

Las cepas de campo fueron identificadas con ndmeros al ser aisladas de cada porcidn del
TGI. En el presente trabajo se utilizaron las cepas 64, 60, 55 y 54; las cuales se aislaron de Recto,
Colon, Ciego e ileon, respectivamente. Se recibieron en primo cultivos los cuales se sembraron en
Agar MRS y posteriormente en caldo MRS al igual que con ATCC sus condiciones de crecimiento
fueron 24h/ 37°C/ CO,. Las cepas de campo fueron resembradas por semana en agar MRS para

conservarlas viables durante el experimento.

V.3 Caracterizacion bioquimica de las cepas de BAL, mediante el sistema APl 50 CHL.

Una vez que las cepas se mantuvieron constantes en su crecimiento, se sembraron en 7ml
de caldo MRS, en tubos cénicos de poliestireno de 15 ml (Falcon Corning), sometiendo el cultivo a
24h,37°C con CO,. Al término de este periodo, se realizé tincion de Gram (KIT/marca) para confirmar
su pureza y morfologia al mismo tiempo se realizaron pruebas para afirmar sus caracteristicas,
catalasa y oxidasa negativas. Los tubos se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min a 4°C, y al
término de ésta, el sobrenadante se decantd, conservando el botdn celular para ser resuspendido

en medio API (Tabla 3), bajo condiciones de esterilidad.
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Se prepararon las cdmaras de incubacién del sistema APl 50 CHL repartiendo
aproximadamente 10 ml de agua destilada para llenar los recipientes de fondo y asi crear una
atmosfera humeda. Posteriormente se colocaron las tiras que contienen los tubos de cada fila, hasta

llenar la galera, la cdmara se marcé con el nimero de cepa.

El botdn celular se homogenizé mediante agitacidon en vortex y se procedid a llenar los tubos
hasta la marca establecida, evitando formar burbujas dentro del mismo. Finalmente, los tubos, se
sellaron agregando aceite mineral estéril hasta cubrir por completo la clpula. Las cdmaras de
incubacidn se mantuvieron con 37°C/ CO,. Se realizé la primera lectura, a las 24 horas marcando
como positivo, negativo e inconcluso cada tubo, los datos fueron ingresados al APlweb™. Para un
resultado previo. La incubacién a 37°C con CO; avanzé hasta las 48h, los resultados se vaciaron en
el software antes mencionado y de esta manera se obtuvo el género y especie de cada cepa,

siguiendo la guia de colorimetria presentada por el software (Imagen 1)

Tabla 4. Composicion del medio API 50 CHL

Polipeptona 10g (origen
bovino/porcino)
Extracto de levadura 5g
Tween80 1 ml
API 50 CHL Fosfato dipotasico 2g
Medium Acetato sddico 5g
10 ml Citrato diamadnico 2g
Sulfato de magnesio 0.20g
Sulfato de manganeso 0.05g
Purpura de bromocresol 0.17g
Agua desmineralizada 1000 ml
pH 6.7-7.1
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Imagen 1. Ejemplo de la reaccién colorimétrica resultante de
pruebas positivas y negativas, a la prueba bioquimica APl 50 CHL
(APlweb™). A la izquierda pruebas negativas y a la izquierda
positivas.

V.4 Cinética de crecimiento Cepa 60 y ATCC

La cepa 60 y cepa ATCC fueron sembradas por estria cerrada en Agar MRS 24h/37°C/CO..
Una vez que se confirmd que las cepas estaban puras mediante tincién de Gram, se cosecharon
agregando 2 ml de medio MRS estéril a la caja y con el asa se recolecté todo el crecimiento
bacteriano, mediante micropipeta en condiciones estériles y éste se colocé en un matraz
Erlenmeyer que contenia previamente 50 ml del medio MRS estéril. Posteriormente se reincubd el
cultivo en las constantes ya mencionadas. De ese ultimo cultivo, se tomé 1 mly se agregd a 12 tubos
conicos de poliestireno de 15 ml (Falcon Corning) previamente cargados con 7 ml de MRS. Los tubos
fueron marcados del 1-12 y se incubaron a 37°C en presencia de CO,. El tubo numero 1, fue leido
mediante espectofotometria, inmediatamente después de ser cultivado, a una longitud de onda de
540nm.
Cada media hora se realizé la lectura de los siguientes tubos, siguiendo un orden ascendente para

concluir con el tubo 12. Los resultados se graficaron para determinar el tiempo en el que cada cepa,

29



alcanzaba su fase logaritmica de crecimiento franco. En esta grafica, se utilizé como blanco, caldo

MRS sin cultivar.

En el presente trabajo, se determiné evaluar diferentes variables para inducir estrés en los
cultivos de las cepas utilizadas, alterando minimamente su crecimiento, con la finalidad de
aumentar la produccién de MVs. Lo anterior, debido a que estd ampliamente reportado, que las
bacterias Gram negativas, al someterse a estimulos estresantes durante su crecimiento, induce una
mayor produccién de MVs. En el presente proyecto, las BAL de campo y la cepa ATCC, se sometieron
a una dosis sublitica de antibidtico, presencia de CaCl; y ausencia de CO,. Ademas de las variables
mencionadas, se usé como control positivo el crecimiento de ambas cepas sin agregar ninguna

variable, es decir se evaluaron al tener las condiciones dptimas de crecimiento.

V.5 Estandarizacién de la produccién de MVs bajo condiciones de estrés.

V.5.1 Uso de Antibidtico (Ampicilina 500mg AMSA)

Se sembro la cepa 60y la cepa ATCC/ L. acidophilus, en cajas de Agar MRS por estria cerrada,
se incubaron por 24h /37°C/ CO,, transcurrido ese tiempo se cosecharon en 250 ml de caldo MRS
agregando 5ug/5ul de Ampicilina, a la 5% hora de cultivo y se mantuvo bajo las mismas condiciones
de cultivo hasta cumplir las 24h. Al término de éste, se tomd una alicuota de 50ul, con la finalidad
de hacer una dilucidon doble en 5 tubos con 5ml de caldo MRS. Posteriormente, de cada tubo se
tomaron 100ul y se sembraron en cajas con agar MRS, marcadas previamente con el numero de
tubo que le correspondia (Esquema 2). Las cajas se crecieron bajo las condiciones antes descritas.

V.5.2 Uso de Cloruro de calcio (CaCly
En la variable de CaCl,, el proceso de crecimiento, dilucion y cuenta viable fue exactamente

el mismo que el del puntoV.4.1, siendo la Unica modificacidn, la adicién de 2ml de CaCl, 0.5M a la

5% hora de crecimiento del cultivo.
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V.5.3 Ausencia de CO,

Los cultivos de la cepa 60y la ATCC L. acidophilus, se incubaron a 24h /37°C/ en ausencia de
CO.. Una vez obtenidos los cultivos, se realizaron las diluciones y la cuenta viable, en las mismas

condiciones que en las variables evaluadas anteriormente.
Al término del periodo de crecimiento del cultivo en agar, se realizé la cuenta de las colonias.

Esta cuenta determind cual de las tres variables, modifica en menor proporcién su crecimiento,

comparandolas con él control positivo.

Se utilizd la siguiente fdrmula para obtener las unidades formadores de colonias.

# de colonias presentes X la diluciéon

UFC/ml = cantidad de in6culo
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En el siguiente esquema se representa el proceso que se siguid para realizar las diluciones.

Esquema 2. Proceso de diluciones con factor

5 ml de MRS

50ul

50ul

50ul

50ul

50ul

FNCN N N

1:10

1:100

1:100

1:1000

1:10000

La siguiente fase del proceso, se enfocd a la obtencién de MVs y bacteriocinas de cada cepa. En el

siguiente esquema se explica el desarrollo de la misma.
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Esquema 3. Obtencion de MVs y Bacteriocinas

FASE Il

Siembra de las 5 Cosecha de las Centrifugacion a
cepas utilizadas cepas en 250ml de 10,000 rpm

en agar MRS ﬁ> caldo MRS :'; 15min/ 4°C.
24h/ 37°C/ CO, 5h/37°C

L

Obtencién del

Ultrafiltracién a Filtracion del sobrenadante y
45,000 rpm/ <: sobrenadante por 4: conse,rvacic’m del
4°C/ 3h filtros de 0.45umy botén para su

0.22um congelacion

v .

Precipitacién del
sobrenadante mediante
purificacién de proteinas en
solucidn, en presencia de
detergentes vy lipidos.
Obtencién de bacteriocinas

Decantacion del
sobrenadante y
recuperacion del botén con
MVs

v v

Cuantificacién de proteina
método de Bradford

L

Conservacién de ambos
botones en congelaciéon
A-70°Cy -20°C
respectivamente
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V.6 Obtencion de MVs

Las cepas utilizadas se crecieron en agar MRS por 24h/37°C/CO, Terminando el periodo de
incubacidn, se cosecharon en 250ml de caldo MRS 5h/ 37°C en ausencia de CO,. El cultivo se agregd
a tubos cénicos Falcon de 50ml para centrifugar a 10,000 rpm/15 min/4°C, el sobrenadante se
deposité al sistema de filtrado millipore, pasando por un filtro de 0.45um de diametro y posterior a
este, por uno de 0.22um. El botdn se resuspendidé con 1 ml de PBS 1x estéril, y conservé a -20°C.
Una vez filtrado el sobrenadante, se ultracentrifugé a 45,000 rpm/3h /4°C. Pasando las 3h, se
recuperd el botdn de cada tubo en 1ml de PBS 1x estéril y se conservd en criotubos a -70°C. Este
proceso se desarrollé para cada una de las 5 cepas (ATCC, 64, 60, 55,54) realizando dos rondas de

ultracentrifugacion por cepa.

V. 7 Obtencion de sobrenadantes

Las cepas se crecieron en agar MRS por 24h/37°C/CO, y se cosecharon en 250ml de caldo
MRS, para posteriormente incubarlas nuevamente 5h/37°C/ en ausencia de CO,. Terminando el
periodo, se vertid el cultivo a tubos cénicos de poliestireno de 50 ml (Falcon Corning) para
centrifugar a 10, 000 rpm/15 min/4°C, el sobrenadante se deposito al sistema de filtrado Millipore

pasando por un filtro de 0.45um de didmetro y posteriormente a uno de 0.22um.

V.8. Precipitacion de proteinas por el método de purificacion de proteinas en solucién, en

presencia de detergentes y lipidos.

El sobrenadante se precipitd por medio de purificacion de proteinas en solucién, en
presencia de detergentes y lipidos. Tomando 500ul del sobrenadante, este se repartié en 5 tubos
de poliestireno ependorff de 2 ml con 100ul cada uno. Posteriormente, se agregé 400ul de metanol
a cada uno, mezclando el contenido mediante agitacidén en vortex y se centrifugé 10 seg. /6000 rpm,
enseguida se adicionaron 100ul de cloroformo, de la misma manera, se mezcld y se centrifugd con
las mismas variables. Posterior a ello, se tomaron 300ul de agua destilada y se agregaron a cada
tubo, agitando mediante vortex y el contenido se centrifugd 1 min/ 6000 rpm. Al terminar, en el
tubo se observd la formacion de tres fases, la fase superior se elimina y se adicionaron 300l de

metanol, para posteriormente volver a centrifugar por 2 min con las mismas constantes antes
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mencionadas. Por ultimo, se decantd y se conservo el boton formado en el fondo del tubo, éste se
dejo abierto para que el resto del metanol se evaporara. Cada botdn se resuspendié en 50ul de PBS

1x estéril y se conservé -20°C.

V.9 Cuantificacion de proteinas Método de Bradford

Para la cuantificacion de proteina, se utilizd el kit de Bradford Protein Determination Kit,
704002, utilizando Albumina Sérica Bovina (ASB), desarrollando la curva estandar, segun las
especificaciones propias del kit. La absorbancia de las muestras, se obtuvo agregando 100 ul de
agente revelador (Assay reagent) y 100ul de la muestra, en una placa de 96 pozos por triplicado,
dejando incubar a 37°C /5min, para posteriormente leer en un lector de placa de ELISA con una
longitud de onda de 595nm.

Al obtener la lectura de la absorbancia, se sacé el promedio de los tres pozos donde se
encuentra la muestra problema y a partir de ahi, se realizé una ecuacién de regresion lineal para

calcular la proteina.

La ultima fase de la experimentacién se enfocd en las técnicas moleculares y de microcopia,

asi como de enfrentamiento, utilizando los productos de la Fase Il.

V.10 Electroforesis en geles de poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE)

Para realizar la electroforesis, se usé el Kit de Bio-Rad Mini-Protean,? Tetra Cell, 4- Gel
System 1658004 . Con geles pre-cast de 12% y 10%. Se tomaron 60ul de la muestra problema y se
le adicionaron 20 pl de Buffer de muestra (450ul de Laemmli y 50 pl de BME), sometiéndose a
ebullicién a 95°C/ 5 min. Una vez hervida la muestra, se cargaron 25ul en cada carril, dejando
siempre en el primer carril, el marcador de peso molecular (Dual color standars, Bio-rad,

1610374TGX) del cual se colocaron 6pl. EL gel de SDS — PAGE, se corrié a 100 volts / 2.5 hrs.
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V.11 Tincidn de Plata para SDS-PAGE

Terminando el tiempo de corrimiento, el gel se tifio con el kit Silver Stain, Pierce,™ Thermo
Scientific.

Para la tincidn, se inicié por lavar el gel en agua ultra pura, dos veces por 5 minutos, al
terminar, el gel se fijo en una solucién al 30% de etanol y 10% de acido acético, haciendo recambios
2 veces cada 15 minutos, se continuo lavando el gel en una solucién de etanol al 10% recambiandola
2 veces cada 5 minutos, posterior a esto el gel se lavé con agua ultra pura dos veces por 5 minutos
cada una. Las 3 soluciones que fueron utilizadas para los pasos posteriores se prepararon al
momento siguiendo las instrucciones propias del kit. Se mantuvo el gel con la primera solucién (
Sensitizer Working Solution) durante 1 minuto y consecutivamente se lavd con agua, 2 veces, por 1
minuto cada una, posteriormente se empled la segunda solucién (Stain Working Solution),
manteniendo el gel durante 30 minutos en ella, al terminar el tiempo se lavd el gel 2 veces por 20
segundos con agua ultra pura e inmediatamente se afiadio la tercera solucién (Developer Working
Solution) por 2 o 3 minutos hasta que las bandas aparecieran. El proceso de revelado se detuvo,

agregando una solucién al 5 % de acido acético, por 10 minutos.

V.12 Microscopia Electrénica de Transmisién

V.12.1 Preparacion de la muestra

Las cepas se crecieron en 7 ml de caldo MRS a 37°C / 5h /en ausencia de CO..

Posteriormente, se centrifugaron a 6,000 rpm / 4°C, y el sobrenadante se decantd y el botdn se re

suspendié en 1 ml de PBS 1x estéril.

V.12.2 Preparacion de rejillas.

Las rejillas de niquel, se colocaron en una membrana de fombar (0.75g y 25ml de

cloroformo) con la cara clara en contacto con la membrana, dejando la cara obscura hacia arriba.

Las rejillas se recogieron con un trozo de papel parafilm. Se observaron en el microscopio

electrénico de transmisién marca Jeol, modelo JEM -1400, para comprobar que en la membrana no
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existieran poros. Al observar que la membrana estaba en buen estado, se continué a sombrear con

carbdn y se mantuvieron cubiertas e identificadas hasta su uso.

V.12.3 Observacion de las muestras

Para la observaciéon de las muestras se prepara acido fosfotungstico al 1% pH 6.0
manteniéndose a 4 °C y se tempera para su uso, filtrandolo con filtros de jeringa de PES Corning™
de 0.22um.

Se tomé una gota de la muestra y se colocé en la cara obscura de la rejilla dejando pasar 3 min. El
exceso se seca con papel absorbente, a continuacién se agregé una gota de acido fosfotungstico,

dejandolo sobre la rejilla durante 1 min. El exceso se retira y se observa la rejilla en el microscopio.

V.13 Pruebas de enfrentamiento

Estas pruebas se realizaron con el fin de comprobar la capacidad inhibitoria de las MVs
producidas por las cepas seleccionadas, asi como las moléculas de menos de 7kDa, capaces de
atravesar la membrana de didlisis (SnakeSkin Dialysis Tubing), en el enfrentamiento indirecto. Para
tal efecto, se utilizd la cepa ATCC de Salmonella typhimurium 154, para emplearla como cepa de

desafio durante las pruebas de enfrentamiento.

V.13.1 Difusién en agar con el uso de discos

La cepa de Salmonella typhimurium, se crecié en agar Salmonella- Shigella a 37°C durante
24 h. Utilizando el tubo de Mcfarland 0.5 (1X108), se estandarizé la turbidez de crecimiento de S.
typhimurium, para la prueba de enfrentamiento. Esta cepa, se sembrd en forma de pasto con un
hisopo estéril sobre una caja de agar Muller Hinton, cubriendo toda la superficie de la misma. Se
procedid a colocar discos Oxid Antimicrobial Susceptibility Test discs TSMX7215, impregnados con
100 pl de MVs de ATCC de L. acidophilus y de la cepa 54 por separado. Los discos se ubicaron sobre
el agar, alejados unos de otros para evitar la mezcla de MVs. Se mantuvieron incubando por 24h a

37°C, para después medir los halos de inhibiciéon formados por cada cepa.
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V.13.2 Enfrentamiento indirecto con el uso de membrana de dialisis de las cepas ATCC L.

acidophilus y cepa 64 contra la cepa de Salmonella typhimurium (ATCC 154)

Se sembraron las cepas de BAL en cajas de agar MRS, incubandose a 37°C /24h en presencia
de COy, Se realizé una cosecha en 50 ml de caldo MRS de cada cepa por separado, este cultivo se
incubd a 3h /37°C en ausencia de CO,, al cabo del periodo de incubacidn, el cultivo se pasé a una
membrana SnakeSkin Dialysis Tubing de 7 kDa previamente hidratada con agua destilada,
sujetandola de cada extremo con un hilo a manera de formar una “salchicha”. En un vaso de
precipitado de 1 litro de capacidad, se esterilizaron 500ml de caldo Soyay Tripticaseina (AST), donde
se sembrd una colonia de Salmonella. Dentro de este medio, se colocd la membrana con la BAL
sembrada vy el cultivo se mantuvo en agitacién, con barra magnética a 37°C por 48 h. Terminando el
tiempo de incubacién, se realizd tincion de Gram para revisar la morfologia y viabilidad de
Salmonella y se sembrdé del mismo medio, una asada por estria abierta en agar Salmonella- Shigella.
Este proceso se desarrolld, con las dos cepas de BAL seleccionadas. En la Figura 5., se aprecia la

representacién del enfrentamiento entre BAL y Salmonella.

Vo f
j BAL \

Salmonella Q
e 2

Barra metélica

Figura 5. Representacion del enfrentamiento indirecto entre BAL y Salmonella
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VI. RESULTADOS

V1.1 Adaptacion de las cepas de campo

En un trabajo previd, se obtuvieron Las cepas ATCC, 54,55, 60 y 64, se adaptaron al medio

MRS, presentando caracteristicas propias de BAL.

En las siguientes imagenes se pueden observar algunas de las particularidades de BAL.

Imagen 2. ATCC de L. acidophilus. Tincion de Imagen 3. ATCC agar MRS, colonias
Gram 100x. Se observan bacilos alargados y pequeﬁas'y grisdceas InCL;bacic'm
delgados tefiidos de violeta. Morfologia 24h/37°C/ CO2 '

clasica.
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V1.2 Identificacion bacteriana mediante sistema APl 50 CHL.

Todas las cepas utilizadas en este trabajo, presentaron un alto porcentaje (mas del 80%) de

identidad en la prueba de API 50 CHL, coincidiendo con la morfologia de su géneroy especie, ademas

que todas resultaron negativas a la prueba de catalasa y oxidasa.

Los resultados de las 5 cepas sometidas al sistema de identificacion APl 50 CHL se observan en la

siguiente tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de las 5 cepas usadas en la experimentacion.

% de
Género y Catalasay
N° de cepa Identificacion Morfologia | Origen
Especie Oxidasa
API
Lactobacillus Bacilos ATCC
ATCC 94.6% (-)
acidophilus alargados 314
Lactobacillus Bacilos .
54 94.2% lleon (-)
acidophilus alargados
Bacilos
Lactobacillus
55 84.3% cortos, Ciego (-)
brevis
encorvados
Bacilos
Lactobacillus
60 99.9% anchosy Colon (-)
plantarum
cortos
Bacilos
Lactobacillus
64 99.5% anchosy Recto (-)
plantarum
cortos
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V1.3 Cinética de crecimiento.

Las cinéticas de crecimiento, se realizaron para determinar el momento en que las cepas
alcanzaron su fase de crecimiento logaritmica franca, momento en el que las bacterias producen
una mayor cantidad de microvesiculas y bacteriocinas. Para tal efecto, se utilizé la cepa de campo

60 Lactobacillus plantarum, y la ATCC 314 Lactobacillus acidophilus Grafica 1y 2.

Grafica 1. CINETICA DE CRECIMIENTO CEPA 60.
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Como se observa en la Grafica 1, la fase logaritmica franca de la cepa 60, se alcanza entre las 15:10

y las 15:40 de crecimiento.
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Grafica 2. CINETICA DE CRECIMIENTO ATCC
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La fase logaritmica franca del ATCC 314 L. acidopilus se alcanzd entre las 15:45 y 16:45 de

crecimiento.

V1.4 Estandarizacion de la produccion de MVs.

Para la estandarizacion de la producciéon de MVs, las cepas bacterianas se sometieron a
diferentes variables que generan estrés durante su crecimiento, con la finalidad de hacerlas producir
una mayor cantidad de MVs. Para tal efecto, se usaron 3 variables: CaCL,,y antibiético adicionado
en el medio de cultivo, asi como ausencia de CO.. Las tres variables se evaluaron por separado en
todas las cepas. Observandose una mayor producciéon de MVs, cuando el crecimiento bacteriano se
sometid a la ausencia de CO,. Se realizaron diluciones a las cepas incubadas sin variables, para
comparar el crecimiento.

En los Cuadros 1y 2, se plasman los resultados de las 3 variables tanto en la ATCC, como en la cepa

60.
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Cuadro 1. UFC/ml en la cepa ATCC L. acidophilus.

DILUCION
VARIABLES 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000
Ausencia de
INCONTABLE INCONTABLE 50 0 0
CO,
CaCl; 0 0 0 0 0
Antibidtico INCONTABLE INCONTABLE 51 0 0
Sin variables INCONTABLE INCONTABLE 86 1 1
Cuadro 2. UFC/ml en la cepa 60 L. plantarum.
DILUCION
VARIABLES 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100000
Ausencia de
INCONTABLE INCONTABLE INCONTABLE 390 13
CO,
CaCl, INCONTABLE INCONTABLE 23 0 0
Antibidtico INCONTABLE INCONTABLE INCONTABLE 65 22
Sin variables INCONTABLE INCONTABLE INCONTABLE 449 28

En ambas cepas, la ausencia de CO; fue la mejor en inducir estrés, sin interferir de manera
significativa en su crecimiento. A partir de los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento, asi
como en la estandarizacion de la obtencion de MVs, induciendo estrés, se decidié que las mejores

condiciones para obtener MVs y bacteriocinas de BAL, fueron a las 5 h /37°C/ ausencia de CO..
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VL.5 Microscopia Electrénica de Transmision.

Mediante microscopia electrénica de transmisidn, se observaron las 5 cepas utilizadas en
este trabajo y se visualizaron estructuras esféricas, de tamafio variable (de 50 hasta 250 nm de
didmetro), que se aprecian adheridas a la membrana de la bacteria, y otras mas en forma satelital.
Coincidiendo con la morfologia y formacién clasica de MVs, reportadas en otros trabajos.

En las siguientes imagenes (4, 5, 6, 7, 8 ,9,10,11 ,12,13) se observan con detalle las MVs de cada

una de las cepas mencionadas.

Imagen 4. Bacteria de ATCC L. ICmage;roSC.: écLercagienht_c; aMVs.
acidophilus liberando MVs. €pa - aciaophrlus.

Imagen 6. Cepa 64.L. plantarum. Imagen 7. Cepa 64 L. plantarum.
Porcion: recto Apunto de liberar Porcidn: recto Liberando MVs
MVs.
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Imagen 8. Cepa 54 L. acidophilus. Imagen 9. Cepa 54 L. acidophilus. MVs
Procion: ileon liberadas flecha roja y a punto de ser
liberada. flecha azil

Imagen 10. Cepa 55 L. brevis Imagen 11. Cepa 55 L. brevis. MVs en
Porcion: ciego. MVs rodeando a la el medio.
bacteria.

Imagen 12. Cepa 60 L. plantarum. I_magen 13. Cepa 55'L. plantarum MVs
Porcién: colon. Bacteria a punto de liberada por la bacteria
liberar MVs
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VL.5. Cuantificacion de proteinas método de Bradford.

Para establecer la cantidad de proteina a partir de las muestras obtenidas de las diferentes cepas
trabajadas, se realizé el método de Bradford. En la Grafica 3, se observa la curva patrén que se

utilizé para calcular la proteina a partir de las muestras problema de este trabajo.

Grafica 3. Patron ASB
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y =0.0086x-0.0031

R*=0.9968
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Concentracion de proteinas (ug)

Grafico 3. Curva patrdn BSA. En el grafico se observa que R?es superior al 95% por lo cual es una

curva confiable.

V1.6 Perfil electroforético de las proteinas presentes en las MVs y en los sobrenadantes.

A partir de la cuantificacion de proteinas de las muestras de las diferentes cepas a trabajar,
se corrieron geles de poliacrilamida al (SDS-PAGE) al 12% /100volt /2.5h. De esta manera, fue
posible observar las principales proteinas que arrastran y componen las MVs y las posibles
bacteriocinas contenidas en las mismas. En cada carril, se depositaron 25 pl de cada muestra, con
un promedio de 10.4 ug de proteina. En la imagen 14, se observa el resultado del corrimiento

electroforético de los sobrenadantes.
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Imagen. 14 SDS-PAGE al 12%, tincidn de plata. Sobrenadantes. Andlisis de imagen mediante sofware

Gene Tools from SynGene, England; Cambridge.
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Como se observa en el gel SDS-PAGE 12% Imagen 14, las muestras en cada carril, comparten bandas

de proteinas (Tabla 6.) entre las diferentes cepas de BAL de campo, asi como con la cepa ATCC. Lo

que indica, que el sobrenadante de estas cepas contiene proteinas de pesos muy similares entre si.

Cabe mencionar, que al fondo de los carriles se observan proteinas de bajo peso molecular, las

cuales podrian corresponder a bacteriocinas.
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Tabla. 6. Pesos moleculares de proteinas identificadas por el sofware Gene Tools from SynGene,

England; Cambridge. Unicamente en los sobrenadantes de las cepas utilizadas

700.01 800.15 818.84 800.80 800.96
542.36 705.98 705.98 729.64 699.07
250 262.67
150
100 132.82 125 125.83 138.32
75 86.91 86.70
54.98
51.67 51.67
53.01 42.85 48.15
50 43.34 47.79
42.69 51.67 52.24
48.79 42.34
47.43
37.00 32.65
35.50
37 33.10 33.54 32.54 36.75
32.10
30.50 44.50
25 27.86 25.83 26.21
20 22.23
12.43 12.36
15 16.29 12.00
13.00 11.34
10 10.98 10.98 10.32 12.00
9.90 9.00
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Imagen. 15 SDS- PAGE al 12%. Tincién de plata. Microvesiculas. Analisis de imagen mediante

software (version) Gene Tools from SynGene, England; Cambridge.

%
& e Q »
kDa
250 300-338 kDa
150
100 80-81 kDa
75
64-67 kDa
57-58 kDa
50
32-36 kDa
37
27-24 KkDa
25
20
15-20 kDa
15 12-10 kDa
10

En el gel SDS-PAGE 12% Imagen 15, las muestras en cada carril, comparten bandas de proteinas
(Tabla 7.) entre las diferentes cepas de BAL de campo, asi como con la ATCC. Lo que indica que las
Microvesiculas de estas cepas, contiene proteinas de pesos muy similares entre si. Las proteinas
identificadas por el Sofware Gene Tools, van desde los 300 kDa hasta los 10 kDa, lo que nos sugiere,
que las MVs arrastran constitutivamente proteinas de composicién estructural (interna y externa)
de las células bacterianas de origen. En la Tabla 7 se identifican todas las proteinas contenidas en

las muestras de MVs de BAL, por el software antes mencionado.
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Tabla. 7. Proteinas detectadas por el sofware Gene Tools from SynGene, england; Cambridge.

Unicamente de Microvesiculas de las cepas utilizadas

367.86 332.96 305.15 300.64 320.74
250
150 161.64
100
73.61
80.52
81.73
75 81.12 75.28 80.15
80.22
48.87
67.38
47.14 57.77
58.59
58.86 58.31 44.71
42.25
50 48.38 66.75 64.91 46.99
47.41
37 39.00 32.38 35.90 32.83 42.89
25.99
26.87
29.62
25 28.25 27.63 28.10 24.94
33.42
24.50
20.63 24.02
21.53 22.51
20 17.05 23.07 24.34 20.73
16.38 15.91 16.03 15.04
13.92
14.76 14.07 14.34 15.91
11.78
15 14.03 13.48 13.88 11.01
12.78 12.93 12.55
10 10.87 10.06 10.56
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La siguiente tabla (Tabla 8), muestra los pesos moleculares de las proteinas identificadas por el Gene tools, tanto en MVs, como en sobrenadantes,
describiendo a través de un cddigo de colores, aquellas proteinas con pesos similares, que se comparten entre cepas y muestra analizadas.

Tabla 8. Proteinas compartidas entre MVs y sobrenadantes de BAL

M:;c::n‘" 54MVs | 545 55 MVs 555 60 MVs 60S | 64MVs | 64S | MVsATCC ATSC c
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
250.00 367.86 332.96 305.15 300.64 320.74
150.00 58.86 81.12 161.64 81.73 80.15 542.36
100.00 125.83 67.38 125.83 80.52 138.32 80.22 86.70 46.99 262.67
75.00 39.00 51.67 58.59 51.67 75.28 86.91 73.61 52.24 132.82
50.00 66.75 64.91 53.01
37.00 29.62 43.34 51.67 57.77
25.00 25.99 36.75 24.94
20.00 17.05 28.25 42.85 33.10
15.00 12.43 26.87 11.34 27.63 15.04
10.00 11.78 24.50 24.34 32.10 28.10 27.86
23.07 24.02 22.23
21.53 22.51
20.63 20.73
16.38 16.03
14.76 14.34
14.03 13.88
- Proteinas que comparte las muestras de MVs y Sobrenadantes - Posibles bacteriocinas
- Proteinas que comparten todas las muestras de Sobrenadantes |:| Proteinas que comparten todas las muestras de MVS
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VI.7. Difusidn en agar con el uso de discos.

En el enfrentamiento entre Salmonella typhimurium y las MVs de la cepa 54 (L. acidophilus)
y ATCC (L. acidophilus), se utilizd 41.4 ug de proteina promedio. Se observaron halos de inhibicidn
de 8 mm, en el agar alrededor del disco, mostrando capacidad inhibitoria de ambas cepas.
Mostrando de esta manera capacidad inhibitoria sobre dicho patégeno. En la Imagen 16 se pueden

observar los halos de inhibicién, en el agar Muller Hinton.

Imagen 16. Halos de inhibicion formados en el agar
Muller Hinton, al contacto de los discos
impregnados con MVs del ATCC y la cepa 54. (L.
acidophilus).

53



V.1.8. Enfrentamiento indirecto de cepa ATCC y cepa 64 contra el ATCC 154 Salmonella
typhimurium.

Durante este enfrentamiento se otorgd igualdad de condiciones para su crecimiento a las
cepas de BALy de S. typhimurium, se observo capacidad inhibitoria sobre la cepa patdgena por parte
de las BAL utilizadas. De esta manera se considera que los productos metabdlicos de las BAL,

menores a 7kDa, logran ejercer ésta inhibicion.

Imagen 17. Cultivo de S. typhimurium, en contacto Imagen 18. Membrana de didlisis con BAL, incubacién
con la membrana de dialisis con durante 48h en cultivo de S. typhimurium, en donde
BAL, después de 48 h de incubacién/ 37°C en se observa crecimiento.

agitacion.

Imagen 19. Tincién de Gram a las 48h del Imagen 20. Tincién de Gram a las 48h del
cultivo de S. typhimurium, enfrentado a la cultivo de S. typhimurium, enfrentado a la
cepa 54. Se observé abundante detrito ATCC de BAL. Se observé un numero
celular, asi como muy pocas células reducido de bacterias completas, asi como

bacterianas. hinchadas y de coloracién violeta.



Imagen 21: A Siembra en agar Salmonella- Shigella, del cultivo enfrentado

contra la ATCC de BAL, de 48 h. Se observa crecimiento de S. typhimurium.
B Siembra en agar Salmonella- Shigella, cultivo enfrentado

contra cepa 54 de BAL, de 48 h. Se observa crecimiento de S. typhimurium.
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VII. DISCUCION

Las funciones que desempefian las porciones del TGl son bien conocidas, tanto el intestino
delgado como grueso, desempefian roles que son de suma importancia para el correcto
funcionamiento del organismo. Las criptas del ileon, ciego y colon son las principales zonas en las
qgue habita la microbiota intestinal. Algunos de los géneros bacterianos mas abundantes, son los
Lactobacillus sp., los cuales son sumamente reconocidos como probidticos. El género Lactobacillus
es un probidtico importante dentro de la industria farmacéutica, las principales especies de

Lactobacillus, son: acidophilus, brevis, plantarum, rhamnosus, casei, paracasei y reuteri 333435,

Las funciones vitales realizadas por la porcién gruesa del TGI son: absorcion de iones (Ca,
Mg, Fe), fermentacion de sustratos no digeridos, produccién de vitamina K, proliferacién y
diferenciacién epitelial, desarrollo del sistema inmune y proteccidn contra microorganismos
patégenos. Como se menciond anteriormente, un gran nimero de cepas bacterianas son habitantes
del TGI, capaces de producir una gran cantidad de moléculas que interactian con el epitelio, entre
ellas las bacteriocinas, que en conjunto con la funcién de cada cepa nativa ayudan a controlar la
proliferacién de cepas patdgenas y a mantener en proporciones adecuadas a los demas
microorganismos. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos, susceptibles a los cambios
bruscos de pH, asi como a enzimas como la tripsina y a las sales biliares, por lo que es sencillo regular

su produccién, y mas facil aiin, encontrarlas activas en las Gltimas porciones del TGI?3 34,

En el presente trabajo, se seleccionaron cepas de Lactobacillus acidophilus, plantarum y brevis,
aisladas de las ultimas porciones del TGI, ilion, ciego, colon y recto, respectivamente. Se
seleccionaron de esta manera, por la capacidad probidtica de los Lactobacillus sp. reportada
ampliamente, asi como por la facilidad de producir bacteriocinas. Las porciones del intestino de las
que se obtuvieron, fueron seleccionadas por sus condiciones micro ambientales tales como la
ausencia de sales biliares, y ausencia de enzimas gastricas. Dichas condiciones, destacan por la
capacidad de las BAL, para producir de manera eficaz, péptidos con capacidad inhibitoria para

patdgenos intestinales., asi como funciones claves para el equilibrio del organismo3* 34,
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Las BAL, son productoras de diferentes moléculas que permiten su coexistencia con el
medio que las rodea, un ejemplo de ello son las MVs, capaces de servir como fuente de
comunicacion entre las células, asi como ayudar a la activacidn del sistema inmune. Es bien sabido,
gue las MVs son secretadas durante el crecimiento de células bacterianas, aunque se ha definido
qgue la mayor produccion de MVs se da en la fase logaritmica. Un punto importante para la
produccién de MVs, es el factor de estrés al que son sometidas las bacterias, ya que se ha descrito,
que la falta de nutrientes, disminucidon y aumento de temperatura o pH, ausencia o presencia de

CO,, permiten un incremento en la produccién de MVs3® 37,

La mayoria de los autores que han trabajado con MVs de BAL, no reportan el uso de algun
factor estresante, que induzca un aumento en la produccidon de MVs3 39, Aunque en bacterias Gram
(-) como M. haemolytica, se ha descrito el uso de Gentamicina a dosis subliticas, ademas de la
adicion de CaClL; en el cultivo durante el crecimiento de la bacteria, con la finalidad de inducir estrés

y favorecer la produccién de un mayor nimero de MVs*,

En el presente trabajo de investigacion, se modificaron las condiciones de crecimiento de
las BAL, para inducir estrés sin alterar el desarrollo bacteriano y asi obtener una mayor cantidad de
MVs. El factor que determind un mayor efecto en la produccién de MVs de BAL, fue la ausencia de
CO.. Las cepas trabajadas, crecieron en condiciones aerobias, ya que al ser bacterias anaerobias
facultativas, éstas no alteraron significativamente su crecimiento. Para comprobar dicha situacidn,
se realizd una cuenta viable, donde se observd una disminucion en las UFC de cultivos mantenidos
con esta variable, comparandola con la cuenta viable de un crecimiento bacteriano, sin adicion de
variables. Paralelamente, se observd y confirmd, que a la revisién mediante MET, las cepas que
crecieron en ausencia de CO,, mostraron una gran cantidad de microvesiculas claramente visibles,

en todas las muestras.

Para evidenciar las proteinas contenida en los sobrenadantes de cultivo de BAL's, se realizo
electroforesis SDS-PAGE 12% a las cuatro cepas de campo y la ATCC de L. acidophilus, de esta forma
se demostrod que los sobrenadantes de cultivo, liberan al medio una gran cantidad de proteinas, que
podrian ser resultado del metabolismo bacteriano, incluyendo bacteriocinas. Los resultados
obtenidos en este trabajo, demostraron que los sobrenadantes de estas 4 cepas de campo y la ATCC,

comparten proteinas de pesos moleculares variables, que van desde los 700 a 800 kDa y proteinas
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de muy bajo peso de 12 y hasta 9 kDa. De manera similar, otros estudios reportan, que el andlisis
de sobrenadantes de BAL mediante corrimiento electroforético, han observado bajo diferentes
tinciones, bandas proteicas que se encuentran en un amplio rango de pesos, identificando proteinas
con pesos menores o iguales a los 10 kDa, mismas que sugieren la presencia de bacteriocinas*" **
4354 Comunmente las BAL, son productoras de péptidos antimicrobianos, los cuales se clasifican de
acuerdo a su estructura bioquimica y peso molecular. Uno de los grupos de clasificacidon abarca
péptidos que tienen un peso molecular >30 kDa y otro de ellos <10 kDa. Como ya se ha mencionado
anteriormente, estos péptidos tienen la capacidad de inhibir bacterias patégenas y no patégenas,
lo que otorga a las BAL, una gran utilidad probidtica®*. En los sobrenadantes de las 5 cepas evaluadas,

se visualizaron proteinas de >30 a <10 kDa, las cuales podrian corresponder a bacteriocinas o BLIS.

Paralelamente se realizd un corrimiento electroforético (SDS-PAGE 12%) de MVs de BAL y
ATCC. Los pesos moleculares de las bandas observadas en los diferentes carriles, muestras bandas
proteicas que abarcan un amplio rango de pesos moleculares, que van desde los 300 hasta los 10
kDa. Cabe mencionar, que, en otras investigaciones en torno al asilamiento e identificacién de las
bacteriocinas, nunca se ha reportado la presencia de las mismas, en MVs bacterianas identificadas

mediante SDS-PAGE.

Estudios sobre MVs de BAL, han logrado visualizar proteinas de alto peso molecular que van
desde los 400 hasta 200 kDa, mediante SDS-PAGE. Estas proteinas, estan asociadas con la
produccién de moco (Mub) asi como a proteinas de superficie de membrana (FmtB), mismas que
también se visualizaron en los corrimientos electroforéticos de las MVs de BAL. Asi mismo, se
identificé una proteina de 82kDa, que ha sido caracterizada como proteina de dominio S1 que une
ARN. De la misma forma, se identificaron proteinas transportadoras que van de los 54 a los 59 kDa,
una proteina de 32 kDa, asociada a la divisidn celular, asi como proteinas de 40 y hasta 75 kDa, que
estdn asociadas a funciones probidticas de las mismas, como la p40 y p753%. Proteinas de bajo peso
molecular, se han relacionado con péptidos sefial, y algunos autores se sugieren que este péptido
estd sumamente relacionado con la secrecién de bacteriocinas, ademas la presencia de las mismas3®
414355 Todas las bandas reportadas en la bibliografia consultada, fueron identificadas en las

muestras de MVs de BAL y ATCC.
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El analisis de los resultados del SDS-PAGE 12%, tanto de MVs como de sobrenadantes de
BALy ATCC, registraron proteinas de pesos moleculares similares entre cada cepa. Al mismo tiempo
se observaron proteinas, que por su peso molecular, podrian corresponder a BLIS, asi como
proteinas de membrana, transporte y divisidn celular entre otras. Cabe mencionar que el principal
objetivo del trabajo, fue evidenciar el arrastre de bacteriocinas en MVs de BAL y ATCC, por lo que
se compararon los corrimientos electroforéticos, evidenciando proteinas de pesos moleculares
similares entre las muestras evaluadas.

Este andlisis denota la presencia de proteinas de pesos moleculares que van desde los 59
hasta los 10 kDa, compartidas por ambas muestras. Dichas proteinas, estdn caracterizadas como
proteinas transportadoras de ATP asociadas a la membrana, asi como asociadas al transporte de

glutamina, proteinas de divisidon celular, y algunas otras, estan sin caracterizar®.

Las proteinas de mayor relevancia para este trabajo, son aquellas de pesos moleculares de
>30 a <10kDa, tanto de MVs como de sobrenadantes, las cuales ambas comparten. Como se discutio
anteriormente, estas proteinas podrian corresponder por sus pesos moleculares, a bacteriocinas o
BLIS. Lo cual nos acerca mas a la posibilidad de que las MVs arrastren péptidos antimicrobianos

durante su evaginacion.

Para evaluar el efecto de MVs de BAL y ATCC, sobre el crecimiento bacteriano de S.
tiphymurium, se realizaron pruebas de difusidn en agar, las cuales son ampliamente utilizadas para
probar el efecto inhibitorio de diferentes sustancias. En el presente proyecto, esta prueba se realizé
en agar Muller-Hinton, con MVs de BAL y ATCC, utilizando sensidiscos en blanco impregnados con
las mismas, observandose halos inhibitorios evidentes de la ATCC y la cepa 54 ambas de L.

acidophilus, sobre ATCC 154 de Salmonella typhimurium.

En otras investigaciones, se han enfrentado BAL’s sobre Listeria monocytogenes, para
probar su efecto inhibitorio. Lo anterior, debido a la alta patogenicidad de L. monocytogenes, asi
como su relevancia en la industria alimentaria % 47 8, Sin embargo, en otras investigaciones las
enterobacterias, suelen ser utilizadas para enfrentarlas a BAL y de esta manera, comprobar la
capacidad inhibitoria de las mismas. En estos experimentos se han utilizados sobrenadantes de

cultivos de BAL, que suelen ser normalmente filtrados**->°,
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Los resultados de este método nos permitieron observar claramente halos de inhibicidn,
alrededor de los discos impregnados con las MVs. Esto evidencia la capacidad inhibitoria de las MVs,
lo cual podria atribuirse a los componentes de la pared celular de las bacterias Gram (+), los
peptidoglicanos y acidos lipoteicdicos de la misma, ya que estdn involucrados en la induccién de
citocinas. Esta habilidad ha sido ampliamente reportada y se ha determinado incluso que cepas de
BAL, son potentes inductores de la sintesis de TNF-a, en cantidades mucho mas altas de las que
induce el LPS de las Gram (-). En ese sentido, la estructura de las MVs de BAL, tienen una alta
capacidad inhibitoria de crecimiento de bacterias patégenas, debido a la composicidon de su
estructura, asi como de los componentes que arrastra de manera interna.*®

De esta forma, se sugiere que alguno de estos componentes internos como es el caso de las
bacteriocinas, o bien factores de patogenicidad externa o la mezcla de ambos, son los que confieren

la actividad inhibitoria de las MVs de BAL sobre ATCC 154 Salmonella typhimurium.

Este documento, es el primer reporte de la capacidad inhibitoria de las MVs de BAL, aisladas
de TGI de Rattus norvegicus de vida libre, sobre el crecimiento de patégenos bacterianos, como S.

tiphymurium.

Para comprobar que las BAL son productoras de bacteriocinas o BLIS, se realizé un ensayo
de enfrentamiento indirecto, el cual tiene por objetivo comprobar la presencia de moléculas de bajo
peso molecular (menos de 7 kDa) con capacidad inhibitoria. Los resultados demostraron, que las
cepas de BAL dentro de la membrana, crecieron sin problemas, respecto a la presencia de
Salmonella typhimurium inoculada en el caldo AST. Al término de 48 h, se observé a la tincidn de
Gram, degradacion de Salmonella después del enfrentamiento. Las bacterias, se aprecian hinchadas
y con un tono violeta y fue evidente la poca cantidad de células bacterianas en el frotis. Para
corroborar la viabilidad de Salmonella typhimurium, debido a las alteraciones morfoldgicas que se
evidenciaron, esta se sembro por 24 hrs /37°C, mostrando un crecimiento reservado. La apariencia
microscopica de Salmonella, se atribuye a dos cuestiones: Salmonella modifica su peptidoglicano
para adaptarse a las diferentes condiciones ambientales, y por otro lado la presencia de
bacteriocinas en el sobrenadante, podrian estar alterando la membrana bacteriana creando poros

y modificando la permeabilidad de la misma hasta producir choque osmético y destruirla®>*3,
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En un experimento similar al realizado en este trabajo, se obtuvieron resultados muy
parecidos, con E. coli utilizando como BAL, Pediococcus acidilactici. La membrana se sustituyé por
filtros de 0.22 um y de manera similar se comprobd un efecto bacteriostatico, la cepa de Pediococcus

acidilactici crecio de forma constante®.

Las MVs de BAL, aisladas de TGl de Rattus norvegicus de vida libre, resultaron ser
estructuras con una alta posibilidad de tener efectos bacteriostaticos similares a los que muestra las
células completas de origen. Lo anterior debido a la gran cantidad de proteinas que arrastran en su
estructura, asi como por los elementos que la conforman. Abriendo un campo de investigacién en

el uso de MVs de BAL, como moléculas con capacidad probidtica en las diferentes especies.

61



VIIl. CONCLUSIONES

e Todas las cepas de BAL aisladas de TGl de Rattus norvegicus de vida libre, utilizadas en este

proyecto, son productoras de MVs.

e Las BAL aisladas de TGl de Rattus norvegicus de vida libre, producen una mayor cantidad de

MVs en ausencia de CO..

e Las MVsy los sobrenadantes de todas las cepas de BAL, comparten multiples proteinas de

diferentes pesos moleculares.

e No se purificaron bacteriocinas, sin embargo, se purificaron BLIS (sustancias parecidas a las

bacteriocinas), en funcidn de los pesos moleculares analizados.

e La ATCC 314 de L. acidophilus y la cepa 54 de L. acidophilus aislada de ileon de Rattus
norvegicus, producen sustancias inhibitorias menores a 7kDa que tienen efectos

bacteriostaticos sobre Salmonella typhimurium ATCC 154.

e Las MVs de BAL: ATCC 314 de L. acidophilus y la cepa 54 de L.acidophilus aislada de ileon
del TGl de Rattus norvegicus de vida libre, tiene capacidad inhibitoria sobre el crecimiento

de Salmonella typhimurium ATCC 154.

Este documento, es el primer reporte de la capacidad inhibitoria de las MVs de BAL, aisladas
de TGI de Rattus norvegicus de vida libre, sobre el crecimiento de patdégenos bacterianos,

como S. tiphymurium.
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