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RESUMEN

La cultura gastrondmica de México incluye una bebida conocida como "pulque®,
una bebida obtenida a partir de la fermentacion natural de la savia (aguamiel)
extraida de diferentes especies de magueyes (Agave americana, A. ferox, A.
atrocensis, A. salmiana var salmaiana, A.atrovirens y A. mapisaga). Se ha
propuesto que el proceso de fermentacibn comienza en el maguey, donde
microorganismos naturales presentes en el aguamiel fermentan los carbohidratos
disponibles. Todo el proceso se realiza en condiciones no aseépticas, por lo tanto,
la mezcla de microorganismos implicados en el proceso de fermentacion esta
asociada a la diversidad bacteriana presente en aguamiel y a los incorporados
durante su recogida, transporte, inoculacion con pulque previamente fermentado y

durante la manipulacion (Escalante et al., 2004).

El valor cultural de esta bebida reside en el hecho de que es producida y
consumida practicamente de la misma forma que en la antigiedad. Se ha utilizado
también en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, que pueden ser explicadas por el posible papel probiotico-
prebidtico, asociado a las bacterias lacticas y azucares presentes en el aguamiel,
respectivamente.

En nuestro grupo de trabajo se aislaron previamente de una muestra de pulque
procedente de la localidad de Huitzilac, Morelos, una coleccion de 13 bacterias
lacticas capaces de tolerar in vitro condiciones de pH acido (3.0) y presencia de
sales biliares (0.3%) que simulan las condiciones antimicrobianas a las que se ven
sometidas aquellas bacterias que pasan a través del estdmago y del intestino
delgado; y que presentaron también la capacidad de inhibicion in vitro el
crecimiento de patégenos como Escherichia coli EPEC, Salmonella entérica typhi,
S. entérica typhimurium y Listeria monocyfogenes. De estos aislados se
selecciond la cepa identificada como Leuconostoc P45, la cual presento las



mejores caracteristicas en cuanto a viabilidad después del tratamiento
antimicrobiano e inhibicion de bacterias patdégenas. La capacidad probidtica de
esta cepa fue evaluada también in vivo en ratones BALB/c de ocho semanas,
administrandola oralmente por 7 dias, contra la infeccion de una cepa de S.
entérica typhimurium st , presentando en higado y bazo una disminucién de uno o

dos ciclos logaritmicos en la infeccion.

Con estos antecedentes, en el presente proyecto se pretende identificar si la
actividad antimicrobiana presentada por esta cepa esta asociada a un componente
tipo bacteriocina asociada a la superficie celular o al sobrenadante de cultivos en
medio liquido; evaluar esta capacidad in situ por medio de zimogramas; identificar
si la actividad probidtica de la cepa P45 esta asociada a la presencia de
bacteriocinas o productos del metabolismo tales como acido lactico; y por otro
lado, determinar si la capacidad de produccion de polisacaridos extracelulares
asociada a esta bacteria, favorece su capacidad probidtica a partir de la
evaluacion de la capacidad de inhibicion in vifro de bacterias patogénas,
sobrevivencia a condiciones antimicrobianas (pH acido y presencia de sales
biliares) y su capacidad de adhesion a modelos celulares in vitro.
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GENERALIDADES

1. ALIMENTOS Y BEBIDAS FERMENTADAS

Se estima que las practicas de fermentacion - uno de los procesos biotecnologicos
mas antiguos - han existido desde hace 9000 A. C. en China, con la fermentacion
de una bebida compuesta de arroz, miel y fruta la cual se producia
aproximadamente al mismo tiempo que la cerveza de cebada y el vino de uva en
el Medio Oriente. La calidad del producto fermentado, su uso y consumo en cada
pais son diferentes, este se basa en la cultura y la disponibilidad de las materias
primas disponibles en cada pais, llevandose a cabo de forma artesanal y sin
ningun conocimiento de la posible funcion de los microorganismos involucrados.
En la actualidad, hay alrededor de 5000 variedades de alimentos y bebidas
fermentadas elaboradas a base de leche, vegetales o frutas y que son consumidas
en todo el mundo (Corsetti et al., 2004).

La biopreservacion se refiere a brindar una vida util mas larga y una mayor
seguridad a los alimentos utilizando microorganismos y/o sus metabolitos.
Generalmente se emplean bacterias acido lacticas (BAL) porque contribuyen
significativamente al sabor, textura y, en muchos casos, al valor nutricional de los
productos alimenticios. Las BAL se utilizan como iniciadores naturales y ejercen
un efecto antimicrobiano como resultado de diferentes procesos metabdlicos tales
como: el metabolismo de la lactosa, enzimas proteoliticas, la captaciéon de citrato,
resistencia a bacteriéfagos, la produccion de bacteriocinas, la biosintesis de
polisacaridos, la resistencia de iones metalicos y resistencia a los antibioticos.
(Corsetti et al., 2004). Ademas juegan un papel clave en fermentaciones de
alimentos en los que no solo contribuyen al desarrollo de las propiedades
sensoriales deseadas en el producto final sino también a su seguridad

microbioldgica.
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Las BAL tiene un estatus GRAS (generalmente reconocidos como seguros, por
sus siglas en inglés) y se ha estimado que el 25% de la dieta de los europeos y el
60% de la dieta de muchos paises en desarrollo consiste en alimentos
fermentados (Stiles et al., 1996).

La fermentacion es una de las tecnologias mas antiguas y mas importantes para el
procesamiento de alimentos. La fermentacion es un proceso de conservacion
eficiente, lo que aumenta la vida util y disminuye la necesidad de refrigeracién u
otras formas de tecnologias de preservacion de los alimentos, proporciona una
forma natural de mejorar el valor nutricional de los alimentos a través de la sintesis
de aminoacidos esenciales y vitaminas ademas de mejorar la digestibilidad de los

alimentos.

Por otra parte, debido a las cualidades organolépticas de los alimentos
fermentados tradicionales, una amplia investigacion sobre su biodiversidad
microbiana ha sido llevada a cabo con el objetivo de reproducir esas cualidades,
en un entorno controlado. Estos incluyen el aislamiento y la identificacion de
microorganismos asociados con las fermentaciones y la determinacion de su papel
exacto en el proceso de fermentacion, utilizando tanto los enfoques

microbiolégicos como moleculares (Steinkraus, 2002).
Las principales fermentaciones en alimentos son las siguientes:

A. Fermentaciones de alimentos llevadas a cabo en presencia de altas
concentraciones de sal. La adicion de sal en rangos de 13% p/v o superior a
sustratos ricos en proteinas origina una hidrdlisis controlada de proteinas que evita

la putrefaccion e impide el desarrollo de toxinas en alimentos.

B. Fermentaciones acido lacticas. En estas fermentaciones los azucares
fermentables se convierten en acido lactico por BAL como Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus brevis, L. plantarum, Pediocccus cerevisina,
Streptococcus thermophilus, S. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L.
acidophilus, L. citrovorum, Bifidobacterium bifidus, etc. (Tamang et al., 2010).

12



C. Fermentaciones de alimentos relacionados con la producciéon de etanol.
Estos incluyen vinos, kaffir sudafricano, cerveza de sorgo y pulque mexicano. Se
trata de un proceso biologico de fermentacion, originado por la actividad de
algunos microorganismos como levaduras y bacterias acido lacticas que procesan
los carbohidratos de sustratos como miel diluida, el jugo de la cafia de azucar, la
savia de palma, jugos de frutas, cereales germinados o almidon hidrolizado, para
obtener como productos finales: etanol, dioxido de carbono (CO;) en forma de gas
y unas moléculas de ATP que consumen los propios microorganismos en su

metabolismo celular energético anaerdbico (Marshall et al., 2011).

D. Fermentaciones de alimentos relacionados con la produccion de acido
acético. Cuando los productos de la fermentacion alcohdlica se mantienen en
aerobiosis, las bacterias que pertenecen al género Acetobacter y que estan
presentes en el medio ambiente oxidan porciones del etanol a acido acético, el
cual es aun mas conservante que el etanol (Marshall et al., 2011).

E. Fermentaciones de alimentos que implican condiciones altamente

alcalinas con liberacion de amoniaco libre.

Los microorganismos esenciales son Bacillus subtilis y otros bacilos relacionados,
los cuales son muy proteoliticos. El amoniaco es liberado y se alcanza un pH de
8.0 o mayor. La combinacién de alto pH y amoniaco libre, junto con un crecimiento
muy rapido de los microorganismos esenciales a temperaturas relativamente altas
- por encima de 40 °C - hacen que sea muy dificil el crecimiento de otros
microorganismos (Marshall et al., 2011).

Durante los ultimos afios, los consumidores conscientes de la salud estan
buscando alimentos naturales sin conservantes quimicos. Algunos ejemplos de
alimentos y aditivos fabricados usando procesos de fermentacion industriales en
los paises en desarrollo son:

* Las bebidas alcohdlicas, como vinos y la cerveza

* Leche y productos lacteos, incluyendo leches fermentadas, yogures y quesos

13



« Acidos orgéanicos tales como lactico, citrico, y acidos acéticos
* Los aminoacidos lisina y acido glutamico

« Vitaminas A, C, By, y riboflavina .

2. PULQUE

La cultura gastrondmica de México incluye una bebida conocida como "pulque®,
una bebida de consistencia espesa, de color lechoso y con un contenido de 3 a
4% de alcohol. En nahuatl su nombre es octli, que significa “jugo del maguey”, el
término pulque lo introdujeron los esparoles refiriéndose a que era fermentado.

El pulque es obtenido a partir de la fermentacion natural de la savia (aguamiel)
extraida de diferentes especies de magueyes (Agave americana, A. ferox, A.
atrocensis, A. salmiana var salmaiana, A.atrovirens y A. mapisaga). Para su
produccion, el aguamiel recién extraido es transportado en barriles de madera o
en bolsas hechas de pieles de cabra y transferido en grandes barricas donde la
fermentacién se lleva a cabo. Se ha propuesto que el proceso de fermentacién
comienza en el maguey, donde microorganismos autoctonos como levaduras,
bacterias lacticas, bacterias productoras de etanol y bacterias productoras de
exopolisacaridos fermentan de manera natural los carbohidratos presentes en el
aguamiel. Sin embargo, el proceso se acelera por la adicion de aguamiel fresco a
un lote de pulque previamente fermentado. El tiempo de fermentacion varia desde
unas pocas horas hasta toda la noche, dependiendo si la savia se recoge al
amanecer o al atardecer. Tradicionalmente, el desarrollo de la viscosidad debida a
la sintesis de exopolisacaridos (EPS) es considerado como un criterio para
determinar el grado de fermentacién (pulque fresco o maduro). El producto final se
coloca en barriles de madera y se distribuye para la venta y el consumo, sin la
adicion de ningun conservante. Todo el proceso se realiza en condiciones no
asépticas, por lo tanto, la mezcla de microorganismos involucrados en el proceso
de fermentacion son las que se producen naturalmente en aguamiel y los
incorporados durante su recogida, transporte, la inoculacion y la manipulacidon
(Escalante et al., 2004).
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2.1 MICROORGANISMOS PRESENTES DURANTE LA
FERMENTACION DEL PULQUE

Durante la produccion de pulque ocurren tres tipos de fermentaciones: acida,
alcohdlica y viscosa; lo que hace de esta bebida un ambiente interesante donde
los microorganismos o genes con potencial biotecnoldgico, tales como los que
codifican para transportadores de azucares, enzimas hidroliticas, EPS, o aquellos
genes de las vias fermentativas involucrados en la produccion de acido lactico o

etanol, podrian ser aislados.

Se han determinado importantes cambios en la diversidad microbiana durante la
fermentacién del aguamiel hasta el producto fermentado final. En la Fig. 1 se
muestran los microorganismos identificados por medio del analisis de las
secuencias de los ADNr 16S tanto de aguamiel como en muestras de pulque.
Estos analisis revelaron que las especies mas abundantes en aguamiel son las

BAL L. mesenteroides, L. kimchi y L. citreum (Escalante et al., 2008).

La inoculacidon de pulque fermentado previamente con aguamiel, afiade nuevas
especies de bacterias al sistema y un contenido importante de levaduras. Después
de la inoculacién, los microorganismos mas abundantes detectados fueron L.

acidophilus, y la y-Proteobacteria Enterobacter agglomerans.

El proceso de fermentacion se inicia en un ambiente acido (pH = 3.8) y rico en
azucar, con una diversidad bacteriana compleja compuesta tanto por bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas (Fig 1) a partir de la cual las bacterias
heterofermentativas L. citreum , L. mesenteroides y L. kimchi fueron las especies
mas abundantes durante la primera hora de fermentacién. Después de 3 h de
fermentacién se observan cambios importantes en la diversidad bacteriana.
Lactobacillus sp, L. mesenteroides y Enterococcus agglomerans se convierten en

las especies bacterianas dominantes. Otras bacterias como Zymomonas mobilis,
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Acetobacter malorum y Acinetobacter radioresistens se encontraron relativamente
constante desde la inoculacion.

Al final del proceso de fermentacion (6h), la diversidad bacteriana observada se
compone principalmente L. acidophilus, asi como de las BAL heterofermentativas
L. mesenteroides (50 %), L. lactis subsp lactis (12,5 %), Lactobacillus spp.
homofermentativos (14,8 %) y la a-Proteobacteria A. malorum (13,6%).

L. acidophilus fermenta la glucosa, fructosa, sacarosa y produce acido lactico. Z.
mobilis subsp. pomaceae y especies de Citrobacter contribuyeron a la produccion
de acido lactico, CO; , etanol y pequefas cantidades de acido acético que son
importantes para las caracteristicas sensoriales del pulque fermentado.

Se ha reportado que algunas especies de BAL son capaces de crecer en
ambientes con concentraciones de etanol de hasta el 20 %, por lo tanto, la
capacidad de las BAL para resistir altas concentraciones de etanol y su capacidad
de crecer en ambientes acidos (pH 4,5) podria explicar su abundancia relativa
durante el proceso de fermentacion. Es posible que las especies bacterianas que
aparentemente desaparecieron durante la fermentacién no fueron capaces de
resistir a la acidificacion del medio ambiente, el aumento de la concentracion de
etanol, el posible efecto antimicrobiano de las BAL, tales como la produccion de
H20,, u otras actividades antimicrobianas (Escalante et al., 2008). Una de las
principales propiedades distintivas de pulque es su consistencia viscosa, que es
dependiente de la produccién de EPS. El principal microorganismo asociado con
esta propiedad ha sido L. mesenteroides, ampliamente estudiado por su

capacidad de producir dextranas (Escalante et al., 2008).
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Laclobacitius paracollinoides AJ786665
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T365 (96%)

T3150 (94%)

T3160 (97%)

Lactobacillus spp. ASF360 AF157050
Lagtobacillus acidophilus AY63430
Uncultured bacterial clone AY859115

Fig 1. Arbol filogenético de las secuencias de los ADNr 16S detectadas en
muestras de aguamiel, pulque y bacterias de referencia obtenidas de la base de
datos del NCBI. Ademas se indica el numero de acceso de GenBank mas
cercano). En el cuadro se sefala la muestra de aguamiel (AM118) con un 93% de
identidad con Leuconostoc mesenteroides (Escalante et al., 2008).

2.2 USOS DEL MAGUEY

El maguey, forma parte importante del paisaje mexicano, y proporciona muchos
productos de gran utilidad, entre ellos fabricacion de ropa y utensilios con fibras de
hojas de Agave fourcroydes, A.sisalana (henequén), A. lechuguilla y A. salmiana
(Cruz et al., 2006), las pencas que se emplean como platos, tapas, embudos,
canales y para techar las casas, de ellas se obtiene la fibra para tejer; sus puas
se utilizan como agujas y perforadores; del A. salmiana y A. atrovirens se obtiene

el aguamiel. También tiene propiedades medicinales y sus cenizas sirven como
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abono y repelente para plagas. Prospera principalmente en los estados centrales
del Pais (Querétaro, Estado de México, Tlaxcala, Hidalgo, Morelos, D.F y Puebla).

2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DEL AGAVE

Estudios sobre los componentes de la planta demostraron que A. salmiana
produce altos niveles de varios terpenos tales como, felandreno, terpineno, p-
cimene, limoneno, naftaleno, linalol, 4-terpineol, trans-nerolidol y geraniol, ademas
de contener altos niveles de saponinas (Cruz et al., 2006). Ademas de contener
fructanos de cadena corta que pueden ser utilizados como prebidticos, debido a
que estimulan el crecimiento de bacterias benéficas como bifidobacterias (B.
breve) y lactobacilos al no ser hidrolizados por el estbmago y el intestino delgado e
inhiben la colonizacion del intestino por patdégenos, ejerciendo un efecto protector
hacia los desdrdenes intestinales agudos o crénicos. La fermentacion de los estos
fructanos puede promover algunas funciones fisioldgicas especificas a través de
la liberacién de metabolitos de las bacterias en especial los acidos grasos de
cadena corta (acetato, propionato, butirato, lactato, etc.) al lumen intestinal. Los
acidos grasos de cadena corta actuan mediante la modificacion del pH sobre las
células intestinales y pueden participar en el control de varios procesos como la
proliferacion mucosal, la inflamacidn, la carcinogénesis colorrectal, la absorcion de
minerales y la eliminacion de compuestos nitrogenados (Del Moral Marti et al.,
2003).

3. BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)
Las BAL son un grupo de bacterias Gram-positivas, no formadoras de esporas,

con una morfologia de cocos o bacilos, que producen acido lactico como el
principal producto final de la fermentacion de los diversos carbohidratos. El
término BAL esta intimamente asociado con bacterias implicadas en Ila
fermentacién de alimentos y con bacterias que se asocian con las superficies de
las mucosas de los seres humanos y animales. Los limites del grupo han sido
objeto de cierta controversia, pero histéricamente los géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus forman el nucleo del grupo (Fig 2), sin
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embargo, las BAL comprenden alrededor de 20 géneros entre ellos: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcis, Streptococcus, Tetragenococcis, Vagococcus y
Weissella (Axelsson et al., 2004).

(9)
L. delbrueckii

()

L. gasseri (6
L. casei 7 $19)

Leuconostocaceae L. johnsonii

(4) L. mesenteroides

Lactobacillaceae

(5) P. pentosaceus

S. thermophilus (6)
Lactobacillaceae
(6) L. brevis Streptococcaceae
L. plantarum . lactis ssp. cremoris (6)
L. lactis ssp. lactis
0.05
B.subtilis
(outgroup)

Fig 2. Arbol filogenético de Lactobacillales construidos sobre la base de
alineaciones concatenadas de ADNr 16S. Las especies son de color de acuerdo a
la taxonomia actual: Lactobacillaceae, azul, Leuconostocaceae, magenta;
Streptococcaceae, rojo. Entre paréntesis se indica el numero de operones de
rRNA (Makarova and Koonin, 2007).

Las BAL también se diferencian en el numero de operones rRNA, desde dos
presentes en Oenococcus oeni a nueve en L. delbrueckii, que se correlaciona con
el numero de genes tRNA (Tabla 1) y puede reflejar diferencias en la
competitividad ecoldgica (por ejemplo, capacidad de crecimiento rapido y la
produccion de acido lactico) entre estas bacterias. Las BAL presentan plasmidos
que son esenciales para el crecimiento en entornos especificos ya que codifican

para la produccion de bacteriocinas (Makarova and Koonin, 2007).
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3.1 COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS PRODUCIDOS POR BAL

El efecto antimicrobiano primario de esta clase de bacterias se produce por la
competencia de nutrientes y al descenso del pH, debido a la produccion de acidos
organicos. Ademas se producen otras sustancias antimicrobianas como etanol,

dioxido de carbono, diacetilo, acetaldehido, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas

3.1.1 ACIDOS ORGANICOS

El acido lactico producido interactua con las membranas celulares y causa
acidificacion intracelular y desnaturalizacion de proteinas. El grado de disociacion
del acido lactico depende del pH, donde a un bajo pH se encuentra en la forma no
disociada, siendo toxico para hongos, levaduras y varias bacterias (Salminen et
al., 2004).

El acido acético y propionico producidos por las cepas de BAL por la via
heterofermentativa, interactian con las membranas celulares y causan
acidificacion intracelular y desnaturalizaciéon de proteinas. Estos compuestos
antimicrobianos son mas efectivos que el acido lactico debido a los elevados
valores de pKa (acido lactico 3.08, acido propidnico 4.87 y acido acético 4.75), por
lo tanto tienen un mayor rango de actividad antimicrobiana contra levaduras,

mohos y bacterias (Yang, 2000)

El acido acético es mas efectivo contra el crecimiento de Listeria monocytogenes
que el acido lactico y acido citrico. El acido acético tiene una actividad sinérgista
con el acido lactico; el pH del medio disminuye por la accion del acido lactico,

aumentando la toxicidad del acido acético (Yang et al., 2000).
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3.1.2 PEROXIDO DE HIDROGENO Y OTROS METABOLITOS DEL
OXIGENO

En condiciones aerobicas, las BAL transforman el oxigeno molecular (O2) en

metabolitos del oxigeno como anion superoxido (Oz), peroxido de hidrogeno
(H202) vy radical hidroxilo (HO'); estas reacciones son catalizadas por enzimas
especificas generalmente en presencia de un sustrato a oxidar (Leveau y Bouix,
2000). El conjunto de las enzimas y sus derivados asi como las reacciones
catalizadas aparecen en la Tabla 2, estas enzimas han sido halladas en cepas de
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus.

Estos metabolitos tienen un efecto antimicrobiano contra otros microorganismos,
incluidos los patdgenos presentes en alimentos, esto principalmente por la
inactivacion de enzimas como: gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, lactato
deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa o coenzima A y por la oxidacion de los
grupos sulfhidrilo. La inhibicion también es causada por el aumento de la
permeabilidad de las membranas debido a la peroxidacion de lipidos y dafio en el

material genético.

Tabla 2. Enzimas del metabolismo del oxigeno y sus derivados (Leveau y Bouix,
2000).

(NADH: H20- oxidasa)
NADH + H" + O, — NAD" + H,O"
( NADH: H20- oxidasa)
2 NADH + 2 H"+ O, — 2 NAD" + 2 H,O
Piruvato oxidasa (+ TPP, FAD)

Piruvato + Fosfato + O, — Acetilfosfato + CO,+ H,0>
(a-glicerofosfato oxidasa)
a-glicerofosfato + O, — Dihidroxiacetona fosfato + H,O
(Superoéxido dismutasa)

20, +2H" — H,0,+0,

(NADH peroxidasa)

NADH + H" + H,0,—> 2 H,O + NAD"

TPP: tiamina pirofosfato; FAD: flavina adenina dinucleétido
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EFECTO BACTERIOSTATICO DE LOS METABOLITOS DE
OXIGENO

Las bacterias homofermentativas catabolizan la glucosa a través de la ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), mientras que las bacterias heterofermentativas
siguen la via de las pentosas fosfato. En la homofermentacion, las 2 moléculas de
NADH durante la formacién del Gliceraldehido-3-fosfato (G3P) se vuelven a oxidar
para favorecer la reduccion del piruvato a acido lactico por una deshidrogenasa
lactica (LDH). Cuando las células estan en condiciones aerobicas, su sistemas
NADH peroxidasa y NADH oxidasa se inducen, los cuales compiten con la LDH
por el NADH disponible. Esto se traduce en una disminucién en la actividad
acidificante de las bacterias.

La oxidacién de compuestos de sulfhidrilo puede tener un efecto bacteriostatico o
bactericida, en funcién de si 0 no la reaccién es reversible cuando las células
vuelven a condiciones anaerobicas. El efecto desnaturalizante de oxigeno y sus
metabolitos en G3P deshidrogenasa se ha demostrado y es probable que la
oxidacion de sulfhidrilo a disulfuro afecta a un numero de enzimas
(deshidrogenasa lactica, alcohol deshidrogenasa) o coenzimas con grupos
sulfhidrilo (coenzima A) (Piard et al., 1991).

EFECTO BACTERICIDA DE LOS METABOLITOS DE OXiGENO

Los radicales libres y peroxido de hidrogeno dafan los acidos nucleicos
bacterianos, lo que conduce a alteraciones reversibles o irreversibles.
Ananthaswamy, (2004) demostro la modificacion de ADN debida al H20O,, al
mostrar que mutantes de E coli que carecen de los sistemas de reparacion del
ADN fueron mas sensibles a H,O, que las cepas con los sistemas de reparacién
intactos. ElI H»O, provoca roturas en la estructura del ADN, liberando los
nucleotidos y previniendo la replicacion de cromosomas. El radical hidroxilo puede
atacar el grupo metilo de la timina, dafiando de ese modo el ADN. El oxigeno
molecular activo también puede reaccionar con la guanina y provocar rupturas en
una cadena de ADN (Piard et al., 1991).

23



3.1.3 DIOXIDO DE CARBONO

Como consecuencia de un proceso heterofermentativo de los carbohidratos, las
BAL producen dioxido de carbono, que puede crear condiciones anaerdbicas e
inhibir el crecimiento de microorganismos aerobios obligados o formar acido

carbodnico y causar un descenso de pH (Salminen et al.,2004).

3.1.4 COMPUESTOS AROMATICOS

El diacelilo se sintetiza en la via de degradacion del piruvato, es producido por
cepas de Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus asi como otros
microorganismos por la fermentacion del citrato, liberandose al medio extracelular.
Su accién antimicrobiana es bactericida para las bacterias Gram-negativas y
bacteriostatica para las Gram-positivas, debido al grupo a-dicarbonil de Ia
molécula, que reacciona con la porcion guanido del aminoacido arginina de las
enzimas microbianas, desactivandolas por bloqueo o modificacion de la zona
catalitica (De Vuyst et al., 1994).

3.1.5 COMPUESTOS INHIBITORIOS DE BAJO PESO MOLECULAR

Estos componentes comparten la caracteristica de ser activos a bajo pH, son
termoestables, tienen un espectro amplio de actividad y son solubles en acetona
(Ouwehand et al., 1999).

La reuterina (74 Da) es una sustancia antimicrobiana producida por cepas de
Lactobacillus reuteri, dentro de los organismos importantes en la salud publica que
son sensibles a la reuterina se encuentran especies de Salmonella, Shigella,
Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida y Tripanosoma (Yango et al.,
2000).

El acido piroglutamico con peso molecular <1000 Da, es producido por L. casei
subsp. casel, L. casei subsp. pseudoplantarum y Streptococcus bovis. Es capaz
de inhibir a bacterias como Bacillus subtilis, Enterobacter colacae y Pseudomonas
putida (Ouwehand et al., 1999).

24



3.1.6 SUSTANCIAS INHIBITORIAS BLIS (BACTERIOCIN-LIKE
INHIBITORY SUBSTANCES, POR SIS SIGLAS EN INGLES)

Son sustancias antimicrobianas de naturaleza proteinica, las cuales no estan
completamente definidas o cumplen con los criterios de la definicion de
bacteriocinas. Por lo general tienen un espectro mas amplio de actividad que las
propias bacteriocinas, ya que son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, asi como hongos y levaduras (Atanassova et
al., 2003).

3.1.7 PEPTIDO GLUCANO HIDROLASA (PGH)

Las péptido glucano hidrolasas (PGH) representan un amplio grupo de enzimas de
diferente origen, pero con una estructura similar. Su sustrato es el peptidoglicano,
el componente mas importante de las paredes celulares bacterianas. La actividad
de estas enzimas resulta en una perturbacion de la pared celular y la consiguiente
lisis celular bacteriana. Las bacterias Gram-positivas son un grupo de accidn
apropiado para las PGH, ya que estas poseen una capa de peptidoglicano que

sirve como primera linea de defensa de la integridad celular (Mendez et al., 2010).

De acuerdo a la especificidad de hidrdlisis de los enlaces, las PGH se pueden
dividir en varios grupos, como se muestra en la Figura 3. La especificidad de la
hendidura depende del dominio catalitico de la PGH:

= Glicosidasas (N-acetilglucosaminidasas y N-acetylmuramidasas).
Hidrolizan los enlaces B-(1—4) entre unidades disacaridas de cadenas de
glucano.

= Peptidasas son capaces de escindir los péptidos cortos (carboxipeptidasas) o
puentes de péptidos cruzados (endopeptidasas).

= N-acetilmuramoyl-L-alanina-amidasas (amidasas). Escinden el enlace

amida entre las cadenas de glucanos y puentes peptidicos.
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N-acetilmuramoyl-L-alanina amidasa
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Fig 3. Estructura del peptidoglucano y especificidad de hidrdlisis de enlaces de las

peptidoglucano hidrolasas (Mendez et al., 2010).

4. BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular,
sintetizadas en los ribosomas, estables al calor, producidas por bacterias y son
activas contra otras bacterias, en ocasiones de la misma especie (espectro
reducido), o de diferente género (de amplio espectro) (Cotter et al., 2005). El
interés por las mismas deriva del hecho de que son producidas por organismos
que se encuentran en los alimentos y por esta razon podrian ser consideradas

como "naturales” (Ouwehand et al.,1999).

Las bacteriocinas difieren en su espectro de actividad, caracteristicas bioquimicas
y determinantes genéticos. La mayoria de las bacteriocinas son pequefas
generalmente de 3-10 kDa, tienen un punto isoeléctrico alto y contienen dominios
hidrofébicos e hidrofilicos (Ouwehand et al.,1999).

Las bacteriocinas de las BAL tienen muchas caracteristicas que las hacen
candidatas adecuadas para su uso como conservantes de alimentos, tales como:
= La naturaleza de proteinas, la inactivacion por enzimas proteoliticas del

tracto gastrointestinal
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= No son toxicas

= |nactivas contra las células eucariotas

= Por lo general son termorresistentes (puede mantener la actividad
antimicrobiana después de la pasteurizacion y esterilizacion)

» La actividad bactericida de amplio que afecta a la mayoria de las bacterias
Gram-positivas y algunas bacterias Gram-negativas incluyendo diversos
patogenos, tales como L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus, y
Salmonella (Oscariz et al., 2001).

El Orden de Lactobacillales hace referencia a bacterias Gram-positivas
productoras de péptidos antimicrobianos especificos producidos ribosomalmente y
denomidados bacteriocinas, debido a que son proteinas pequefias con secuencias
muy divergentes, a menudo son dificiles de identificar por analisis de su secuencia

de aminoacidos conservados.

Entre los genomas de organismos pertenecientes al Orden Lactobacillales

analizados por Makarova et al., siete de ellos poseen agrupaciones de genes de

bacteriocinas (putativos) y proteinas asociadas. Dentro de estas regiones, se

identificaron dos familias de prebacteriocinas:

= Una familia consta de precursores de una bacteriocina conocida como
pediocina de P. pentosaceus, homoélogos de que también estan presentes en
L. mesenteroides y L. casei.

= La segunda familia consiste en bacteriocinas (putativas) relacionadas a la
Divercina V41 y presentes en P. pentosaceus y L . Johnsonii (Makarova et al.,
2007).

Ademas, numerosos marcos de lectura abiertos situados en la proximidad
inmediata de los genes putativos para bacteriocinas y proteinas asociadas
pueden codificar nuevos péptidos. Los genes que codifican bacteriocinas se

transfieren horizontalmente tal como indica el analisis de los respectivos arboles
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filogenéticos y las diferencias en la organizacion del operén (Makarova et al.,
2007).

Un ejemplo de los dafios y lisis causados por la enterocina AS-48 (0,1 mg/mL
durante 2 h, y/o 3 mg/mL durante 10 min) sobre células de Listeria monocytogenes
CECT 4032 (Fig 4) se observa cuando (A) las células tratadas muestran una
marcada retraccion del cuerpo celular, (B) una separacion visible desde la pared
celular en algunos puntos, donde el citoplasma de las células tratadas tenia una
densidad mucho menor (probablemente debido a la pérdida de solutos). También
se observaron células vacias (fantasmas), asi como las paredes celulares rotas.
Ademas, la accion de la bacteriocina caus6 la desorganizacion completa de la

membrana celular, con la formacion de pequefias vesiculas (C-D).

Fig 4. Ejemplo de los dafios causados por bacteriocinas sobre células en fase
exponencial de Listeria monocytogenes CECT 4032. (A) Células sin enterocina
AS-48; (B) Células tratadas con 0.1 ug/ml de enterocina AS-48 durante 2 horas; (C
y D) células tratadas con 3 pyg/ml de enterocina AS-48 durante 10 min (Adaptado
de Mendoza et al., 1999).
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4.1 CLASIFICACION DE BACTERIOCINAS

De acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y genéticas, las bacteriocinas
producidas por las BAL se han clasificado en cinco clases (Tabla 3):

Tabla 3. Clasificacion de bacteriocinas (Adaptada de Oscariz et al., 2001).

Bacteriocina
representativa

Subclase Bacteria productora Caracteristicas

CLASE I Lantibiético (<5 kDa)

Pequefos péptidos cationicos de membrana formados por residuos de aminoacidos (antionina y
R-metil lantionina) modificados postraduccionalmente. La formacion de estos enlaces dentro del
péptido genera una serie de estructuras “globulares” que son caracteristicas de los lantibidticos
los cuales ejercen su efecto a nivel de la membrana y la pared celular.

Nisina Lactococcus lactis Las modificaciones
la Staohvi postraduccionales involucran
Epidermina apnylococeus reacciones de deshidratacion de
epidermidis . : .

residuos de serina y treonina, lo
-~ ; que da lugar a la formacion de
Mersacidina Bacillus sp. dehidroalanina (Dha) y
dehidrobutirina (Dhb)
respectivamente. La reaccion de
estos aminodacidos con el grupo tiol
Ib (SH) de un residuo de cisteina,
Mutacina Streptococcus mutans| denera un enlace tioéter
generando lantionina (en el caso
de Dha) y R-metil-lantionina (en el

caso de Dhb).

CLASE Il No-Lantibiotico (<10 kDa)

Son péptidos de bajo peso molecular, termoestables, formados Unicamente por aminoacidos
modificados (no contienen lantionina), sintetizados en el ribosoma como péptidos inactivos y
entran en funcion por el corte post-traducciéon en el N-terminal del péptido lider e inducen la
formacion de poros en la membrana de las células blanco.

Leucocina A Leuconostoc gelidum
Pediocina PA-1 Lactococcus lactis Péptidos simples anti-listeria que
lla ! / contienen la secuencia de aminoacidos
- euconostoc ;
Mesentericina Y105 mesenteroides YGNGYV cerca del N-terminal.
Sakacina P Lactobacillus sakei
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Tabla 3. Clasificacion de bacteriocinas (Adaptada de Oscariz et al., 2001)

(continuacién)

Bacteriocina

Subclase

representativa

Lactococcina G
Lactococcina A

Bacteria productora

L. lactis
L. lactis sub cremoris

Caracteristicas

CLASE Il Lantibiético (<5 kDa)

Peptidos
grandes
termilabiles

Helveticina J

Lactacinas Ay B

Bacteriocinas Lactocina 27

complejas
Pediocina SJ-1

Bacteriocinas Lactocina 27

complejas
Pediocina SJ-1

Bacteriocinas

circulares Enterocina AS-48

CLASE Ill (>30 kDa)

L. helveticus

L. jhonsoni
CLASE IV

L. curvatus

Enterococcus
faecium

CLASE IV

L. curvatus

Enterococcus
faecium

CLASE V

Enterococcus
faecalis

b Lactacina F L. jhonsonii Bacteriocinas de dos péptidos
Plantaricinas L. plantarum
. Enterococcus
Enterocina AS-48 | . i PéptiQos th.ioI a’lctivados (necesitan
llc . N Carnobacterium red.uqr la cisteina para su
Divergicina A divergens actividad).

La mayoria son producidos por el
geénero Lactobacillus

Son proteinas con lipidos y/o
carbohidratos

Son proteinas con lipidos y/o
carbohidratos

Bacteriocinas de estructura circular
y no modificadas
postraduccionalmente.
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Lantionina B-metil-lantionina

Fig 5. Estructura del lantibiotico (A) nisina y (B) mersacidina. Los residuos de
lantionina se indican en negro y como Ala-S-Ala. Los residuos de R-metil-
lantionina se muestran en negro y como Abu-S-Ala (Lépez et al., 2008).

4.2 MODO DE ACCION DE LAS BACTERIOCINAS

La acciéon de las bacteriocinas esta determinada por la composicion de la
membrana citoplasmatica, la estructura y la expresion de una proteina en funcién
de la inmunidad, ademas de la composiciéon quimica del medio ambiente.
Recientemente se considera también en la existencia de las moléculas
superficiales en la membrana de la célula blanco que permiten el acoplamiento
con la bacteriocina producida por otra bacteria (Cintas et al., 2001).

Se ha determinado que las bacteriocinas demuestran alta actividad bactericida
que se relaciona principalmente con el contenido de cistina; y de acuerdo a ello,
se establecen tres espectros de accion:

a) Bacteriocinas con espectro inhibitorio estrecho, cuyos productos inhiben
microorganismos de la misma especie.

b) Bacteriocinas con espectro inhibitorio intermedio, cuyos productos inhiben
otros géneros de BAL, bacterias Gram-positivas y patdgenas presentes en
alimentos.

c) Bacteriocinas con amplio espectro de inhibicidn que actuan contra un gran

numero de bacterias Gram-positivas
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La mayoria de las investigaciones han demostrado que la actividad bactericida de
las bacteriocinas, se dirige principalmente contra bacterias Gram positivas. Sin
embargo, existen numerosas bacteriocinas que presentan un amplio rango de
accion, inhibiendo especies Gram-negativas (Mota-Meira et al., 2001; Chung et
al., 2005) hongos patdgenos vy virus.

Cotter et al., determinaron que las bacteriocinas de bacterias Gram-positivas

presentan diferentes modos de accion de acuerdo a su clasificacion (Fig. 6)

4.2.1 CLASE I- LANTIBIOTICOS

El modo de accion de los lantibioticos se atribuye a la desestabilizacidn (debido a
la formaciéon de poros) de las funciones de la membrana citoplasmatica. La
estructura de estos péptidos, a-hélice o B-laminar, pueden formar dos caras, una
hidrofilica y otra hidrofébica creando oligdbmeros que pueden atravesar la
membrana y formando poros. El lado apolar de la molécula se situara proxima a
los lipidos de la membrana y el lado polar al centro del poro.

Como consecuencia, se observa una pérdida de iones K+, ATP y, en algunos
casos aminoacidos y moléculas pequenas. La pérdida de estas sustancias origina
a su vez una pérdida del potencial de la membrana, consumo de las reservas
energéticas celulares, descenso de la sintesis de ADN, ARN vy proteinas,
originando la muerte celular. Algunos miembros de la clase |, como la nisina,

poseen el siguiente mecanismo de accion (Fig 6):

- Etapa 1, la nisina posee una carga neta positiva que incrementa su interaccion
con las cargas negativas de los componentes de la pared celular como
lipopolisacaridos de la membrana de las bacterias Gram-negativas, o con los
acidos teicoicos vy lipoteicoicos de la pared de las bacterias Gram-positivas; la
hidrofobicidad es una caracteristica requerida para la insercion de la
bacteriocina en la membrana celular, y la flexibilidad que le permite a la
bacteriocina realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno de

interaccidon con la membrana
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Etapa 2, la nisina se une al lipido Il, principal transportador de las subunidades

de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular interfiriendo con su

sintesis, lo que lleva a la bacteria a muerte celular.

Etapa 3, adicionalmente, varias moléculas de nisina utilizan al lipido Il para
anclarse e insertarse en la membrana celular y comenzar con la formacion de

los poros, lo que lleva a la bacteria a una rapida muerte celular (Lopez et al.,

2008)

Clase Il
Sakacina

Bacteriolisinas

Pared
celular

.....

Upido 1l

LI OO0 DOOLEOO000000RICE)
-

' CO0000S
3. 4 Membrana celular ﬂ
L7 >

"
POOOOCO0COOOOOO0O0RCOGOEDOC0000E00 2

. ¥
ol

Péptidoglicano O&‘ 2

Fig 6. Modelo que muestra el mecanismo de accién de las bacteriocinas clase | y
Il (Cotter et al., 2005).

4.2.2 CLASE II- NO LANTIBIOTICOS

La mayoria de las bacteriocinas de clase Il inhiben el crecimiento de bacterias
similares mediante las interacciones con la membrana celular que inicia con el
reconocimiento entre la bacteriocina y el receptor de la membrana celular, seguido
de una serie de interacciones electrostaticas, que le permite insertarse dentro de
la membrana interfiriendo con su estructura y conduciendo a una despolarizacion,

la muerte y la lisis de la célula diana (Cotter et al., 2005).
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4.3 SINTESIS DE BACTERIOCINAS CLASE II

1. La proteina histidina cinasa (HPK) detecta la presencia del Factor de
Induccion (IF) y se autofosforila. (Fig 7)

2. El grupo fosfato es transferido al Regulador de Respuesta (RR), el cual activa
los genes involucrados en la sintesis de la pre-bacteriocina (pre-enterocina A).

3. La pre-bacteriocina contiene un péptido senal en la region N-terminal y un
sitio de procesamiento proteolitico de doble glicina (en contraste con los
lantibidticos, que no se someten a una amplia modificacion postraduccional).
El péptido sefial mantiene a la bacteriocina en forma inactiva dentro de la
célula productora facilitando su interaccién con el transportador, y en el caso
de los lantibidticos juega un papel importante en el reconocimiento de la pre-
bacteriocina por las enzimas que realizan las modificaciones
postraduccionales.

4. El pre-péptido y el IF son transportados al exterior por el transportador
membranal ABC (dependientes de ATP) y la Proteina auxiliar; AP, removiendo
proteoliticamente el péptido senal.

5. De esta manera el extremo carboxilo terminal es separado del péptido sefal y
es liberado al espacio extra celular representando al péptido biolégicamente
activo y al IF.

6. La proteina de inmunidad protege a la bacteria productora de la accion de sus
propios péptidos. Se han propuesto dos sistemas de proteccion: (i) La
proteccion puede ser proporcionada por una proteina especifica que secuestra
e inactiva a la bacteriocina, o bien se une al receptor de la bacteriocina
cambiando su estructura conformacional haciéndolo inaccesible a esta ultima
(ii) . El segundo sistema lo constituyen las proteinas de transporte ABC, que
en algunos casos proporcionan el mecanismo de proteccion mediante la

expulsion de las bacteriocinas que se unen a la membrana.
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Un esquema general de la ruta biosintética de las bactericiocinas clase Il se

muestra ®
@ Bacleriocina

- F

Senal

Procesamiento (Factor de induccién, IF)
proteoclitico

Proteina auxiliar; AP l Proteina sensor
(eniD) Histidina-cinasa
e (2N1K)

(entl)
Proteina de
inmunidad

Reguladar de

Respuesta (RR)
(entit)

— -

oam FreF @
Péptid
sef?a[ ° Activacién de genes

¢entt) @@ Prebacteriocina @

I Proteina accesoria (AP) |

Fig 7. Regulacion de la sintesis de la enterocina A de Enterococcus faecium (no
lantibidtico) (Petre et al., 2012).

4.4 ORGANIZACION GENETICA DE LAS BACTERIOCINAS

Los genes que codifican bacteriocinas estan organizados como operones. Varias
proteinas responsables de la modificacion y exportacion de bacteriocinas vy
regulacion de la biosintesis de estas, son a menudo codificadas en el mismo
operon. Asi por ejemplo, el operon de la enterocina A (no lantibiético) (Fig 8) de
Enterococcus faecium contiene los genes (ent AIFKRTD) que codifican:

= La pre-enterocina.

= La proteina involucrada en la autoproteccion de la cepa productora.

= El gen de induccidn de la sintesis de la bacteriocina.

»= Los genes de las proteinas involucradas en su transporte extracelular

= Los genes de las proteinas involucradas en la regulacion de la sintesis de
la bacteriocina. En el caso de los lantibidticos, estos poseen
adicionalmente los genes que codifican las enzimas de modificacion de la

bacteriocina (Lopez et al., 2008).
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Protelna
autoprotectora

Inducdiénde la

Prebactetiocina sintesis de la 3
bacterlodna Protelnas que regulan |a Protelnasinvelucradasen el
= = Lh i transporte extracelular
P ] | sintesis de la bacteriodina B

{entA) (entl) (entF) (entK) {entR) (entT) (entD)

Fig 8. Organizacion genética de los operones de la enterocina A de Enterococcus
faecium (no lantibidtico). Genes con funciones similares se muestran con la
misma trama. P=Regiones promotoras (Lopez et al., 2008).

La regulacion de la sintesis de las bacteriocinas esta mediada por sistemas de
transduccion, entre los factores que activan estos sistemas incluyen, la presencia
de otra bacteria competidora, estrés por temperatura y un mecanismo de “censado

poblacional” o “quorum sensing” (Lopez et al., 2008).

Ademas, numerosos marcos de lectura abierta pequenos situados en la
proximidad inmediata de los genes de bacteriocinas y proteinas asociadas pueden
codificar nuevas bacteriocinas y Proteinas de Inmunidad (Fig 9) a pesar de la falta
de similitud con secuencias conocidas (Makarova and Koonin, 2007).

D@ TIDDDDO0DD Gl <) £ mesenerotdes [ —

B D demopiiis s s
D Bacteriocina nueva o Proteina de inmunidad

BT L B renes

<::|:!-<:’ B P pentosaceus [ > peptidasaunidaa permeasa

|:| Permeasa MdIB-like
“ ...... GGCK:I" ‘—I—I ........ \—; - .......' Lelbrigert ' Bacteriocina conocida

[T - J0-0@ Lo

Fig 9. Cluster de genes que codifican tanto para bacteriocinas conocidas vy
previstas como para el sistema de transporte de bacteriocinas (Makarova and
Koonin, 2007).
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5. FERMENTACION

Bioquimicamente, la fermentacion es el proceso metabdlico en el que los
carbohidratos y compuestos relacionados se oxidan parcialmente en la ausencia
de cualquier aceptor de electrones externos, con la liberacion de una pequena
cantidad de energia y con productos que constan de algunos compuestos
organicos que son mas reducidos que otros (Bosscher et al., 2009). Los alimentos
fermentados albergan diversos microorganismos como mohos, levaduras, y
bacterias los cuales transforman los componentes quimicos de las materias
primas durante la fermentacion de alimentos, mejorando el valor nutritivo de los
productos. Las BAL son industrialmente organismos importantes reconocidos por
su capacidad fermentativa (Tabla 4), asi como sus beneficios para la salud y

nutricion.

De acuerdo con los productos finales de la fermentacion de la glucosa, las BAL se
han dividido en dos grandes grupos: homofermentativas y herofermentativas. En la
tabla 5, se muestran los géneros de bacterias de acido lactico, su tipo de
fermentacién y productos. El grupo homofermentativo compuesto por Lactococcus,
Pediococcis, Enterococcus y Streptococcus, posee las enzimas aldolasa y hexosa
isomerasa y utilizan la ruta EMP al convertir 1 mol de glucosa en dos moles de
acido lactico, ademas de producir mas del 85% de acido lactico a partir de la
glucosa. En la Figura 10 a se observa que el acido lactico es el principal producto
de esta fermentacién. Mientras que las bacterias heterofermentativas compuesto
por los geéneros: Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus,
Leuconostoc y Pediococcus, estas bacterias contienen la enzima fosfocetolasa y
asi que en lugar de seguir la via EMP, utilizan las vias de la hexosa monofosfato o
la de la pentosa fosfato produciendo alrededor de un 50% de acido lactico, 25%
de acido acético y alcohol etilico y 25% de CO, (Fig 10b). Existen también las
bacterias heterofermentativas facultativas, las cuales utilizan la via EMP o la via
de las pentosas fosfatos para dar como productos en su mayoria acido lactico,
acido acético, CO, acido férmico y etanol (Tamang et al., 2010).
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Tabla 4. Alimentos y bebidas fermentadas y sus bacterias lacticas asociadas
(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2010).

Productos fermentados Bacterias Acido Lacticas

Productos lacteos
-Quesos duros sin ojos

-Quesos con ojos pequeinos

-Quesos de tipo italiano y

suizo

-Mantequilla y el suero de

leche

-Yoghurt
-Leche fermentada
probidtica

-Kefir

L. lactis subps lactis, L. lactis subsp. cremoris

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris, L.
mesenteroides subsp. cremoris

L. delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus, L. casei,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus

L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, L. lactis subsp. cremoris, L.
mesenteroides subsp. cremoris

L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus
L. casei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
johnsonii, B. lactis, B. bifidum, B. breve

L. kefir, L. kefiranofacies, L. brevis

Carnes fermentadas
Salchicha fermentada
(Europa)
Salchicha fermentada
(EE.UU.)

L. sakei, L. curvatus

P. acidilactici, P. pentosaceus

Hortalizas fermentadas

Sauerkraut

Encurtidos

Aceitunas fermentadas

L. mesenteroides, L. plantarum, P. acidilactici, L.
mesenteroides, P. cerevisiae, L. brevis,

L. plantarum, L. mesenteroides, L. pentosus, L.
plantarum

P. acidilactici, P. pentosaceus, L. plantarum

Cereales fermentados

Masa fermentada

L. sanfransiscensis, L. farciminis, L. fermentum,
L. brevis, L. plantarum, L. amylovorus, L. reuteri,
L. pontis, L. panis, L. alimentarius, Weissella
cibaria.

Productos pesqueros
fermentados

L. alimentarius, C. piscicola
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Tabla 5. Géneros de BAL, tipo de fermentacidon y productos (Tamang et al.,
2010).

Género (Subgénero) Tipo de Producto Principal Configuracion
9 Fermentacion (Relacion molar) de lactato

Streptococcus Homofermentativo Lactato L (+)
Pediococcus Homofermentativo Lactato DL, L (+)
Lactobacillus Homofermentativo Lactato

Thermobacterium | Homofermentativo Lactato D(-), L (+), DL

Streptobacterium | Homofermentativo Lactato D(-), L (+), DL

Heterofermentativo’ | Lactato:Acetato (1:1) D(-), L (+),DL

Betabacterium Heterofermentativo | Lactato:Acetato:CO, (1:1:1) |DL
Leuconostoc Heterofermentativo | Lactato:Acetato:CO; (1:1:1) |D (-)
Bifidobacterium Heterofermentativo Lactato:Acetato (2:3) L (+)

(1) En caso de fermentacién de pentosas fosfato.

6. GENERALIDADES de Leuconostoc mesenteroides

El género Leuconostoc consta de las siguientes 14 especies: Leuconostoc
mesenteroides, L. carnosum, L. citreum, L. durionis, L. fallax, L. ficulneum, L.
fructosum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L.kimchii, L. lactis, L.
pseudoficulneum 'y L. pseudomesenteroides, en la Fig 11 se muestra la relaciones

filogenéticas de estas especies y los 3 subgrupos (Endo et al., 2008).

Este género comprende bacterias Gram-positivas no esporuladas que se
desarrollan en aerobiosis o anaerobiosis. Son BAL que necesitan un medio de
crecimiento complejo rico en aminoacidos, péptidos, carbohidratos, vitaminas y
iones metalicos. Por lo general son células esféricas semejantes a bacilos muy
cortos con extremos redondeados. La especie L. mesenteroides, tiene un
metabolismo heterofermentativo, produciendo acido lactico, CO,, etanol y/o

acético como consecuencia de la fermentacion de los azucares. No produce NHs; a
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partir de arginina, lo que junto con la produccion de acido lactico, los diferencia de
los lactobacilos heterofermentativos. Se diferencia de otras especies en que esta
puede tolerar concentraciones bastante altas de sal y azucar (hasta 50% de
azucar), debido a esto, inicia su crecimiento en los vegetales mas que cualquier
otra BAL (Lappan etal.,1994 ).

04 1 — L. inhae IHO03T (AF439560)

L. gelidum NRIC 17787 (AB022921)

L. gasicomitatum LMG 188117 (AF231131)

L. camosum NRIC 17227 (AB022025)

L. kimchii KCTC 23867 (AF173986) > L. mesenteroides
subcluster

L. lactis JGM 61237 (AB023958)

L. citreum NRIC 17767 (AB022923)
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Fig 11. Relaciones filogenéticas del género Leuconostoc basado en la secuencia
de genes 16S rRNA (Endo et al., 2008).

6.1 PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS (EPS)

Los exopolisacaridos microbianos (EPS) son biopolimeros constituidos
principalmente por azucares producidos por microorganismos (bacterias,
levaduras, hongos y arqueas) localizados en el exterior de la célula microbiana, en
las cubiertas microbianas mas externas o glicocalix y a veces se encuentran
desligados de la célula (Lappan et al.,1994). Los EPS se producen a partir de
una fermentacion microbiana. En la Fig 12 se muestran microcolonias en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), la cual esta compuesta por
DNA extracelular (eDNA), polisacaridos, proteinas, fibras amiloides y los
bacteriofagos. La funcion principal de la matriz de EPS es servir como un escudo
para proteger a la comunidad bacteriana o de la poblacién de los depredadores:
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tales como protozoos o fagos liticos, asi como de toxinas quimicas (por ejemplo,
biocidas y antibioticos). La matriz de EPS pueden ayudar a secuestrar nutrientes y
a la creacion de gradientes, por ejemplo, el oxigeno y los nutrientes que se
difunden hacia el interior, y los productos de desecho, asi como las sefales: como
el 6xido nitrico que se difunden (McDougald et al.,2011).

Entre los principales grupos de biopolimeros se encuentran:

6.1.1 HOMO-EPS.

Se componen de un solo tipo de monosacarido (a-D-glucanos, B-D-glucanos y
fructanos) y son sintetizados a partir de sacarosa usando glucansucrasa o
levansucrasa (Tabla 6). Dos importantes grupos de homo-EPS son producidos por
BAL:

» a-glucanos, compuestos principalmente de residuos de glucosa a-(1—6) y a-
(1v3) denominados dextranos, producido por L. mesenteroides subsp.

mesenteroides y L. mesenteroides subsp. dextranicum y L. mutans.

» Fructanos, compuesto principalmente de moléculas 3-(2—6) de fructosa, tales

como levano producidas por Streptococcus salivarius.

6.1.2 HETERO-EPS

Los hetero EPS no son sintetizados por las enzimas extracelulares, sino que son
sintetizados por una secuencia compleja de interacciones que implican enzimas
intracelulares, mediante polimerizacion de unidades de repeticion (tales como D-
glucosa, D-galactosa, L-ramnosa), estas unidades de repeticion son construidas
por la adicién de nucleétidos de azucar en la membrana citoplasmatica. La unidad
de repeticion se exporta a través de la membrana bacteriana, y se polimeriza para
convertirse en un hetero-EPS. Esto se ha identificado en cepas de S.
thermophilus, L. lactis, L. delbrueckii, y L. helveticus. (Lappan et al.,1994 ).
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Tabla 6. Homo EPS producidos por BAL. Adaptada de (Lappan et al.,1994 )

Homo-EPS Vinculacion principal (enlace de Organismos
ramificacion)
a-Glucanos
Dextrana TR, R | B | R
Una caracteristica comun de todos Nt il VWU WNE~L | L. mesenteroides
os dextranos es la preponderancia o o . ides,
los dext I d o o subsp.mesenteroides
de vinculo a-(1—6) con puntos de a—cn, [ L. mesenteroides
ramificacion en las posiciones 2, 3, VA subsp.dextranicum,
04. ey L. amelibiosum,
L. curvatus
a-(1—+6), a-(1—,3)
Mutana £ A i
H . HM CH,OH ~
Contiene un alto porcentaje de o T . L/ '
enlaces a-(1—+3) Pl S. mutans
a-(1—3), (a-1—6)
CHLUH
Alternana cHOH
Q 2
Tiene enlaces alternativos a-(1— | — f* ,,J—u‘
. HI) 0——CH, - )
6)y o-(1— 3), lacual es o ey /f“ o | e L. mesenteroides
responsable de sus propiedades S o " o
Ho 4]

fisicas distintivas que incluyen alta
solubilidad y baja viscosidad

Levana
Producido a partir de sacarosa. Es
un fructano compuesto de

L. mesenteroides,

moléculas de fructosa 3-(2—6) L. reuteri
ligada
moléculas con algunas -
ramificaciones -(2—1) "
B-(2—6), (B-2—1)
Inulina
Fructano compuesto de moléculas CHff‘OHO i
de fructosa B-(2—1) vinculadas
con moléculas B-(2—6). sl (i
FREL L S. mutans
< HO»

B-(2—1), B-(2—6)
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7. PROBIOTICO

El concepto de alimento funcional incluye que su ingesta se efectue como
componente habitual de la dieta y que éste ejerza sus efectos en las cantidades
ingeridas normalmente en una dieta equilibrada. Dentro de los alimentos
funcionales tienen un papel destacado, y en general bien reconocido, los

probidticos y los prebidticos.

Los prebioticos son ingredientes alimenticios no asimilables por nuestro organismo
que promueven la proliferacion selectiva de bacterias intestinales beneficiosas

como fructo oligosacaridos, inulina, lactulosa y galactooligosacaridos.

Los probidticos son suplementos alimentarios que contienen microorganismos
vivos que afectan beneficiosamente al huésped mejorando su equilibrio
microbiano intestinal.

En la actualidad existe en el mercado una importante y variada oferta de productos
suplementados con prebioticos y/o probidticos. El principal vehiculo de
administracion de éstos son los productos lacteos, especialmente las leches
fermentadas, aunque se pueden encontrar en muchos otros productos como
helados, quesos, embutidos, zumos o cereales, y productos farmacéuticos en
forma microencapsulada (Gamino et al., 2005).

7.1 CRITERIOS DE SELECCION DE PROBIOTICOS

Las cepas prebidticas cuentan con varias propiedades deseables con el fin de ser
capaz de ejercer sus efectos beneficiosos. Los criterios de seleccion que se han
considerado para ser relevante para cualquier potencial microorganismo probiotico
se enumeran en la Tabla 1. Dependiendo del resultado deseado, un probiético
puede necesitar tener propiedades adicionales (Tabla 7 y 8). Sin embargo, un
probidtico potencial no necesita contar con todos estos criterios de seleccion
(Ouwehand et al., 1999).
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7.2 MICROORGANISMOS UTILIZADOS COMO PROBIOTICOS

El espectro de microorganismos utilizados como probidticos en humanos es muy
amplio e incluye especies de muchos géneros diferentes como Lactobacillus,
Bifidobacterium,  Propionibacterium, Bacillus, Escherichia, @ Enterococcus,
Streptococcus y algunas levaduras del género Saccharomyces. En la Tabla 9 se
muestran algunos de los microorganismos empleados de forma habitual como

probidticos.

Tabla 9. Principales especies microbianas utilizadas como probidticos, entre
paréntesis las cepas mas conocidas. (Gareau et al., 2010)

Probiotico Enfermedad humana en la que se
muestra en beneficio
Levadura
Saccharomyces boulardii \ Infeccion por Clostridium difficile

Bacteria Gram-negativa

ND (no disponibl
Escherichia coli Nissle 1917 (no disponible)

Bacteria Gram-positiva
Bifidobacteria bifidum ND
B. infantis ND
Sepsis en recién nacidos de muy bajo

Lactobacillus rhamnosus
peso al nacer

Lactococcus lactis Enfermedad de Crohn

L. plantarum 299v Diarrea asociada a antibiéticos

L. acidophilus ND

L. rhamnosus Diarrea pediatrica asociada a antibioticos
L. casei ND

Bacillus polyfermenticus ND

Regimenes combinados

L. rhamnosus GG combinado con B.
lactis Infecciones bacterianas

VSL#3 (Lactobacillus casel, L.
plantarum, L. acidophilus, L.
bulgaricus, Bifidobacterium longum, |Pouchitis y colitis ulcerosa pediatrica
B. breve, B. infantis y Streptococcus
thermophilus)
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7.3

MECANISMO DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

Los organismos probidticos pueden proporcionar un efecto beneficioso sobre las

células epiteliales intestinales de numerosas maneras (Fig 13):

A.

Algunas cepas probidticas, bloquean la entrada de patdégenos en las células
epiteliales proporcionando una barrera fisica, lo que se denomina
resistencia a la colonizacion o efecto barrera.

Crear una barrera de moco, causando la liberacion de moco de las células
caliciformes.

Otros probidticos mantenienen la permeabilidad intestinal mediante el
aumento de la integridad de las uniones estrechas intercelulares apicales,
por ejemplo, mediante regulacion al alza de la expresion de Uniones
Oclusivas (una proteina de unidon estrecha presente en el epitelio), o
mediante la redistribucion de la proteina de unién apretada deteniendo de

este modo el paso de moléculas en la lamina propia.

. Algunas cepas probidticas han demostrado para producir factores

antimicrobianos

. Otras cepas estimulan el sistema inmune innato por sefalizacion células

dendriticas, que viajan a los ganglios linfaticos mesentéricos y conducen a
la induccién de las células Treg (Linfocitos T reguladores) y la produccion
de citocinas anti-inflamatorios , incluyendo IL - 10 y TGF - B (Factor de

cremimieno transformante beta).

. Algunos probidticos (o sus productos) también pueden prevenir (f1) o

desencadenar una respuesta inmune innata (f2) mediante la produccion de
Factor de Necrosis Tumoral -TNF por células epiteliales e inhibiendo y/o
activando el NFkB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas) en Macrofagos y amortiguando la respuesta
inmune del huésped al influr en la produccion de IL-8 vy
el posterior reclutamiento de Neutréfilos a los sitios de lesion intestinal.
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Fig 12. Mecanismos de accion de los probitticos (Gareau et al., 2010).

7.4 MICROBIOTA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL (Gl)

La microbiota normal, se refiere a la asociacién simbidtica entre los diferentes
microorganismos y el hospedero. Constituye un ecosistema complejo habiéndose
identificado mas de 400 especies bacterianas, aunque solo entre 30 y 40 especies
son encontradas comunmente. Estos microorganismos se pueden derivar
principalmente de los alimentos, el agua, el aire e incluso del tracto gastrointestinal
superior (Gamifo et al., 2005).

La microbiota intestinal cambia con la edad, siendo distinta en la infancia y en la
edad adulta. En la Figura 14 se muestra la evolucion de los principales grupos

microbianos intestinales desde el nacimiento a la vejez.
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Bacteroides

Bifidobacteria
Streptococcus
Eubacteria Estémago
Bacterias coliformes Lactobacillus
A Clostridium Streptococcus
Fusobacterium Levaduras
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Proteus > Lactibacillus : z N
Pseud: . D 2 Streptococcus Bifidobacterium Escherichia
Staphylococeus  10'=10° yrcimL+ Bacterias coliformes Clostridium Enterococcus
Levaduras Fusobacterium ,
Protozoa Bacteroides Streptococcus
Colon Yeyuno /lleon Eubacterium Klebsiella
10""-10"2 UFCImL* 10%-107 UFCimL*
B *Jugo intestinal
Funclones de protecclén Funclones estructurales Funclones metabélicas
Desplazamiento de patégenos. Fortificacion de barrera Contral, diferenciacién y proliferacisn de células
Induccion de | epiteliales intestinales.
Competencia de nutrientes. duccion de Igh -
Estrechamiento d S2Sal e
Competencia del receptor. SUeCiamieno ce 2 g _—
uniones Sintesis de vitaminas como biotina y folato.

Produccién de factores ;
antimicrobianos, por ejemplo: Desarrollo del sistema Fermentacién de residuos alimenticios no digeribles

re el inmune
bacteriocinas y acido lactico.

.\}. IgA Absarcion de iones. Mg2+ Vitamin K
Bacteria comensal }-\ A A Ca? Biotin

\\ Fe?+ Folato

Fig 13. Funciones de la microbiota del tracto gastrointestinal. (A) La densidad de
bacterias aumenta en el yeyuno / ileon desde el estbmago y el duodeno, y en el
intestino grueso. Los géneros aerobios y anaerobios mas comunes se encuentran
enlistados. (B) Las bacterias comensales ejercen una miscelanea de efectos
protectores, estructurales y metabdlicos en la mucosa intestinal (O'Hara et al.,
2006).
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Fig 14. Evolucién de la microbiota intestinal con la edad (Gamifio et al., 2005).
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A lo largo de la vida el numero de clostridios va aumentando mientras que la
proporcion de bifidobacterias disminuye. En la senectud es frecuente el
aislamiento de Clostridium difficile y aparecen mayores niveles de mohos y

enterobacterias en comparacion con la microbiota de individuos jévenes

Los microorganismos constituyen un enorme potencial enzimatico en el intestino,
desempenando una amplia variedad de funciones metabdlicas. Una de las mas
importantes es la hidrolisis o degradacion de los componentes de la dieta
(azucares, proteinas, lipidos). A través de este proceso se obtiene energia vy
nutrientes, tanto para los propios microorganismos intestinales como para el
hospedador. La fermentacion de los carbohidratos resulta en una disminucion del
pH y la produccion metabolitos como los acidos grasos de cadena corta (SCFAs,
por sus siglas en inglés). Los SCFAs mas abundantes en el intestino son el
acético, el butirico y el propionico y tienen una gran importancia en la fisiologia y
nutricion del TGI (Gamifio et al., 2005).

La capacidad metabdlica de estos microorganismos incluye también la
degradacion de determinados compuestos toxicos, favoreciendo de esta manera

la eliminacion de sustancias carcinogénicas y/o mutagénicas.

Los microorganismos en el intestino pueden participar igualmente en la sintesis de
vitaminas y favorecer la absorcion de diversos minerales como calcio, fosforo,

magnesio y hierro.

En el intestino delgado el ambiente es fundamentalmente oxigénico y la mayoria
de las reacciones microbianas son hidroliticas. Por el contrario, el intestino grueso
es anoxico y las reacciones bioquimicas son normalmente reductoras, aunque
existen grandes diferencias en funcion de la seccion del colon. Los productos de la
fermentacién de carbohidratos (SCFAs, gases y etanol) estan presentes en altas
concentraciones en el ciego y colon ascendente, donde la disponibilidad de
substratos es mayor. Por el contrario, los productos de la degradacion de
proteinas (amonio acidos grasos de cadena ramificada, compuestos fendlicos y
sulfurados volatiles) se producen fundamentalmente en el colon descendente
(Gamino et al., 2005).
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JUSTIFICACION

En nuestro pais se ha incrementado la elaboracion y consumo de los alimentos
funcionales, debido a la tendencia actual de los consumidores, de buscar
alimentos que aporten un beneficio a la salud, mas alla del aspecto nutritivo. En
México el aguamiel y pulque han sido reconocidos como bebidas saludables por
siglos.

En nuestro grupo de investigacion en el Instituto de Biotecnologia y la Facultad de
Quimica, UNAM, Campos (2010) aislé 13 cepas del pulque, de las cuales la cepa
de L. mesenteroies denominada como P45 presentd mejores caracteristica en
cuanto a la resistencia a pH acido, asi como a una alta concentracién de sales
biliares y con actividad inhibitoria contra Escherichia coli EPEC, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhiy S. typhimurium. Posteriormente Matus (2011)
administré esta cepa (P45) oralmente por 7 dias a 18 ratones BALB/c de ocho
semanas, observandose tanto en higado como en bazo una disminucidén de uno
o dos ciclos logaritmicos en la infeccion por S. typhimurium; presentando una

mejor resistencia a la infeccion en las hembras que en los machos.

En el presente estudio se ha planteado la evaluacién de su capacidad probidtica,
mediante pruebas de capacidad antimicrobiana, localizacion celular y ensayos de
adherencia celular, con el fin de aportar mayores evidencias cientificas sobre su

posible aplicaciéon como bacteria probidtica

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Las propiedades antimicrobianas que le confieren potencial probidtico a la cepa de
Leuconostoc mesenteroides P45 aislada del pulque, estan asociadas a la
presencia de bacteriocinas que se ven favorecidas por la produccion de
polisacaridos extracelulares en esta cepa.
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OBJETIVO GENERAL

1.

Estudiar si la produccion de polisacaridos extracelulares (EPS) por la cepa de
L. mesenteroides P45 mejora la capacidad antimicrobiana in vitro contra las
bacterias patdgenas Escherichia coli EPEC, Salmonella entérica typhi, S.
entérica typhimurium y Listeria monocytogenes.

Busqueda en la secuencia del genoma de la cepa P45 de secuencia(s) de
genes que codifiquen para bacteriocinas y proteinas con actividad
antimicrobiana (lisozima y peptidoglicano hidrolasa).

Determinar si la actividad antimicrobiana de la bacteriocina, lisozima y/o
peptidoglicano hidrolasa estan asociadas a la célula o son secretadas al medio
extracelular.

Evaluar la capacidad de adhesion de la cepa P45 en modelos celulares

eucariontes in vitro en condiciones de produccion y no produccion de EPS.

OBJETIVOS PARTICULARES

Objetivo particular 1.

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de la cepa P45 en condiciones de
produccion de EPS vs las bacterias patdgenas indicadas en el objetivo general

1, mediante pruebas de inhibicidn de crecimiento in vitro.

Objetivos particulares 2.

Busqueda en la secuencia del genoma de la cepa P45 de los genes que
codifican para bacteriocinas y glucanhidrolasas y determinacion del tamafno
del péptido/proteina correspondiente.

Deteccion de la presencia de los productos de estos genes asociados a
células y/o en sobrenadantes de un cultivo en liquido libres de células por
electroforesis de proteinas.

Determinar si las bandas de en un gel de proteinas (punto anterior) poseen
actividad antimicrobiana por ensayos de actividad en zimogramas.

Objetivo particular 3.

Evaluar la adherencia de la cepa P45 a las lineas celulares HelLa, Caco-2,
Hep-2 y HT-29.
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MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMOS, LINEAS CELULARES Y CONDICIONES
DE CRECIMIENTO

Las cepas bacterianas y lineas celulares empleadas en este trabajo fueron se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 10. Cepas bacterianas, lineas celulares y medios de cultivo

Microorganismos Medio de cultivo

Se cultivo en caldo APT (DIFCO), incubandose a 37°
C, O.N. Cuando fue requerido, la cepa se cultivd en
L. mesenteroides P45 caldo o placas de medio APT suplementado con
sacarosa al 20%. Aislada de una muestra de pulque
colectada en la localidad de Huitzilac, Morelos.

E.coli EPEC, S. thypi, S. thypimurium Caldo nutritivo DIFCO

L. monocytogenes Caldo nutritivo DIFCO con extracto de levadura 1%

E.coli Da5, S. aureus, . :
E. coli EPEC 2348, 4966 Caldo BHI (Brain Hearth Infussion -DIFCO)

HEp-2 (carcinoma faringeo)

HeLa (carcinoma de cervix) Medio Esencial Minimo Gibco (MEM)

HT-29 (adenocarcinoma de colon) Medio Esencial Minimo Modificado Dulbecco (DMEM)
Caco-2 (adenocarcinoma colonrectal) Medio Esencial Advanced-DMEM

2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
CEPA P45 BAJO CONDICIONES DE PRODUCCION DE EPS.

Se evaluo la actividad antimicrobiana de LP45 sobre las bacterias patogenas E.
coli EPEC, S. typhi, S. typhimurium y L. monocytogenes (Campos, 2010; Matus
2012). Para ello se realizé un precultivo de la cepa de P45 en 10 mL de medio
ATP 37 °C durante toda la noche (O.N.) De este cultivo se inoculé un matraz de
250 mL con 50 mL de caldo APT incubandose bajo las condiciones descritas. De
este cultivo, se ajusté a una DOegoonm = 0.2 y se depositaron 4 gotas equidistantes
con ayuda de una pipeta Pasteur en placas APT, dejando incubar O.N.
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De forma simultanea, se realizé un cultivo de las cepas patogenas S. typhi, S.
thypimurium, E. coli EPEC y L. monocytogenes en matraces Erlenmeyer con 10
mL de caldo nutritivo y 10 mL de caldo nutritivo + 1% de Extracto de Levadura,
incubando a 37 °C ON. Al cultivo resultante se ajustd la D.O.goonm = 0.2 y de este
se mezclaron 500 pL con 5 mL de agar nutritivo suave (7.5% agar), se vacio
inmediatamente sobre las placas de ATP inoculadas previamente con la cepa P45
y se incubd O.N. 37 °C. Al dia siguiente se evalud el efecto antimicrobiano de la
cepa P45 por la presencia de un halo de inhibicion de crecimiento en la sobrecapa
de agar en la que se encuentra embebida la bacteria patdgena alrededor de la
colonia de la BAL.

Para evaluar si la presencia del polimero producido por la cepa P45 tiene algun
efecto sobre la actividad antimicrobiana se realiz6 el ensayo de inhibicion del
crecimiento de las bacterias patdgenas descrito, pero en este caso, se indujo la
produccion del EPS en la cepa P45 al realizar el crecimiento inicial en placas de
APT suplementado con sacarosa.

3. LOCALIZACION CELULAR DE LA PREBACTERIOCINA
PRODUCIDA POR LA CEPA 45

Considerando que se tuvo acceso a la anotacion del genoma de la cepa P45, se
busco la presencia de genes que codificaran para una bacteriocina, lisozima una y
glucan hidrolasas. Con base en esta informacion se procedido a buscar una
proteina tanto en la fraccidn celular y en sobrenadantes con el peso de 11, 27 y 32
kDa.
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3.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
PRODUCIDA POR LOS SOBRENADANTES DE LA CEPA P45

Se inoculd la cepa P45 en 4 tubos de ensayo con 10 mL de caldo APT y se
incubaron a 37 °C durante 24, 48, 72 y 96 h. Cada uno de los cultivos se
centrifugd a 10,000rpm, 4 °C, 90 s. Se tomd una alicuota de 1 mL cada uno de los
sobrenadantes obtenidos, y se concentraron al vacio 2x (Thermo Savant ®)

durante 1 h o hasta alcanzar un volumen final de 500 pL.

Se preparon cajas de Petri con una base de agar APT al 15 % sobre la cual se
vertio una segunda capa de APT 10 %, agregando finalmente una sobre capa de
agar nutritvo suave con S. typhi, S. typhimurium, E. coli EPEC ylo L.
monocytogenes ajustadas a una D.O goonm = 0.2. Sobre estas placas se realizaron
4 pozos equidistantes con la base de una punta estéril y se colocd 90 uL de las

muestras de sobrenadante concentradas (2x) previamente.

3.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
MUESTRAS DE SOBRENADANTE LIOFILIZADAS, CELULAS
ENTERAS, LISADOS CELULARES Y CITOSOL DE LA CEPA P45
EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PRODUCCION DE EPS

Debido a que en los resultados de los ensayos descritos en la seccion anterior no
se observo la inhibicion de las cepas patogenas, se procedid a analizar la
actividad antimicrobiana a partir de las siguientes fracciones de la cepa P45 al
cultivarla en medio APT y medio APT + sacarosa 20 % (Produccion de EPS) :

» Muestras de sobrenadante liofilizadas (Fraccion 1)
= (Células enteras (Fraccion 1)
* Fraccion lisada libre de restos celulares (citosol).(Fraccion 111)

» Lisados celulares (Fraccion 1V)

A continuacion se describe como se obtuvo cada fraccion:
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APT APT+sac20%

12, 24, 4sh

8,500 rpm, 15min, 40C

. Lavado por triplicado con 20mL
Ligfilizeglon Buffer Tris-HCl 100mM
Resuspension 8,500 rpm, 15min, 49C

en 2mlL de PBS |

(Fraccion 1)

Resuspension en PBS, 2 D.0.
.600nm  (Fraccién Il)

|

Sonicacién
(20 ciclos de 20 s por 20 s
de descanso)

8,500 rpm, 15min, 4°C

[
Citosol Lisados celulares
(Fraccién 1ll) | (Fraccion IV)

Fig 15. Metodologia general de la obtencion de las fracciones celulares de la cepa
P45

Se realizaron cultivos de la cepa P45 en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 40
mL de caldo APT (3X) y con 40 mL de caldo APT + sacarosa 20 % (3X),
incubando a 37 °C durante 12, 24 y 48 h (Fig 15).

El volumen total de los 6 cultivos se centrifugd a 8,500 rpm por 15 min a 4 °C
(Centrifuga Beckman J2-MC), congelando inmediatamente los sobrenadantes en
un bafo de etanol/hielo seco y se liofilizaron O.N. en un equipo Freeze Dry
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System, Freezone 4.5 (Labconco). Al siguiente dia las muestras liofilizadas se
resuspendieron en 2 mL de Buffer Fosfato Salino (PBS) 100 mM, pH 7 y se
guardaron a -20 °C para su posterior uso. (Fraccion I).

Por otro lado, las células enteras libres obtenidas de la centrifugacion descrita
anteriormente, se lavaron por triplicado con 20 ml de Buffer Tris-HCI 100 mM,
posteriormente las muestras se centrifugaron 8,500 rpm por 15 min a 4 °C
(Centrifuga Beckman J2-MC) y se resuspendio en buffer Tris-HCI 100 Mm
ajustando cada muestra a una D.O.goonm.= 0.2. (Fraccion Il). Parte de las células
enteras obtenidas anteriormente, se realizd una sonicacion a 20kHz (Hielscher
UP400S) siguiendo un programa de 20 ciclos de 20 seg de por 20 seg de
descanso. El citosol y los lisados celulares (Fraccién IV) se separaron por
centrifugacion a 8,500 rpm, 4 °C, 15 min, en este caso el sobrenadante
corresponde al citosol (Fraccion IV). Las muestras se conservaron -20 °C.

Las 4 fracciones concentradas (20 X) fueron analizadas por ensayos
antimicrobianos por difusion en agar, SDS-PAGE y zimogramas.

ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR

Se realizé un precultivo S. aureus, E. coli Da5 y L. monocytogenes en 5 mL de
caldo BHI durante 24 h a 37 °C. Se tomo una alicuota de 100 pL del mismo para
inocular un tubo con 5 mL de caldo BHI durante 5 h hasta alcanzar la fase
logaritmica donde se produce un incremento exponencial del numero de
microorganismos. De estos 3 cultivos se tomo una alicuota de 100 pL y se afiadid
a 900 pL de solucion salina 0.85 %. Se tomaron 250 uL, se mezclé con 10 mL de
agar BHI suave (0.8 %), y se vertid sobre placas de agar BHI. Una vez
solidificadas las placas, se realizaron pozos con pipetas estériles de vidrio, en los
cuales se depositaron 90 yL de cada una de las 4 fracciones de la cepa P45
obtenidas anteriormente correspondientes a los tiempos 12, 24 y 48h cultivadas
en medio APT y medio APT + sacarosa 20 % (Produccién de EPS). Las placas se
dejaron en incubacién O.N. a 37°C.
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4. LOCALIZACION CELULAR DE LA PREBACTERIOCINA Y
PROTEINAS CON ACTIVIDAD ANTIMIROBIANA MEDIANTE
ANALISIS EN SDS-PAGE Y ZIMOGRAMAS

4.1 SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) es uno de los métodos mas utilizados para la purificacion, analisis y
caracterizacion de proteinas y enzimas. Con la finalidad de identificar una banda
con el tamafio aproximado de la prebacteriocina y proteinas con actividad
antimicrobiana encontradas en el genoma de la cepa P45, se realizaron SDS-
PAGE al 15% con muestras de fracciones cultivadas tanto en APT como en APT +
sacarosa de:

= Muestras de sobrenadantes liofilizadas (20x)

= (Células enteras

= (Citosol

= Lisados celulares

4.1.1 PURIFICACION DE PROTEINAS PRESENTES EN LOS
SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE LA CEPA P45
(PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO Y DIALISIS)

Debido a que no se observaron bandas homogéneas correspondientes a los
pesos moleculares esperados de 11, 27 y 32 kDa se realiz6 la purificacion de las
proteinas de los sobrenadantes (precipitacion con (NH4).SO; y dialisis) de cultivos
de 24 y 48 h en APT con y sin sacarosa, ya que es en esta fraccion donde se
presentd mayor inhibicion antimicrobiana y finalmente realizar un SDS-PAGE al
15%.

Para llevar a cabo la precipitacién con sulfato de amonio se realizaron cultivos de
la cepa P45 en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 40 mL de caldo APT y con 40
mL de caldo APT + sacarosa 20 %, y con la finalidad de incrementar la cantidad
de biomasa se incubd a 37°C con agitacion de 250 rpm, retirando un matraz a las
24 y 48 h, respectivamente. Los cultivos se centrifugaron a 7000 rpm, 4°C durante
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20 min (Beckman J2-MC), y el sobrenadante se llevé a un pH neutro con NaOH al
50% (p/v) para asi descartar que el efecto antimicrobiano se deba a la produccion
de compuestos como el peréxido de hidrégeno, acidos organicos o diacetilo, entre
otros. Cada muestra se precipitd con sulfato de amonio al 100 % (69.7g/100mL)
de acuerdo con el Anexo Il (Seguel et al., 1976) a 4°C y se dejo en agitacion
durante 1 h. Después se centrifugaron a 7000 rpm durante 20 min a 4°C
(Beckman J2-MC). El precipitado se resuspendio en 1.0 mL de PBS y se dializ6
durante 12 h a 4°C con una membrana de corte de 11 kDa (Dialysis tubing
cellulose membrane —Sigma Aldrich D9777) y usando PBS como solvente para

eliminar el sulfato de amonio y otras impurezas.

Se llevé a cabo la cuantificacion de proteinas (NanoDrop 2000 Thermo Scientific)
de cada muestra obtenida anteriormente y se ajustaron a 10 mg/mL, estas
muestras se cargaron en un gel de policarilamida al 15% (Ver Anexo Ill) y se
realizé una electroforesis en una Camara Mighty Small Il para geles de 8x7 cm,
usando buffer Tris-Tricina (10x, pH=8) y un campo eléctrico de 80 mV durante 1 h.
El gel se tifid con una solucion de bromuro de etidio 0.02% durante 10 minutos y
se destifio en una solucion de metanol 45 %-acido acético 40 % durante 20 min.

4.2 ZIMOGRAMA

Para observar la actividad de las enzimas in situ, se llevd a cabo esta técnica
electroforética y a diferencia de las electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se trata de utilizar condiciones suaves (sin
agentes reductores) para evitar la pérdida de actividad de las enzimas estudiadas.

La preparacion de geles de poliacrilamida al 15% (p/v) utilizados ser prepararon

de la siguiente manera:
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Tabla 11. Preparacion en gel poliacrilamida

Separador (15%) Concentrador (4%)

Acrilamida 37.5:1 4.25 mL 324 uL

Buffer de gel Tris-HCI/SDS pH=8 2.83 mL 630 pL

Agua destilada 0.51 mL 1.6 mL
Glicerol 80% 0.895mL -
Persultado de amonio 10%(m/v) 42.5uL 13.6 uL
TEMED 5.66 uL 1.5 L
Micrococcus lysodeikticus  * 17mg*
Volumen final 8.5 mL 2.5mL

* Pellet liofilizado. Base seca

Después de verter el gel separador se agrego isopropanol para eliminar la espuma
formada y evitar que el gel se oxidara, finalmente se vierte el gel concentrador en

la parte superior.

Se emplearon muestras de los cultivos durante 24 y 48 h en caldo APT y en de
caldo APT + sacarosa 20 %, estas muestras fueron:

*= Muestras de sobrenadantes liofilizadas (20x)

= (Células enteras

= Citosol

= Lisados celulares

= Sobrenadantes purificados (precipitacién con (NH4)2SO4 y dialisis)

Cada muestra se mezcl6 con un buffer de corrida (Tris-HCI 1 M pH 6.8, glicerol al
24% (v/iv) SDS al 8% (p/v) y azul brillante de Coomasie al 0.02% (p/v)), que no
contenia -mercaptoetanol, esto con el proposito de no comprometer la integridad
de las proteinas. Las muestras de células se calentaron a ebullicién durante 10
min. Las condiciones de la electroforesis fueron 120 mA. Después de la
separacion de la muestra por SDS-PAGE, el gel se lavo con agua desionizada y
se dejo en incubacion O.N. con una solucion renaturalizante de proteinas (Triton
1%, Tris-HCI 100 mM pH=8). El zimograma mostré la presencia de una banda
clara o translucida al observar sobre un fondo opaco, como resultado del efecto
inhibidor de la bacteriocina de la cepa P45. Para aumentar el contraste, el gel fue
tefiido con una solucién de azul de coomasie en KOH 0.01% (p/v) durante 20 min

y posteriormente destefiido en agua hasta observar la aparicion de las bandas.
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5. ENSAYO DE ADHESION CELULAR IN VITRO

Una de las caracteristicas consideradas como esenciales de un microorganismo
probidtico es la adherencia a superficies epiteliales y su persistencia en el tracto
gastrointestinal. Para evaluar si la cepa de Leuconostoc P45 posee esta
capacidad, se realizaron ensayos de adhesion a lineas de células HEp-2, Hela,
HT-29, y Caco-2.

5.1 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LINEAS CELULARES

Las lineas celulares se recuperaron de su almacenamiento en nitrégeno liquido.
Es importante descongelarlas adecuadamente para mantener su viabilidad. Poco
a poco, las células se diluyeron en un medio de crecimiento (siguiente seccion) en
un matraz y se incubaron 37° C en atmosfera de 5 % de CO;. La Células HEp-2 y
HelLa se cultivaron en Medio Esencial Minimo Gibco (MEM)®, las células HT-29
en medio Medio Esencial Minimo Modificado Dulbecco (DMEM) y las Células
Caco - 2 en Advanced DMEM Gibco®, dejandolas en incubacion, 37 ° C en una
atmosfera de 5% de didxido de carbono, dentro de frascos para cultivo celular BD

Falcon ™,

5.2 SUBCULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES

Las lineas celulares adherentes deben ser subcultivadas en los medios y en las

condiciones ya descritas para evitar que las células mueran por falta de nutrientes.

Una vez crecidas las células los cultivos se examinaron usando un microscopio
invertido, buscando que estas tuvieran una confluencia mayor al 80 %, para
confirmar la ausencia de contaminantes bacterianos y fungicos y para revisar que
las células no estuvieran dafadas, y realizar subcultivos en caso necesario. El
grado de adhesion es variable, cada medio de cultivo se decanto y el area del
frasco donde hubo crecimiento de monocapa celular se lavé al pipetear y decantar
con 2 mL de Solucién Puks: (NaCl 8 g/L, KCI 0.4 g/L, NaHCO3 0.35 g/L, EDTA
0.34 g/L) para liberar las células del frasco.
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Se afadieron 2 ml de solucion de Puks asegurando de cubrir toda la superficie, y
se dejé 5 min en incubacion con CO; o hasta que las células se desprendan. Hay
que tomar en cuenta que una exposicién prolongada de las células a la solucion
Puks puede danar los receptores de la superficie celular. Finalmente se afadieron
2 ml de Medio MEM, DMEM o Advanced- DMEM de acuerdo a la linea y se
suplementan con 10 % suero bovino fetal (SFB) para promover un mayor
crecimiento celular, dejando en incubacion en CO, a 37 °C.

5.3 PREPARACION DE LA MICROPLACA

Los cultivos celulares con mas de un 80% de confluencia previamente incubado se
lavaron con 2 mL de solucién PUCKS, desechando esta por el lado contrario de la
monoacapa, Yy repitiendo el lavado en caso de que las células se encontraran
fuertemente adheridas, golpeando suavemente la base para liberar las células. Se
adicionaron 2 mL de solucion PUCKS dejando en incubacion a 37 °C 5 min en
CO,. Posteriormente se centrifugd a 1800 rpm durante 10 min para remover la
solucion, resuspendiéndo cada linea celular en 25 mL de su respectivo medio,
suplementados con SFB y penicilina/estreptomicina 10000 pg/mL. Se colocaron
cubreobjetos plasticos Thermanox® en cada uno de los pozos de la microplaca
de cultivo celular (CORNING Costar®), adicionando 1 mL de las células
previamente resuspendidas y se dejo en incubacién en CO, a 37 °C ON.

5.4 PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

Las cepas control de E. coli EPEC E2348 y E4966 se inocularon en 3 mL de agua
triptonada 1% con 300 pL de una solucion al 1 % de D-manosa para promover la
expresion de fimbrias tipo |. La cepa P45 se inocul6 en 3 mL de caldoAPT + 300
ML de una solucion de D-manosa al 10% y en 3 mL caldo APT suplementado con
20% sacarosa y 300 pyL de D-manosa al 10%. Todos los cultivos se incubaron a
37 °C ON. Al siguiente dia, las células se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min a 4
°C. El pellet obtenido se resuspendié en PBS y se ajusté a 1.0 McFarland (3.0 x
10® UFC/mL).
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5.5 PRUEBA DE ADHESION BACTERIANA

La monocapa de cada linea células se prepard sobre un cubreobjetos de plastico
Thermanox® a los cuales se adicionaron 100 pL de inéculo bacteriano y 900 pL de
medio (MEM, DMEM, Advanced DMEM Gibco® de acuerdo a la linea celular en
estudio) + D-manosa 10%. En el caso de la cepa de P45 se inocularon 100 L de
cultivo ajustado a 1.0 McFarland con:

900 pL de caldo APT

900 pL de caldo APT + D-manosa 10%

900 pL de caldo APT + sacarosa 20%

900 pL de caldo APT + sacarosa 20% + D-manosa 10%

Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 3 h. Después de la incubacion se
eliminé el medio de cada pozo y la monocapa se lavo 3 veces con PBS evitando
tocar los cubreobjetos plasticos, seguidos de una fijacion con methanol 70%
durante 1 min para luego tefiir con colorante de Giemsia durante 8 min. Cada
cubreobjetos plastico se sumergié en acetona, acetona-xilol (50-50) y xilol para
evitar la turbidez debida a soluciones que contienen agua para finalmente fijarlas
con balsamo de Canada. Es necesario considerar que la distribucion de la
muestra debe ser homogénea, colocando encima cuidadosamente un
cubreobjetos de manera que no queden burbujas de aire incluidas. Las
preparaciones se dejaron en posicion horizontal dejando secar para poder
observar al microscopio y de este modo conservan el color como minimo durante

5 afos.

Las bacterias adherentes se contaron al microscopio a 100 X tomando 20 campos
microscopicos al azar por cada monocapa sobre cubreobjetos plasticos. La
capacidad adhesiva de la bacteria se calculé como lo describe Del Re., et al 2000,
basado en el numero de bacterias adherentes, se propusieron tres categorias: no
adhesiva (<5 bacterias adheridas a 100 células); adhesivo (6-40 bacterias
adheridas a 100 células); adhesivo fuerte (> 40 bacterias adheridas a 100 células).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
CEPA P45 BAJO CONDICIONES DE PRODUCCION DE EPS

1.1 CAPACIDAD DE PRODUCCION DE EPS

La presencia de exopolisacaridos microbianos producidos por la cepa P45, se
pone de manifiesto por la mucosidad desarrollada por las colonias al crecer en
placas de APT con sacarosa (20%), las cuales son de mayor tamafio y tienen
mayor capacidad bactericida contra S. typhi, S. typhimurium, E. coli y L.
monocytogenes en comparacion con la cepa P45 cultivada solo con APT (Fig 17 y
18).

Fig 16. Halos de inhibicion alrededor de colonias de L. mesenteroides P45 en agar
APT. a) S. typhi, b) S. typhimurium, c) E. coli y d) L. monocytogenes (Se indica
diametro promedio de la zona de inhibicion).
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Fig 17. Halos de inhibicion alrededor de colonias de L. mesenteroides P45 en agar
APT+ Sacarosa 20%. a) S. typhi, b) S. typhimurium, c) E. coli y d) L.
monocytogenes (Se indica diametro promedio de la zona de inhibicion).

La bacteria L. mesenteroides se caracteriza por su capacidad de producir EPS en
medios que contienen sacarosa, la cual es usada por esta bacteria como sustrato
para la sintesis de este tipo de polimero. La capacidad de produccion de EPS,
estd asociada a la presencia de enzimas glucosiltransferasas (GTFs)
extracelulares las cuales hidrolizan la sacarosa y utilizan el residuo de glucosa
para la sintesis del polimero tipo dextrana principalmente, aunque se han aislado
algunas especies de Leuconostoc con capacidad de producir fructanas las cuales
son sintetizadas por fructosiltransferasas a partir de la sacarosa presente en el
medio (Fraga et al., 2011). En la literatura, el unico antecedente sobre la
produccion de dextranas por L. mesenteroides aislado del pulque es por la cepa
denominada IBT-PQ, la cual produce una dextrana conformada por unidades de
glucosa en a-(1—6) con enlaces en a-(1—3) (Chellapandian et al., 1998). Aunque
en este trabajo no se caracterizo le polimero producido por la cepa P45, se puede
suponer que se trata de una dextrana.
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De forma paralela al desarrollo de este proyecto, se secuencio el genoma de la
cepa P45, y dentro del primer borrador de su anotacion, se encontro la secuencia
de un gen codificante para la GTF (GtFg1_LP45), la enzima responsable de la
sintesis de dextrana a partir de la sacarosa.

De acuerdo a nuestros resultados, la capacidad de produccion de EPS por la cepa
P45, favorece el efecto inhibitorio del crecimiento de las cepas patdgenas
analizadas. No existen reportes de que la capacidad de produccién de un EPS en
cepas productoras de Leuconostoc se asocie con un efecto antimicrobiano,
aunque si se ha reportado el posible papel como prebidtico de este tipo de
polimeros (Aucher et al., 2004). Se ha propuesto, que la produccidén de una matriz
extracelular, en este caso un EPS permite la presencia de gradientes de diferentes
sustancias, incluyendo nutrientes, moléculas sefializadoras, desechos celulares,
etc (McDougald et al., 2011). De acuerdo a esto, una posible explicacion de la
mayor inhibicion del crecimiento de cepas patdogenas en condiciones de
produccion del polimero (Fig 18) se asocia a la posible presencia de componentes
localizados dentro de la matriz extracelular, tales como sustancias de tipo
bacteriocinas y metabolitos con efecto antimicrobiano, que favorecen esta mayor

inhibicion en comparacion con condiciones de no produccion de este polimero

2. LOCALIZACION CELULAR DE LA PREBACTERIOCINA
PRODUCIDA POR LA CEPA P45

Considerando que las BAL son productoras de compuestos con efectos
antimicrobianos entre los que se incluyen bacteriocinas a partir de la anotacion del
genoma de la cepa P45, se buscaron genes que codifiquen para este tipo de
moléculas (Tabla 12), encontrandose genes codificante para una prebacteriocina,
una lisozima (1,4-p-N-acetylmuramidasa) y una peptidoglicano amidasa (N-
acetylmuramoyl-L-alanina amidasa; murein_hidrolasa). El tamafo del producto de
estos genes considerando es de 11, 27 y 32 kDa, respectivamente. Con esta
informacion, se procedié a detectar si estas moléculas se encuentran asociadas a

la célula o son liberadas al medio.

66



Tabla 12. Moléculas de la cepa P45 con efectos antimicrobianos

Peso
Funcion Secuencia de aminoacidos molecular
(kDa)
L MQKDEKVETMLDQ
g;esba"te"“'"a (MSVAFSDEDVKNQPELREMIFNYAQELTKTQNTGLVATKMVKSLY 11.6
QYYWITKTQLPEAAIKLHHQIKRDATVYDGIAMSAMLLPVWF) 10.0
MENVFASASQYKTKKLLTFTSWLLILSGIVCSFTVWVFAKPWTQTN
TIPSGFSVQGVSINQTSNYVDFNNLASNGVSFVYMRTTSGSSVMDG
Lisozima GYKSSFSRAKSAHLKVGTIHVYDASVTAATQAQYYIDNVGNNIGELPI
(1,4-B-N- AISVTADQISTATSKQRLASLVQILASHYNHDMIIYTTPNVQKKLSSTI 27
acetylmuramidasa) | SKTKYWLIEDNTKNTDSKNLFIQYDEDQTIGSGLKAIKMPTTVFNGT
QKQFEVYK
__ MIKKWLLSNLIGIITVSILITVVGLIISLVSKEEIITHPNNVQFRNGPGRQ
Peptidoglicano YKSLVSLKSGTRLIVIDKKHGWWQVRRSDNEKVGWVASWVANSTIL
amidasa KTAKPISEATIVLDPGHGGSDTGALSSNGKYKEKTYTLRTARHVRAA
(N-acetylmuramoyl- | LKLTGARVIMTRDSDKIVPLLEIAIPGERNNADAQISFHFDSSAEGTKA 32
L-alanina amidasa: | TGISQYYYHKNSKTLAEVVSSSLNNMPLNNRGVDTAAYIAIKNTSQP
murein_hidrolasa), AILLENGFINNNADLKYIRKSSYQKKIAKNLTTALTTYFKRNTEMK-

Entre paréntesis se muestra la secuencia aproximada de 10 kDa de la bacateriocina activa de la cepa P45

21 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
PRODUCIDA POR LOS SOBRENADANTES DE LA CEPA P45

Se evalud la posible presencia de moléculas con efectos antimicrobianos en
muestras de sobrenadante de cultivos de la cepa P45 de caldo APT y APT con
sacarosa (20%) (12, 24 y 48h) concentradas 2x. Los resultados obtenidos
demostraron que ninguna de las muestras generd inhibicion debido probablemente
a que estas moléculas no se encuentran en una concentracion adecuada que

garantice un efecto inhibitorio (Fig 16).

Fig 18. Difusién en agar de muestras de sobrenadante concentradas (2X) de L.
mesenteroides P45 durante 48 h en agar APT a)S. typhi, b) S. typhimurium, c) E.
coliPEC y d) L. monocytogenes
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2.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
MUESTRAS DE SOBRENADANTE LIOFILIZADAS

2.21 MUESTRAS DE SOBRENADANTES DE CULTIVOS EN
CALDO APT SIN SACAROSA

El analisis de las muestras concentradas a 20X de sobrenadantes de cultivos sin
sacarosa (12, 24 y 48 h), permitié observar unicamente un efecto inhibitorio en la
muestra de 24 h contra E. coli Da5 (Fig 18.a). Estos resultados sugieren un efecto
inhibitorio contra una bacteria Gram-negativa de una posible bacteriocina o
lisozima presente en el sobrenadante a las 24 h. Una posible explicacién de que
este efecto no se observo en las muestras de la hora 12 y 48, se debe a que en el
primer caso aun no se encuentra en una concentracion que tenga un efecto

inhibitorio o0 a una posible degradacién de las mismas para el segundo caso.

Fig 19. Halos de inhibicién de muestras de sobrenadante liofilizadas (20x) de L.
mesenteroides P45 durante 12, 24 y 48 h en agar APT a) E.coli Da5 b) Listeria

monocitogenes y c) S.aureus.

2.2.2 MUESTRAS DE SOBRENADANTES DE CULTIVOS EN
CALDO APT CON SACAROSA

En este caso se trabajé con sobrenadantes concentrados 20x de cultivos de 12,
24 y 48 h contra bacterias Gram-negativas E. coli Da5, S. typhi, S. typhimurium y
la bacteria Gram-positiva Micrococcus lysodeikticus. En la muestra de la hora 12

no se observo efecto probablemente a una baja concentracion de moléculas,
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mientras que en las muestras de las horas 24 y 48 se observa un halo de
inhibicidén con un diametro similar, los cuales son mayores en comparacién con los
halos de inhibicion observados en muestras de sobrenadantes liofilizados contra
E. coliDa5 (Fig 18). Posiblemente, esto se puede atribuir a que la produccién de la
matriz extracelular favorece la presencia de proteinas inhibitorias manteniendo la

integridad funcional.

Fig 20. Halos de inhibicion de muestras de sobrenadante liofilizadas (20x) de L.
mesenteroides P45 durante 12, 24 y 48 h en agar APT + sacarosa 20%, a) S.
thypi, b) S. thypimurium c) E. coli Da5 y d) M. lysodeikticus. Sac 20%= Caldo APT

+ sacarosa 20% liofilizado (20x).
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2.2.3 MUESTRAS DE CELULAS ENTERAS, LISADOS CELULARES
Y CITOSOL DE LA CEPA P45 EN CALDO APT Y CALDO APT CON
SACAROSA

Para comprobar si el efecto inhibitorio de la cepa P45 se encuentra asociado a
componentes celulares, se llevd a cabo una prueba de difusion en agar con
células enteras, lisados celulares y citosol de cultivos de 12, 24 y 48 h contra
E.coli Da5, S. typhi, S. typhimurium y Micrococcus lysodeikticus. Sin embargo
solo se observo de las muestras de células de las horas 24 y 48 cultivadas en APT
+ sacarosa (20%) contra E. coli Da5 y M. lysodeikticus (Fig 20). En este caso, los
halos de inhibicién son de menor tamano en comparacion los observados en los
ensayos con sobrenadantes de muestras de APT + sacarosa (20 %) liofilizadas
(Fig 19). Las muestras de células enteras en caldo APT sin sacarosa, la de
lisados celulares y citosol tanto en caldo APT y caldo APT con sacarosa (20 %) no
mostraron inhibicion contra ningun microorganismo (resultados no mostrados). La
Fig 21 muestra un comparativo de los resultados de inhibicion descritos en estas

secciones.

Fig 21. Halos de inhibicidn de células de L. mesenteroides P45 durante 12, 24 y
48 h en agar APT+sacarosa 20% a) M. lysodeikticus b) E. coli Da5.
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Halos de inhibicion bacterianos de las fracciones de cepa P45
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Cultva DOB00NM = 0.2 Sobrenadante liofilizado 20 X Célvlas
24h 24h 21 h 24 h 48h 24 h 48 h
APT APT con sacarosa APT APT con sacarcea | APT con sacarcea | APT con sacarasa | APT con sacarcsa
HE.coli 0.46 1.00 0.80 0.68 0.68 0.26 0.26
B s .typhimurim 0.44 0.76 0.00 0.54 0.94 0.00 0.00
WS, typhi 0.44 0.80 0.00 0.56 0.56 0.00 0.00
mM. lysodeikticus 0.62 0.62 0.24 0.24

Fig 22. Comparacion de los halos de inhibicion antimicrobianos de la cepa P45 en
las diferentes condiciones de cultivo (APT con y sin sacarosa 20) y tiempos de

fermentacion analizados.

De acuerdo a las inhibiciones observadas con los sobrenadantes liofilizados 20 X
(Fig 21) se puede suponer que el efecto antimicrobiano esta asociado a la
presencia de proteinas, y péptidos con actividad antimicrobiana, lisozima,
peptidoglicano amidasa y prebacteriocina, ya que todas las muestras de
sobrenadante fueron neutralizadas previamente, para evitar que el efecto

inhibitorio se deberia a la presencia de un acido organico,
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3. LOQALIZACI()N CELULAR DE LA PREBACTERIOCINA Y
PROTEINAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

3.1 SDS-PAGE

El analisis de las muestras de sobrenadantes liofilizadas (20x), células enteras,
citosol, lisados celulares y sobrenadantes purificados de cultivos en APT con y sin
sacarosa por medio de SDS-PAGE al 15%, permitié identificar dos bandas en la
muestra que corresponde al sobrenadante purificado: una de 10.0 kDa
correspondiente al tamafio esperado de la bacteriocina y una segunda banda
arriba del marcador de 70 kDa que es comun en todas las muestras analizadas, la
cual pudiera corresponder a murein hidrolasa N-acetilmuramil-L-alanina amidasa
con un peso de 71.4 kDa (Fig 23). En ninguna de las otras muestras analizadas se
observé una banda del tamarfio esperado con la secuencia (11.6, 27 y 32 kDa).

24h 24h-sac 48h 48 h-sac
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Fig 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida- dodecil sulfato de sodio al 15% de
bacteriocina (10kDa) precipitada con (NH4)2SO4 a partir de los sobrenadantes de
Leuconostoc mesenteroides P45 a las 24 y 48 h de fermentacién. (PageRuler™
Unstained Protein Ladder #SM0661 Fermentas) (Las flechas rojas indican la

presencia de la bacteriocina y la N-acetilmuramil-L-alanina amidasa).
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De acuerdo al tamafio observado para la bacteriocina de 10 kDa y de acuerdo a la
informacion reportada para los distintos tipos de bacteriocinas, esta molécula
puede ser clasificada provisionalmente como: No-Lantibiotico (Clase 1), péptido de
bajo peso molecular, termoestable, sintetizado en el ribosoma como un péptido
inactivo y que adquiere su funcion por el corte post-traduccional en el N-terminal
del péptido lider. Este tipo de bacteriocinas induce la formacidén de poros en la
membrana de las células blanco. Estos resultados se consideran de gran
relevancia debido a que la mayoria de las bacteriocinas producidas por las
especies de Leuconostoc tienen masas moleculares menores, tales como la
leucocina A-TA33a (3.93 KDa), leucocina CTA33a (4.59 KDa), mesentericina Y105
(2-3 kDa) y mesenterocina 52A (2000-3000 Da) (Johansson et al., 2011).

Se ha reportado (Cibik et al., 2005) que el género Leuconostoc posee enzimas
proteoliticas intracelulares como otras BAL, y en la cepa L. mesenteroides 10L
ademas se han caracterizado peptidoglucano hidrolasas y diferentes bandas de
actividad bacterioliticas de 52 kDa fueron identificadas a partir de extracto SDS de

células enteras, fraccion y sobrenadante de esta cepa .

3.2 ZIMOGRAMA

En este trabajo el uso de un zimograma permiti6 asociar la posible actividad
antimicrobiana con las bandas del SDS-PAGE (Fig 23) que corresponden a la
bacteriocina y a la N-acetiimuramil-L-alanina amidasa. En la Fig 24 se muestra el
zimograma de un gel de SDS al 15 % impregnado con M. lysodenticus que
permitié observar una zona de inhibicidn correspondiente a la banda de 10 kDa en
muestras de 24 y 48 h de sobrenadantes liofilizados de cultivos en APT con y sin
sacarosa (20 %) pero no para la de 71.4 kDa. Este resultado permite comprobar la
actividad antimicrobiana de la bacteriocina.

Cabe destacar que en la realizacion de un segundo zimograma (8%) se observan
zonas de inhibicion de M. lysodenticus debajo de la banda de 55 kDa con
muestras de sobrenadantes liofilizados de cultivos en APT con sacarosa en de 24
y 48 h, aunque también se observa una zona de inhibicion correspondiente a la

banda de 70 kDa en muestras de sobrenadante correspondiente a las 24 h en
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cultivos de APT con y sin sacarosa pero no en muestras de 48h. Este resultado
sugiere que la actividad antimicrobiana correspondiente a la banda de 70 kDa se
trata de la N-acetilmuramil-L-alanina amidasa, mientras que la banda cercana a 55
kDa no corresponde a ninguno de los productos de los genes que codifican para
péptidos y proteinas con actividad antimicrobiana detectados en la anotacién de la
secuencia del genoma de la cepa P45.

2h  d8hsac  4sh

Fig 24 Zimograma a) (15% acrilamida) y b) (8% acrilamida) de actividad litica de
los sobrenadantes liofilizados producidos por la cepa P45 contra M. lysodenticus.
(PageRuler™ Unstained Protein Ladder #SM0661 Fermentas). Las flechas rojas

indica la zona de inhibicion.
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4. ENSAYO DE ADHESION CELULAR IN VITRO

4.1.1 Ensayos de adherencia bacteriana de la cepa P45 contra
células HEp-2 (Carcinoma faringeo), Caco2 (adenocarcinoma
colorrectal), HeLa(adenocarcinoma) y cancer de colon(HT29).

Algunos de los efectos beneficiosos de los probidticos asi como su posibilidad de
colonizar transitoriamente el tracto gastrointestinal se ven favorecidos en el caso
de presentar una buena capacidad de adhesién. Es por eso que se trata de un
rasgo deseable en un probidtico potencial, pues prolonga el tiempo de residencia,
favorece la exclusion de patégenos y la interaccion con las células del
hospedador, siendo esto ultimo importante en la proteccion del epitelio y en la
inmunomodulacién. Los probidticos usan los mismos sitios de unidén que los
patogenos, compitiendo por la union a la mucosa e impidiendo la invasion de la
misma. La capacidad de inhibir la union de patégenos o de desplazarlos es uno de
los aspectos mas importantes de la manipulacién terapéutica de la microbiota

intestinal mediante el uso de probidticos.

Como es dificil evaluar la adherencia bacteriana in vivo, se han desarrollado
modelos in vitro, en particular con células del epitelio intestinal humano. Las lineas
celulares que han sido utilizadas ampliamente son, HT-29 (presenta las funciones
de las células secretoras de la mucosa) y Caco-2 (presenta la morfologia y
funciones de un enterocito). La capacidad adhesiva de L. mesenteroides P45 se
estudio mediante el uso de células Hep-2 (laringe humana linea de carcinoma de
células), Caco2 (adenocarcinoma colorrectal), HeLa (adenocarcinoma) y cancer
de colon (HT29).

La adherencia de la cepa LP45 contra las cuatro lineas celulares se probo bajo

cuatro condiciones de crecimiento:

= APT
=  APT+D-manosa,
= APT+sacarosa 20%

=  APT+sacarosa 20% + D-manosa.
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La cuantificacion de la adhesion puede hacerse por métodos de cultivo, por
contaje microscopico, por métodos de marcaje radioactivo o fluorescente e incluso
mediante deteccion inmunoldgica. En este estudio se realiz6 una cuantificacion
microscopica en la que se consideraron 20 campos donde se contd el numero de
bacterias adheridas a cada célula. Este analisis visual de los fenotipos de
adherencia de la cepa P45 (Fig 25-28) se compararon con los controles de E.coli
49766 y 2348 permitiendo asi identificar los fenotipos de adherencia agregativa
(en donde las bacterias se encuentran alrededor de la célula y/o nucleo,
apilandose unas con otras) en los ensayos con las células HT-29, Caco-2 y Hela
en las lineas celulares y una adherencia localizada (las bacterias forman grupos
de microcolonias en uno o varios puntos de la célula), en los ensayos con las

células HEp-2.

La categorizacion de las células de acuerdo a Riveros et al., basada en la
cantidad de bacterias adheridas como: cero bacterias por célula, de 1 a 50
bacterias por célula, de 50 a 100 bacterias por célula, >100 bacterias por célula,
permitieron la observacion de una adherencia leve (< 50 bacterias/célula) en las
células HT-29 y HeLa y una adherencia moderada (>50 bacterias/célula) en las
células Caco2 y Hep2. Estos resultados ademas indican que la habilidad de la
cepa P45 varia entre las 4 lineas celulares, adhiriéndose mayoritariamente a
Caco2 y Hep2 suplementados con D-manosa, ya que esta se une a los receptores
de manosa localizados en la pared celular de la cepa P45. Mientras que en las
lineas HT-29 y HelLa presentaron menor adherencia. Tal observacion indica que
estas bacterias presentan diferentes estructuras relacionadas con la adherencia y
ademas de poder colonizar desde la faringe hasta el intestino. Algunas de las
adhesinas y factores de adherencia proteicos asociados se identificaron con el

analisis de la secuencia del genoma de la cepa P45, tales como:

» Proteina de unidn a fibronectina (P45 Fibronectin/fibrinogen-binding protein)
* Proteina anclada a pared celular (P45 SasA -LPXTG-motif)
= Adhesina de superficie (>LP45. ABC-type metal ion transport system,

periplasmic component/surface adhesin).
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CONCLUSIONES

La cepa de L. mesenteroides P45 aislada del pulque posee una actividad
bactericida contra S. typhi, S. typhimurium, E. coli y L. monocytogenes,
determinada en ensayos antimicrobianos en placa. La produccion de EPS
(posiblemente una dextrana) a partir de sacarosa, mostré una capacidad mayor de
inhibicién del crecimiento de éstos patdgenos.

El analisis de la anotacion del genoma de la cepa P45 permitié detectar la
presencia de genes que codifican para una prebacteriocina, una lisozima (1,4-3-N-
acetylmuramidasa) y una peptidoglicano amidasa (N-acetylmuramoyl-L-alanina
amidasa; murein_hidrolasa), proteinas con un tamafo de 11, 27 y 32 kDa,
respectivamente. Esta informacion permitié dirigir la busqueda de estas proteinas
en fracciones de sobrenadante, pared celular y restos celulares.

Al evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes liofilizados y
componentes celulares se observd una inhibicidn contra los patégenos, cuando la
cepa se cultivé en presencia de sacarosa. Con los resultados inhibitorios de los
zimogramas, se determind que la inhibicion se debe a péptidos con un tamafo
(determinado por electroforesis en gel SDS-PAGE) de 10 kDa. Si se considera
que la bacteriocina activa pierde una regidn de 38 aminoacidos, este tamarno
corresponde al producto del gen identifcado la anotacion de la cepa P45 y que
corresponde posiblmente a un no-lantibiético, sin embargo son necesarias mas

pruebas confirmativas.

En cuanto a la adhesion celular in vitro, se probd contra las 4 lineas celulares
(Caco2, Hep2, HT-29 y HelLa) presentando una adherencia moderada a las dos
primeras lineas. Ademas, no hubo diferencias en cuanto a la adherencia de LP15
en comparacion con la cepa de LP45 incubada con sacarosa.
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ANEXOS
ANEXO |

Medio APT Difco™ (Férmula aproximada por litro)

Extracto de levadura 7549
Hidrolizado pancreatico de caseina |12,5¢g
Glucosa 10,09
Citrato de sodio 50¢g
Clorhidrato de tiamina 1,0 mg
Cloruro de Sodio 509
Fosfato dipotasico 509
Cloruro de manganeso 0,14 g
Sulfato de magnesio 0,8g
Sulfato Ferroso 0,04 g
Polisorbato 80 0,29

ENSAYO DE ADHESION CELULAR in vitro

 Solucién PUKS | Solucién PBS
NaCl 8g KCI 0.20g
KCl 0.40g Fosfato de sodio.dibésico . (1);89
NaHCO3 0.35g Fosfato de potasio monobasllco .20g
NaCl (8g)/ 800mL agua destilada

EDTA 0.34g
A MQ Aforar a 1000 mL

— — 1000 mL Ajustar pH 7.2
(Esterilizar, autoclave) (Esterilizar, autoclave)
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Concentracion inicial de sulfato de amonio- % de saturacién a 0°C

ANEXO II. PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO SOLIDO

0

10
15
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35
40
45

50
55
60
65
70

75
80
85
90
95
100

(Calculos Bioquimicos. Segunda edicion. Irwin H. Segel)

Concentracion final de sulfato de amonio -% de saturacion a 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Sulfato de amonio (g) necesario adicionar a 100 mL de solucion

106 134 164 194 226 258 291 326 36.1 398 436 476 516 559 60.3 65.0

79 10.8 13.7 16.6 19.7 229 26.2 296 33.1 36.8 405 444 484 526 57.0 61.5 66.2

53 81 109 139 169 20.0 23.3 26.6 301 33.7 374 412 452 493 53.6 58.1 62.7

26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 46.0 50.3 54.7 59.2

00 27 55 83 113 143 175 20.7 241 276 31.2 349 387 427 469 512 557

00 27 56 84 115 146 179 211 245 28.0 317 355 39.5 436 478 52.2
00 28 56 86 11.7 148 181 214 249 285 323 36.2 40.2 445 4838

00 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 41.0 453

00 29 58 89 120 153 18.7 222 258 29.6 33.5 376 4138

00 29 59 0900 123 1566 19.0 226 263 30.2 342 383

30 6.0 92 125 159 194 23.0 26.8 30.8 34.8
00 30 61 93 127 161 19.7 235 273 313
00 31 62 95 129 164 201 239 279

00 31 63 97 132 16.8 205 244

00 32 65 99 134 171 209

00 32 6.6 101 13.7 174
00 33 6.7 103 13.9
00 34 6.8 105

00 34 7.0
0.0 3.5

0.0

Nota: El pH de la solucion puede descender con la adicion del sulfato de amonio.
En el cuadro se marca los gramos de Sulfato de amonio empleado
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ANEXO Ill. SDS-PAGE

s5mL | 10mL | 15mL | 20mL | 30mL | 50 mL
6 % Acrilamida
H.0 (mL) 2.3 5.3 8 106 159 | 265
30% Mix Acrilamida®(mL) | 1.3 2 3 Z 6 10
1.5 M Tris (pH 8.8) (mL) 13 25 3.8 5 75 125
10 % SDS® (uL) 50 100 150 200 300 500
10 % APS® (L) 50 100 150 200 300 500
TEMED® (uL) 3 8 12 16 24 20
8 % Acrilamida
H.0 (mL) 2 46 7 9.3 139 | 232
30%Mix Acrilamida (mL) 17 2.7 Z 53 8 134
1.5 M Tris (pH 8.8) (mL) 13 25 3.8 5 75 125
10 % SDS (uL) 50 100 150 200 300 500
10 % APS (uL) 50 100 150 200 300 500
TEMED (uL) 2 6 9 12 18 30
10 % Acrilamida
H.0 (mL) 17 4 59 7.9 11.9 20
30%Mix Acrilamida (mL) 2 33 5 6.7 10 16.6
1.5 M Tris (pH 8.8) (mL) 13 25 3.8 5 75 125
10 % SDS (uL) 50 100 150 200 300 500
10 % APS (uL) 50 100 150 200 300 500
TEMED (uL) 2 4 6 8 12 20
12 % Acrilamida
H.0 (mL) 17 33 5 6.6 9.9 16.4
30%Mix Acrilamida (mL) 2 4 6 8 12 20
1.5 M Tris (pH 8.8) (mL) 13 25 3.8 5 75 125
10 % SDS (uL) 50 100 150 200 300 500
10 % APS (uL) 50 100 150 200 300 500
TEMED (uL) 2 4 6 8 12 20
15 % Acrilamida
H.0 (mL) 12 2.3 35 26 6.9 14
30%Mix Acrilamida (mL) 25 5 75 10 25 25
1.5 M Tris (pH 8.8) (mL) 13 25 3.8 5 75 125
10 % SDS (uL) 50 100 150 200 300 500
10 % APS (uL) 50 100 150 200 300 500
TEMED (uL) 2 4 6 8 12 20
imL | 2mL | 3mL |4mL|6mL]| 10mL
H.0 (mL) 0.68 14 2.1 27 | 41 6.8
30% Mix Acrilamida (mL) 017 0.33 05 067 1 17
1.5 M Tris (pH 6.8) (mL) 0.13 0.25 038 | 05 |075| 125
10 % SDS (uL) 10 20 30 20 | 60 100
10 % APS (uL) 10 20 30 20 | 60 100
TEMED (uL) 1 2 3 2 | 6 10

* Comunmente 29.2% de acrilamida y 0.8% N,N’-Metilen Bisacrilamida. " Dodecil sulfato
de sodio * Persulfato de amonio. ‘ N,N,N’ N'-Tetrametiletilendiamina
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