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Resumen.

El queso bola de Ocosingo, Chiapas, es un queso artesanal elaborado con leche cruda de vaca y
ausencia de un cultivo iniciador, por esta razén, es importante conocer la microbiota presente pues
en los quesos madurados, suelen predominar las bacterias acido lacticas (BAL), que ademas de
producir &cido lactico pueden producir otros compuestos de origen proteinico con actividad
bacteriolitica tales como péptido glicano hidrolasas (PGHSs) y bacteriocinas, importantes por su
potencial como bioconservadores.

En el grupo de trabajo fueron aisladas algunas cepas del queso bola, que posteriormente fueron
identificadas por medio de secuenciacién del gen ribosomal 16S. Algunas de estas cepas fueron
identificadas como Lactobacillus fermentum, para este trabajo se ocuparon 3 de estas cepas (71, 72

y9).

El objetivo de este trabajo fue identificar a las proteinas/péptidos responsables de la actividad
bacteriolitica de tres cepas de L. fermentum, aisladas del queso bola de Ocosingo, y evaluar su
actividad contra bacterias patdgenas de interés en alimentos (Listeria monocytogenes, Salmonela
enterica serovariedad Typhimurium, Staphylococcu aureus, Yersinia enterocolitica y
Pseudomonas aeruginosa) y de esta manera conocer el papel que podrian desempefar estas cepas
en la inocuidad del queso.

Para ello se realizaron cinéticas de crecimiento para determinar el tiempo en el que las cepas
alcanzan la fase estacionaria temprana, ya que, en trabajos anteriores, realizados por el grupo de
trabajo, se ha reportado que durante este momento del crecimiento es cuando hay una mayor
produccidn de péptidos antibacterianos. Posteriormente se realizaron pruebas de difusion en agar
en donde se utiliz6 como tratamiento el extracto crudo concentrado de diferentes maneras y se
observaron halos de inhibicion contra L. monocytogenes y S. aureus.

Para corroborar dicha actividad de realizaron perfiles electroforéticos y zimogramas contra los
microorganismos indicadores. Se observaron bandas de inhibicion de diferentes tamafios. La
primera con una masa de ~20 kDa mostro actividad contra L. monocytogenes y S. aureus; las otras
bandas observadas tenian una masa aproximada de ~60 y ~80 kDa y se pudo observar actividad
contra S. entérica serovar Typhimurium, y Y. enterocolitica.



Estas bandas fueron secuenciadas por el método LC/MS y posteriormente se realizo un analisis de
los péptidos obtenidos. Los resultados mostraron que la banda de ~20 kDa corresponde a una
peptidasa perteneciente a la familia M23 con un dominio LysM de unién a peptidoglicano. Para
las bandas de ~60 y 80 kDa se lleg6 a la conclusién de que son la misma enzima, una
glucosaminidasa con 5 dominios LysM de union a peptidoglicano, la de menor masa sufrio
hidrdlisis, pero conservo su accion litica.

1. Introduccion.

En la actualidad, los consumidores demandan alimentos menos procesados, libres de
conservadores sintéticos y que mantengan sus caracteristicas organolépticas y su inocuidad, por lo
cual, la industria alimenticia ha visto la necesidad de incorporar conservadores naturales en sus
procesos; una alternativa para cumplir esta demanda en la elaboracién de alimentos es la
bioconservacion, la cual se define como el proceso mediante el cual se logra alargar la vida util de
un producto a través de la utilizacion de microorganismos o sus metabolitos (Aymerich et al.,
2000). Los microorganismos empleados en la bioconservacion pertenecen en su mayoria al grupo
de las bacterias &cido lacticas (BAL), las cuales han sido utilizadas como cultivos iniciadores y
probidticos en alimentos fermentados. Las BAL son capaces de sintetizar proteinas (bacteriocinas

y PGHs), ademas de otros metabolitos que tienen efecto antagonico hacia otros microorganismos.

1.1. Enfermedades de transmision por alimentos.

Los alimentos pueden contaminarse con agentes fisicos (cuerpos extrafios), quimicos (plaguicidas,
fungicidas, medicamentos) o bioldgicos (bacterias, hongos, virus, parasitos); esta contaminacion
puede producir riesgos para la salud de los consumidores, lo que representa grandes cargas
econdmicas para las diversas comunidades y naciones. La inocuidad es uno de los cuatro grupos
basicos de caracteristicas que, junto con las nutricionales, las organolépticas y las comerciales,

componen la calidad total de los alimentos.



Un alimento inocuo es aquel que no genera efectos adversos sobre la salud, ni en la calidad de vida
del consumidor, ni presenta riesgos fisicos, quimicos ni biologicos. La insalubridad de los
alimentos ha representado un problema de salud para el ser humano desde los albores de la historia,
y muchos de los problemas actuales en esta materia no son nuevos. Aunque los gobiernos de todo
el mundo se estan esforzando al maximo por aumentar la salubridad del suministro de alimentos,
la existencia de enfermedades de transmision alimentaria (ETA) sigue siendo un problema de salud
significativo tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo (Uribe y Suarez
2006).

Las enfermedades diarreicas causan méas de la mitad de la carga mundial de las enfermedades de
transmision alimentaria, con 550 millones de personas que enferman y 230.000 que mueren cada
afio (OMS, 2015). Los nifios corren un riesgo especial de padecer enfermedades diarreicas
transmitidas por los alimentos: 220 millones enferman y 96.000 mueren cada afio. Dichas
enfermedades, se deben a la ingesta de carne y huevos crudos o mal cocidos, verduras y frutas mal
lavadas, y productos lacteos contaminados con patégenos como: Salmonella spp, Escherichia coli
enterohemorragica, Clostridium spp, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Vibrio cholerae,
considerados como agentes clasicos y bacterias emergentes como Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp, Yersinia spp, entre otros. Se estima que en México mueren alrededor de
16,000 personas por ETA (OMS, 2015).

1.2. Cepas patogenas utilizadas en este estudio.

Los peligros bioldgicos de origen alimentario incluyen organismos como bacterias. Estos
organismos estan frecuentemente asociados a manipulacién y productos crudos contaminados en
un establecimiento. Varios de esos microorganismos estan naturalmente presentes en el ambiente

donde los alimentos se producen.

La mayoria de las bacterias patogénicas prefieren la franja de temperatura entre 20 y 45°C, pero
muchas pueden crecer a temperaturas de refrigeracion o a temperaturas elevadas (arriba de 45°C).

Las bacterias crecen normalmente en ambientes con agua disponible y pH entre 4 y 9 (OPS, 2015).

Los organismos patdgenos utilizados en este estudio se encuentran citados en la Tabla 1.



Tabla 1. Cepas patogenas de interés en alimentos.

Cepas
patdgenas

Pseudomonas
aeruginosa

Yersinia
enterocolitica

Listeria
monocytogenes

Caracteristicas

Son bacilos, moviles con
flagelos  polares, aerobios
estrictos, metabolismo oxidativo
no fermentativo, crecen entre 10
y 42 °C. Presentes
frecuentemente en: suelo, agua 'y
de aqui pasan a las plantas o
animales.

Células en forma de baston u
ovoides, no esporulados, capaz
de crecer dentro de un amplio
rango de temperaturas, desde -1
°C hasta +40 °C. Presenta
capsula. Algunas cepas
producen una enterotoxina
termoestable.

Bacilos  cortos, anaerobios
facultativos. Capaz de proliferar
en un amplio rango de

temperaturas (1°C a 45°C) y
una elevada concentracion de
sal. Altamente  patdgena,
hemolitica.

Gram

Afectaciones y donde encontrarlos

Presenta problemas en la industria
alimentaria ya que puede
descomponer los alimentos que se
mantienen en  refrigeracion  al
mantener un metabolismo basal en
estas condiciones y producir enzimas
hidroliticas. Los alimentos
implicados: frutas y vegetales crudos,
agua y leche no pasteurizada (Murray
etal., 2014)

Se puede transmitir a través del
contacto con animales, ingestion de
productos alimenticios contaminados
principalmente leche o agua. Los
sintomas son diarreas agudas y/o con
vomito; sin embargo, la fiebre y el
dolor abdominal son los sintomas que
la definen.

(http://depa.fquim.unam.mx/biosegur
idad/agentes/bacterias)

Los alimentos contaminados son los
principales vehiculos de transmision,
los méas comunes son: leche, queso,
vegetales frescos, pollo, setas, pavo,
entre otros. Los sintomas por
listeriosis  incluyen  fiebre vy
escalofrios, dolor de cabeza, malestar
estomacal y vOmitos. Se puede
desarrollar septicemia 0 meningitis
principalmente en bebes y nifios. En la
mayoria de los casos causan
enfermedades gastrointestinales en
adultos, aunque también pueden
desarrollarse otras enfermedades si
otros 6rganos son infectados. (Farber
y Peterkin, 1991).



Salmonella
enterica
Serovar

Typhimurium

Staphylococcus
aureus

Bacilos  cortos  anaerobios
facultativos, no esporo
formadores. Su temperatura
Optima de crecimiento se
encuentra entre 35 y 43 °C. Sin
embargo, es capaz de sobrevivir
a temperaturas bajas hasta 5 °C y
mueren a temperaturas
superiores a 46 °C. Altamente
patdgena

Cocos, anaerobios facultativos,
productores de  coagulasa,
catalasa, inmovil 'y no
esporulados que se encuentra
ampliamente distribuida por
todo el mundo, estimandose que
una de cada tres personas se
halla colonizada, aunque no
infectada. Altamente patdgena,
debido a que produce diferentes
toxinas

Generalmente causa gastroenteritis
transmitida por la ingestion de
alimentos, agua contaminados por las
heces de un animal o persona
infectados. Cuando el intestino esta
infectado, los sintomas comienzan
generalmente entre 12 y 48 horas
después de la ingestion de las
bacterias. Se producen nauseas Yy
cllicos abdominales, seguidos por
diarrea acuosa, fiebre y vémitos. Por
lo general, la Salmonella remite en un
término de 1 a 4 dias. A veces entran
en el torrente sanguineo causando
bacteriemia y se propagan, causando
infecciones o acumulos de pus
(abscesos) en zonas distantes, tales
como huesos, arterias, articulaciones,
tracto urinario y pulmones. (Uribe y
Suarez, 2006).

Se puede localizar en cualquier
alimento y produce una intoxicacion
muy aguda. Esta aparece entre las 2 'y
12 horas después de la ingestion de la
toxina que genera el patdégeno y
provoca vomitos intensos (Cervantes
etal., 2014).


https://www.msdmanuals.com/es/hogar/infecciones/bacteriemia,-septicemia-y-choque-séptico/bacteriemia

1.3. Queso bola de Ocosingo, Chiapas.

El queso bola se elabora en Ocosingo, el municipio mas grande del estado de Chiapas (Figura 1).

Se localiza en la region de las Montafias de Oriente o Lacandonia, al este del estado. La vegetacion

es muy abundante, propia de la selva subtropical, con una rica biodiversidad. EI mapa fisico de

inaclo
dela Liave

Ocosingo presenta los siguientes
climas: célido humedo con abundantes
lluvias en verano (62.10%), célido
subhimedo con lluvias en verano
(12.38%),

lluvias en verano (12.27%), céalido

semicalido humedo con

himedo con lluvias todo el afio
(11.17%). La precipitacion pluvial se
ubica entre 1500mm y 3400mm por afio

mientras que la temperatura media

Figura 1. Mapa de Ocosingo, Chis.

anual se sitta entre 18 y 28 °C.

El queso bola (Figura 2), surge por primera vez en
el afio 1927 teniendo como cuna el Rancho Laltic
(“Sefior de la tierra” en Tzeltal), segun LOpez et
al., (2015) cuenta que existen varias versiones
sobre como surgid la elaboracion de este queso.
Una de las versiones cuenta que la esposa del
duefio del rancho Elvira Martinez de Sol6rzano,
efectud un viaje a Inglaterra, donde una familia
residente compartio con ella conocimientos sobre
la queseria. A su regreso ella compartié sus
conocimientos con su esposo Fidelino Solérzano y

Figura 2. Queso bola.

comenzaron a preparar el queso forrado hasta que el resultado fue exitoso. Mas tarde ensefiaron a

otras personas, quienes difundieron la técnica pasando de generacion en generaciéon hasta la

actualidad.



Se trata de un queso con marca colectiva, elaborado con leche cruda de vaca de doble proposito,
cruza de cebl y pardo suiza. Su elaboracion puede dividirse en dos fases: la hechura de la pasta,
por cuajado mixto (por cuajo y acidez natural), y la confeccién del forro, a partir de leche
descremada.

Este es un queso original y atipico dentro de los quesos mexicanos, por su forma y proceso. Se
presenta como una bola dura, con un diametro entre 8 y 12 cm y un peso comprendido entre 400
gy 1 kg aproximadamente. Una corteza dura de caseina, a manera de corteza, encierra la pasta del
queso propiamente dicho. Cuando el producto es fresco, por ejemplo, de una a dos semanas, tras
eliminar la corteza con un cuchillo, se halla una pasta blanca o amarillo marfil, blanda, algo acida

y aromatica.
Elaboracion (Figura 3):

+ Recepcion y colado. La leche se recibe por la mafiana y se cuela en un lienzo de algodén
de trama fina.

+ Cuajado y reposado. Previamente a la adicion del cuajo, se agrega crema, si el queso sera
doble crema, si no, se tratara de queso crema solamente. Se agrega entonces una dosis de
cuajo liquido y se deja reposar la leche durante 24 horas aproximadamente.

+ Levantado o manteado. Al otro dia, se coloca cuidadosamente la cuajada en una bolsa o
manto de algodon.

+ Escurrido. Tras incorporar sal fina (3- 4 %) a la cuajada, se deja escurrir el suero durante
unas horas.

+ Salado. Después de 20-24 horas de escurrido, se sala la cuajada y se cambia la manta.

+ Madurado de la pasta. La masa se deja reposar para que madure, en un lapso de varios dias,
cambiando la manta cada tres dias. Segun las reglas de la marca colectiva territorial,
propiedad de los queseros organizados, este queso debe madurar al menos 21 dias en
condiciones ambientales.

+ Moldeado. Se forman porciones de unos 400 g 0 mas, se compacta con las manos y se les
da forma esférica. Finalmente, las piezas se forran con dos capas sucesivas de cuajada
colada y caliente, elaborada con leche completamente descremada. Este material, rico en
caseina, al enfriarse y orearse se endurece y funciona como un verdadero empaque
protector.



De este queso se puede consumir tanto el nucleo y de preferencia solo la envoltura interna tras
calentarla, asarla o freirla ya que la capa externa se encuentra expuesta a la intemperie en todo
momento (Villegas et al., 2013).

Recepcion de la leche Adicion de
crema

(4 Kg/100 L). [ Leche entera ]

Leche entera

Adicién de cuajo [ Descremado total ]
(5 mL /100L)
Cortado [ Crema ] [ Leche descremada ]
Reposo 24 h
[ Cuajado ]
Levantado de la cuajada con manta
Salado (3-4 %) [ Fermentacion ]
Madurado (por al menos 21 dias)
Cortado

Amasado/moldeado a mano

[ Fermentacion en manta y prueba de ]

Primer forro hebra
Oreado [ Fundido y amasado ]
Segundo forro

Etiquetado v envasado

Figura 3. Diagrama de la elaboracion del queso de bola. Fuente: Villegas et al. (2013).

Todo queso de leche cruda madurado, contiene abundantes microorganismos activos, con un
metabolismo atenuado o en latencia. Para quesos madurados de leche cruda se reportan: 1x10% -
1x10” UFC/g de mesofilos aerobios, coliformes totales en un rango de 1x10? - 1x10* UFC/g,
levaduras y mohos en un rango de 1x10° -1x10°% UFC/g (resultados obtenidos del queso Cotija

artesanal madurado. Fuente: comunicacion oral Dra. Maricarmen Quirasco Baruch).



Por otra parte, Villegas et al., (2013) afirman que la cuenta de meséfilos aerobios totales del nucleo
del queso bola de Ocosingo es baja, con un promedio de 3.8 logl0 UFC/g en las muestras del

queso analizadas.

En otro estudio realizado por Escobar et al., (2012), se trabajo con un queso bola madurado 50
dias y se observo para todos los casos menos de 30 NMP/g de coliformes fecales y totales y la
ausencia de patogenos (Tabla 2) que pueden contaminar los quesos de leche cruda: Salmonella
spp., Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, lo que evidencia que el nlcleo de este
queso es inocuo.

Tabla 2. Contenido de microorganismos patégenos en el ndcleo del queso bola de Ocosingo,
madurado 50 dias. (Escobar et al., 2012)

) Coliformes | Coliformes E coli | saimonella
Queseria | Epoca totales fecales (NMP /9) spp S.aureus | L. monocitogenes
(NMP/qg) (NMP/qg) '
A Secas <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia
Lluvias <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia
B Secas <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia
Lluvias <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia
C Secas <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia
Lluvias <30 <30 <30 Ausencia | Ausencia Ausencia

1.4. Bacterias acido lacticas (BAL).

Las bacterias acido lacticas, presentan en la actualidad una gran importancia biotecnoldgica, dada
su presencia en una gran cantidad de procesos fermentativos de alimentos destinados al consumo
humano (productos lacteos, vegetales, carnicos y de panaderia, asi como bebidas alcohdlicas) y
animal (ensilados). Estas bacterias no s6lo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas
organolépticas de los alimentos, sino que generan ambientes poco favorables para el desarrollo de
microorganismos patdégenos debido a su marcada capacidad antagonista, la cual favorece su
proliferacion en el alimento, en detrimento de cualquier otro grupo microbiano presente en la
materia prima (alimento crudo) o que contamine el producto posteriormente (Ramirez et al., 2011).
Por otro lado, se ha podido comprobar que algunas cepas de bacterias acido lacticas, entre ellas las
del genero Lactobacillus, son beneficiosas para la salud, tanto humana como animal, actuando
como probidticos en la produccion de péptidos bioactivos y como vehiculos transportadores de
moléculas con valor terapéutico (Nouaille et al., 2003). Ademas, tienen capacidad antagénica
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contra otras bacterias, la que se basa en la produccién de acidos organicos y otros metabolitos
inhibidores, entre los que cabe mencionar el peréxido de hidrégeno (H203), asi como compuestos
aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados del glicerol (reuterina), enzimas bacterioliticas
como las péptido glicano hidrolasas (PGHSs) y bacteriocinas (Vazquez et al., 2009).

Su aplicacion puede hacerse inoculando la bacteria para que produzca el agente antibacteriano
directamente en el alimento o usando dicho agente, previamente purificado, como aditivo

alimentario (Savijoki et al., 2006, Vazquez et al., 2009, Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2014).

Su presencia puede tener un efecto en el desarrollo de caracteristicas sensoriales deseables ya que
producen enzimas intracelulares (peptidasas, lipasas y enzimas de catabolismo de aminoacidos),
las cuales desempefian un papel importante en el desarrollo del sabor de quesos durante la
maduracion. Después de la hidrdlisis inicial de caseinas por la renina, proteasas endégenas de la
leche y proteasas bacterianas de la pared celular, las peptidasas son capaces de degradar los
péptidos resultantes en aminoacidos libres; estos pueden ser subsecuentemente catabolizados a
componentes de aroma volatiles por varias rutas enzimaticas. También esterasas y lipasas catalizan
hidrolisis de triglicéridos de la grasa de leche (compuestos en un 70 % por acidos grasos saturados
como el &cido palmitico, &cido miristico y &cido estedrico; el otro 30% son monoinsaturados como
el acido oleico y poliinsaturados como el acido linoleico y el acido a-linolénico) en acidos grasos
libres, que mas adelante son convertidos en componentes aromaticos (Lindmark, 2008; Navarro,
2012) y, por otro lado, pueden producir agentes texturizantes, como exopolisacaridos, los cuales
aportan consistencia al producto.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representados por varios
géneros, con caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y metabdlicas en comdn. En general son
cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no maviles, anaerébicos, microaerofilicos o
aerotolerantes; oxidasa y catalasa negativos, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito
y producen &cido lactico como el Gnico o principal producto de la fermentacién de carbohidratos
(Carr et al., 2002; Vazquez et al., 2009). Ademas, las BAL son acido tolerantes, la mayoria crece
a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
podrian (Carr et al., 2002).
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Los principales generos que conforman este grupo son: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Salminen et al., 2004).

Segun la fermentacién de la lactosa, las BAL se clasifican en homofermentativas (producen solo
acido lactico) y heterofermentativas (producen acido lactico y otras sustancias como CO2, H20,
etc.) y segun la temperatura de crecimiento en mesofilos, termofilos y psicrétrofos (Bertrand,
2003).

Homofermentativas: El grupo homofermentativo compuesto de Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus y Streptococcus, utilizan la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas al convertir un mol de
glucosa en dos moles de &cido lactico (Figura 4), ademas de que se produce mas del 85 % de acido

lactico a partir de glucosa.
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Figura 4. Fermentacion homolactica (Parra, 2010)
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Las bacterias pertenecientes a este grupo, poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero
carecen de la fosfocetolasa; como no poseen piruvato descarboxilasa, transfieren el hidrégeno
formado por accion de la fosfotriosa- deshidrogenasa al acido pirtvico, con ayuda de la NAD™, y

lo transforma en acido l4ctico.

Heterofermentativas: Producen solamente 50 % de acido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa
para formar 1mol de &cido lctico, un mol de etanol y 1 mol de CO2. 1 mol de ATP es generado
por mol de glucosa. Este grupo estd compuesto por varios géneros entre los que se encuentran:
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Este
grupo de bacterias contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y hexosa isomerasa;
asi que, en lugar de seguir la via (EMP), utilizan las vias de la hexosa monofosfato o la de las

pentosas fosfato (Figura 5).
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Figura 5. Fermentacién heteroléctica (Parra, 2010)
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Segun Mazzoli et al., (2014) las caracteristicas que poseen las BAL para poderlas aplicar en la

industria de los alimentos son:

+ Son consideradas como Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS por sus siglas
en inglés).

+ Son organismos que se adaptan a las condiciones de los procesos industriales, muestran
una alta resistencia a pH &cido y tienen un intervalo de temperatura dptima amplia (20-
45°C).

+ Son capaces de metabolizar numerosos monosacaridos (como hexosas y pentosas).

+ Producen metabolitos con aplicaciones en la industria alimenticia como son: aromas,
sabores, agentes texturizantes y metabolismo con capacidad antimicrobiana.

+ Ademas de producir acido lactico también pueden producir otro tipo de metabolitos que

previenen el crecimiento de bacterias patdgenas.

1.4.1. Genero Lactobacillus
Las colonias de Lactobacillus aisladas en medios sdlidos como el agar BD LBS (también conocido
como Rogosa Agar) son pequefias (2-5 mm), convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y

sin pigmentos. Sélo en algunos casos presentan coloracién amarillenta o rojiza.

Los lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos, productos carnicos o de
pescado, agua, cervezas, vinos, frutas y jugos de frutas, col y otras verduras fermentados, ensilajes,
masas agrias y pulpas (Venema et al., 1996), aunque también forman parte de la microbiota normal
de la boca, el tracto gastrointestinal y la vagina de muchos animales de temperatura estable,
incluyendo al hombre. También pueden encontrarse en habitats secundarios como los fertilizantes
de origen organico. Algunas especies individuales se han adaptado a determinados nichos
ecoldgicos, que son de hecho sus habitats naturales, siendo muy dificil encontrarlos fuera de estos
(Bergey, 2009). No desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes, pero contribuyen a
modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo compuestos volatiles como diacetilo y

sus derivados hidrogenados y aminas en el queso (Bergey, 2009).
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Presentan particularidades para cada especie respecto a los requerimientos nutricionales complejos
como aminoacidos, péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o
ésteres de &cidos grasos y carbohidratos fermentables. Por eso, estos compuestos se incluyen en el
medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe).

Crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6.4 — 4.5 y con uno Optimo de
desarrollo entre 5.5 y 6.2. Son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por
debajo del valor 4.0 mediante la formacion de acido lactico. De esta forma evitan o disminuyen
considerablemente el crecimiento de casi todos los otros microorganismos competidores,

exceptuando el de otras bacterias lacticas y el de las levaduras (Bergey, 2009).

Tannok (2005), menciona una reorganizacion de las especies en tres grupos: A, By C, basandose
en caracteres moleculares y en las caracteristicas fisioldgicas. Con esta clasificacion las especies
se agrupan en relacion a sus caracteristicas fenotipicas (letras mayusculas) y la adscripcion a cada
uno de los tres grupos filogénéticos se indica con letras minusculas (a, grupo I; b, grupo Il; ¢, grupo
).

+ Grupo A. Homofermentativos estrictos. Incluye los lactobacilos del grupo | y algunas
especies de otros géneros que son homofermentativos obligados, fermentan las hexosas
casi exclusivamente a acido lactico por la via Embden-Meyerhoff; no fermentan las
pentosas ni el gluconato.

+ Grupo B. Heterofermentativos facultativos. Formado por lactobacilos del grupo Il y la
mayoria de especies de enterococos, lactococos, pediococos, estreptococos, tetragenococos
y vagococos. Fermentan las hexosas casi exclusivamente a acido lactico por la via Embden-
Meyerhoff o, al menos por algunas especies, hasta acido lactico, &cido acético, etanol y
acido férmico bajo condiciones limitantes de glucosa. También pueden fermentar las
pentosas hasta acido lactico y acido acético por la via de fosfocetolasa inducible.

+ Grupo C. Heterofermentativos estrictos. Integrado por leuconostocs, lactobacilos del grupo
I11, oenococos y weissellas que son heterofermentativos estrictos. fermentan las hexosas a
acido lactico, acido acético, etanol y didxido de carbono (CO2). También fermentan las
pentosas hasta acido lactico y acido acético. En general, ambas vias involucran a la
fosfocetolasa. Entre estas especies se encuentra Lactobacillus fermentum.
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1.4.2. Lactobacillus fermentum

Las células son bastones inmoviles (0.5-0.9 um de espesor y muy variables en longitud), que se

presentan individualmente o en pares. Obligadamente heterofermentativos.

Requieren de factores esenciales para su crecimiento como: pantotenato de calcio, niacina y
tiamina. L. fermentum ha sido aislado de productos lacteos, masa fermentada, material vegetal en
fermentacion, estiércol, aguas residuales, boca, vagina y heces de humanos. Lactobacillus
fermentum no puede distinguirse definitivamente de Lactobacillus reuteri por simples pruebas
fisiologicas. Los métodos genotipicos utilizados proporcionan resultados claros (Dellaglio et al.,
2004). Lactobacillus cellobiosus (Rogosa et al., 1953) ha sido reclasificado como un sinénimo

posterior de Lactobacillus fermentum (Dellaglio et al., 2004)

1.5. Estudios que revelan actividad antibacteriana por parte de L. fermentum.

Yan y Lee (1997), reportan una bacteriocina producida por L. fermentum, Fermentcin B,
concentrada por precipitacion con sulfato de amonio a partir del extracto crudo extracelular,
también utilizaron una columna cromatogréafica en donde utilizaron el extracto crudo y las
fracciones obtenidas fueron dializadas en un buffer Tris-HCI para semipurificar las muestras y
midieron el efecto de la temperatura, pH y enzimas. Como resultado comentan que Fermentcin B
es producida durante la fase de crecimiento exponencial de L. fermentum en medio MRS, tiene
actividad inhibitoria de bajo espectro, tiene una masa molecular de 1 a 3 kDa, es estable hasta 100
°C y un rango de pH de 3.0 a 8.0. Pierde su actividad después de un tratamiento con proteinasa K,

amiloglucosidasa y a- quimotripsina.

Kannahi y Viji (2014) reportan que el extracto crudo de Lactobacillus fermentum aislado de una
muestra de mantequilla, tomada a las 10 horas de crecimiento en medio de cultivo MRS, mostro
actividad antimicrobiana en pruebas de difusion en agar contra S. aureus, E. coli, Bacillus cereus,

Klebsiella pneumoniae.

Phirawat et al., (2016) purificaron y caracterizaron Fermencin SD11, una bacteriocina producida

por Lactobacillus fermentum SD11 aislada de la cavidad bucal humana. Sus condiciones 6ptimas
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de crecimiento y produccion de bacteriocina fueron en un ambiente acido con pH 5.0a 6.0 a 37 °C
bajo condiciones aerobicas o anaerobias por 12 horas. Fue purificada usando tres pasos,

precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia por filtracién en gel y HPLC fase reversa.

La masa molecular que encontraron fue de 33,000 Da usando SDS-PAGE y confirmaron 33,593.4
Da por cromatografia espectrometria-liquida acoplada a masas (Figura 6). Tiene actividad contra
patdgenos orales y Candida. Es estable entre 60- 80 °C en un rango de pH de 3.0 a 7.0. Es sensible
a enzimas proteoliticas (proteinasa K y tripsina) pero no es afectada por a- amilasa, catalasa y

lisozima.

(a)

M 1

MW
(kDa)
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14.4

Figura 6. a) Tricina-SDS-PAGE andlisis de la bacteriocina purificada de L. fermentum
SD11. Linea 1 gel tefiido con azul brillante de Coomassie, linea 2 gel donde se muestra
la actividad vs. S. mutans ATCC 25175y linea M Estandares de masa molecular.
(Phirawat et al., 2016)
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1.6. Metabolitos antimicrobianos.

Un metabolito antimicrobiano se define como un compuesto producido por microorganismos, que
tienen un efecto sobre microorganismos patdgenos o de descomposicion de alimentos (Olson y
Aryana, 2008; Erginkaya et al., 2014).

+ Acidos organicos. El 4cido lactico (Figura 7) es el metabolito que producen en mayor
cantidad las BAL. Su forma no disociada es toxica, ya que difunde a través de la membrana
celular por ser liposoluble y, una vez dentro, dependiendo del pH puede disociarse en
mayor o menor medida, liberando iones H* que acidifican el citoplasma. En el intento de
bombear los iones de hidrégeno (H"), la célula microbiana consume enormes cantidades
de energia que conducen a la muerte celular. Las BAL heterofermentativas también
producen &cido acético y propidnico (Figura 7) que tienen un efecto antibacteriano mas
fuerte debido a su alto valor de pKa comparado con el del acido lactico, estos &cidos
permanecen en mayor porcentaje en su forma no disociada en comparacion del acido
lactico (4.87, 4.75 y 3.8 pKa respectivamente), teniendo un amplio rango de actividad
inhibitoria frente a hongos, levaduras y bacterias (Gould, 1991; Magnuson, 2003 y
Salminen, 2004).

Q i 0 HH o
/3 | I 2
HsC\HJ\OH H—C—C H-C-C-C
O—H O-H
o H H H
a) b) c)

Figura 7. Moléculas de a) Acido lactico. b) Acido acético. c) Acido propionico

+ Etanol. Es producido por la fermentacion de los carbohidratos por las BAL
heterofermentativas. Presenta un efecto bactericida sobre células vegetativas de bacterias,
pero no es efectivo contra esporas bacterianas. Su actividad antimicrobiana resulta de la

desnaturalizacion de las proteinas presentes en las células, también dafia la estructura
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lipidica de la membrana del citoplasma. Tiene por inconveniente una escasa difusion y

ademas es inactivado por acidos organicos (Sagdic et al., 2014).

Perdxido de hidrogeno. En presencia de oxigeno, las BAL son capaces de generar peroxido
de hidrogeno (H20.), a traves de la accion de las flavoproteina oxidasas, NADH oxidasas
y superoxido dismutasas. En ausencia de una fuente de grupo hemo, las BAL no producen
catalasa para la eliminacion de H>O2; sin embargo, éste no se acumula en cantidades
significativas porque es descompuesto por peroxidasas y pseudocatalasas (Ouwehand y
Vesterlund, 2004). Su efecto antimicrobiano es debido a la oxidacion de los grupos
sulfhidrilo de las proteinas, causando la desnaturalizacion de un cierto nimero de enzimas
y la peroxidacion de los lipidos de membrana, provocando el aumento de la permeabilidad
de la misma. También es precursor de la formacion de radicales libres como el superdxido
y el hidroxilo, que pueden dafiar el material genético de las células bacterianas (Erginkaya
etal., 2014).

Dioxido de carbono. Se forma durante la fermentacion heterolactica de las hexosas. Tiene
un doble efecto antibacteriano; su formacion crea un ambiente anaerobico y ademas inhibe
las descarboxilasas enzimaticas mediante la disminucion del pH extra e intracelularmente
y su acumulacion en la bicapa lipidica causa disyuncion en la permeabilidad de la

membrana (Salminen, 2004).

Diacetilo. El citrato puede convertirse en diacetilo (2,3-butanodiona) via piruvato (Figura
8). Es responsable del aroma caracteristico asociado a la mantequilla. Su actividad
antibacteriana es mas efectiva a valores menores a pH 7. Es mas efectivo contra bacterias
Gram negativas que Gram positivas. Sin embargo, la cantidad necesaria para que se
presente actividad antibacteriana es muy alta y afecta el sabor y aroma de los productos
(Magnuson, 2003 y Salminen, 2004).
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Figura. 8 Molécula de diacetilo (2,3-butanodiona)

+ Reuterina (B-hidroxipropanoaldehido), es una molécula altamente soluble y con pH neutro,
producida por Lactobacillus reuteri bajo condiciones anaerdbicas en presencia de glicerol
(Figura 9). Tiene actividad antibacterial, antifungica, antiprotozoaria y antiviral. Su
mecanismo de accion consiste en la inactivacion de las enzimas que poseen grupos
sulfihidrilo, tales como la actina, que forma el citoesqueleto, la GSH-reductasa y las
ATPasas transportadoras de Ca?* de la membrana plasmatica y el reticulo endoplasmico;
también es un inhibidor de la ribonucle6tido reductasa, una enzima universal que cataliza
la primera etapa de la biosintesis del ADN (Magnusson, 2003).

HO™ "0

Figura. 9 Molécula de reuterina
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+ Reutericiclina. Es un compuesto producido por L. reuteri que inhibe el crecimiento de
bacterias Gram positivas (Figura 10). Tiene una masa molecular de 349 Day es anfifilica.
Su actividad inhibitoria aumenta a altas concentraciones de sal (2 %) y pH bajo (4.5). Se
distribuye dentro de la membrana citoplasmatica y disipa selectivamente el gradiente de

pH transmembranal (Salminen, 2004).

b O
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Figura. 10 Molécula de reutericiclina

1.7. Bacteriocinas.

Las bacteriocinas tienen un gran potencial como bioconservadores en una gran cantidad de
alimentos (Ennahar et al., 1999). Son péptidos de baja masa molecular (por lo regular, menos de
10 kDa) y estables en amplios intervalos de pH y tratamientos térmicos, tienden a adoptar

estructuras helicoidales anfifilicas (Nes et al., 1996).

El campo de accion de las bacteriocinas se relaciona de acuerdo al tipo de bacterias al que afectan,
se han distinguido tres grupos: a) bacteriocinas con un estrecho rango de accion, restringido a
microorganismos de la misma especie; b) bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe
bacterias lacticas y algunas bacterias Gram positivas y ) bacteriocinas con amplio rango de accion,
las cuales inhiben una amplia variedad de Gram positivas (Cintas et al., 2001; Beristain et al.,
2012).

Muchas de las bacteriocinas producidas por las BAL son activas solo contra otras BAL, pero todas
muestran actividad contra bacterias Gram positivas y en ocasiones contra bacterias Gram

negativas.
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Existen diferentes clasificaciones para las bacteriocinas (Klaenhammer, 1993; Heng y Tagg 2006),

pero una de las mas utilizadas es la descrita por Cotter et al., (2005) (Figura 11):

+ Clase I. Lantibioticos, péptidos de entre 19 y 38 aminoacidos de longitud, con una masa
menor a 5 kDa. Contienen residuos de lantionina o -metil-lantionina y son termoestables.
La lantionina se obtiene por la condensacion de una serina deshidratada (dehidroalanina)
con el grupo sulfhidrilo de una cisteina vecina, con lo que se forma un puente entre los dos
residuos. Cuando los aminoacidos que se unen son una treonina deshidratada
(deshidrobutirina) y cisteina, lo que se forma es la B-metil-lantionina. La formacién del
puente entre residuos del péptido es catalizada enzimaticamente y forma un anillo en la
estructura del lantibiotico, caracteristica estructural importante de las bacteriocinas clase I.
Se pueden enlazar al lipido 11, el mayor transportador de subunidades de peptidoglicano
del citoplasma a la pared celular, lo que evita la sintesis correcta de la pared, con la
consecuente muerte celular; ademas, pueden usar al lipido Il como molécula de

acoplamiento para insertarse en la membrana e iniciar la formacion de poros.

+ Clase Il. Bacteriocinas que no contienen lantionina, péptidos termoestables pequefios
(menos de 10 kDa) que inducen la permeabilidad de la membrana y la salida de moléculas
del interior de la bacteria. Esta clase esta formada por un grupo heterogéneo de moléculas,

dentro de las que destacan:

1. Con alta especificidad contra Listeria monocytogenes, tipo pediocinas (clase 11a)
2. Compuestas por dos péptidos (clase 11b)
3. Poseen union covalente entre el extremo N- y el C- terminal, esto es, que tienen

una estructura circular (clase lic).

+ Clase Ill. Bacteriolisinas o proteinas bacteriolégicas; termolabiles, de alta masa molecular
(mayor de 30 kDa) y su modo de accion es mediante la lisis de la pared celular. En general,
poseen el dominio catalitico (homologo a las endopeptidasas) en el extremo N-terminal y
el de reconocimiento al sustrato, en C-terminal. A diferencia de las otras clases de
bacteriocinas, no tienen relacionado un gen que confiera inmunidad a la bacteria productora
(Cotter et al., 2005).
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Figura 11. Mecanismo de accion de las bacteriocinas
(adaptado de Cotter et al., 2005)

Las bacterias Gram positivas, se caracterizan por tener un alto contenido en lipidos aniénicos en
su membrana, en este caso el modo de accion de las bacteriocinas es la union inicial a la membrana
bacteriana por atraccion electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y las bacteriocinas
con su carga neta positiva localizada en uno de sus extremos; después se produce la insercién de
las bacteriocinas en la bicapa lipidica. De este modo se forman poros en la membrana bacteriana,
la cual queda permeabilizada, la célula empieza a perder iones y metabolitos para su supervivencia
y eventualmente se produce la muerte bacteriana muy probablemente debido a la vesiculacién del
protoplasma, la formacion de poros y la desintegracion completa de la célula (Bizani et al., 2005).
La unica bacteriocina aprobada para su utilizacion como conservador en alimentos por la FDA
(denominada tipo GRAS) y aceptada como aditivo alimentario en otros 45 paises es la Nisina. Esta
bacteriocina es producida por Lactococcus lactis subsp. lactis y tiene una masa molecular de 3.5
kDa. La marca comercial mas usada es Nisaplin. Otra bacteriocina comercial es la pediocina PA-
1, denominada Atla 2341, que inhibe el desarrollo de Listeria monocytogenes en productos
carnicos (McAuliffe et al., 2001)
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1.8. Péptido glicano hidrolasas (PGHSs).

Las peptidoglicano hidrolasas (PGHs) son enzimas que hidrolizan el peptidoglicano, principal

componente de la pared celular de bacterias.

Las PGHs estan involucradas en un gran namero de funciones que requieren la modificacion de la
red rigida del peptidoglicano durante el crecimiento y la division celular. Algunas de estas

funciones incluyen:

+ Regulacion del crecimiento de la pared celular

+ Intercambio de unidades de peptidoglicano durante el crecimiento

+ Separacion de las células hijas durante la division celular y la autolisis, que generalmente
se induce en condiciones adversas como la falta de nutrientes

+ Escision del peptidoglicano en la sintesis de flagelo y otras estructuras celularesque
lacanzan el espacio extracelular (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Eckert et al., 2006;
Vollmer et al., 2008).

En las bacterias, las PGHs son también conocidas como endolisinas y se encuentran involucradas

en diferentes procesos fisiologicos y ecoldgicos (Vollmer et al., 2008 y Ferrand et al., 2015)

Tienen masas moleculares que pueden ir desde los 27 kDa de la lisostafina, hasta los 137 kDa de
la proteina Atl, la principal autolisina de Staphylococcus aureus y S. epidermidis (Kumar, 2008;
Gotz et al., 2014).

Las PGHs se clasifican por su especificidad catalitica sobre los distintos tipos de enlaces
covalentes del peptidoglicano. De este modo, existen N-acetilmuramidasas y N-
acetilglucosaminidasas encargadas de digerir enlaces de la cadena glucosidica, asi como N-
acetilmuramil-L-alanina amidasas (denominadas comunmente amidasas, Ami), endopeptidasas

(EPasas) y carboxipeptidasas (CPasas) que digieren enlaces de la cadena peptidica (Figura 12).
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Figura 12. Sitios de accidon de las PGHSs en la pared celular bacteriana
(Modificado de Chapot-Chartier y Kulakauskas 2014).

A) N- acetilmuramoil- L- alanina amidasas o amidasas hidrolizan el enlace amida formado entre
el acido N acetilmuramico y la L-alanina del extremo N-terminal. Estas enzimas han sido
encontradas en bacterias, bacteriofagos y genomas de profagos. Generalmente el sitio catalitico
esta fusionado por el extremo N o C terminal a otro mddulo de funcion que es responsable de la
union de la proteina a la pared celular (Lépez et al., 1981; Young, 1992; Shockman y Holtje,
1994).

B) Las peptidasas son enzimas que hidrolizan la union entre los aminoacidos del peptidoglicano.
Dependiendo del enlace que rompen entre los aminoacidos se pueden denominar: DD- peptidasas
si rompen el enlace entre D-aminoacidos y DL o LD- peptidasas si rompen enlaces entre Dy L

aminoacidos.
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Dependiendo de su especificidad se clasifican como:

« Carboxipeptidasas, hidrolizan el ultimo aminoacido del extremo carboxilo de los
péptidos
« Endopeptidasas, son enzimas que rompen completamente los puentes formados por los

péptidos y son metal dependientes (Zn%*)

C) N- acetilglucosaminidasas se distribuyen ampliamente en bacterias, hidrolizan los enlaces
glucosidicos B-1,4 entre el residuo N-acetil-B-D-glucosamina y los monosacaridos adyacentes, del
peptidoglicano, dejando un extremo GIcNAc reductor. Existe una gran variedad de estas enzimas,
pero las mas conocidas son: LytB producida por Streptococcus pneumonie, AtlA y AtID
producidas por Enterococcus faecalis y AcmA, AcmB y AcmC de Lactococcus lactis (Vollmer et
al., 2008)

D) N- acetil- B-D-muramidasas o muramidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos p-1,4 entre los
residuos acido-N-acetil murdmico y la N-acetil glucosamina del peptidoglicano, dejando libre un
extremo MurNAc reductor, llamadas lisozimas, o formando un anillo 1,6-anhidro en MurNAc,
conocidas como transglicosilasas liticas (Vollmer et al., 2008; Layec et al., 2008). Hay pocas

enzimas caracterizadas que presentan esta actividad.
Algunas PGHs han sido utilizadas como agentes antibacterianos, por ejemplo:

e Lisostafina, es una metaloenzima dependiente de zinc de 27 kDa, producida por
Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus. Presenta actividad endopeptidasa ya que
hidroliza los enlaces glicina-glicina especificos de la pared celular de S. aureus y especies
relacionadas. Tiene aplicaciones terapéuticas para tratar infecciones causadas por este
microorganismo (Kumar, 2008).

e Lisozima de huevo de gallina, una muramidasa descubierta en 1922 por Alexander
Fleming. Esta clasificada como GRAS por la FDA y como aditivo alimentario por la
Unidn Europea con actividad bacteriostatica, bacteriolitica y bactericida. Su principal
aplicacion es en la industria quesera, contra Clostridium tyrobutyricum, que provoca la
hinchazén de los quesos, pero también es utilizada como conservador en carnes,
embutidos, pescado, verduras, frutas y en el control de la actividad bacteriana en vinos
(Callewaert et al., 2011, Galet et al., 2013).

26



1.9. Motivos de lisina 0 Dominios LysM

El motivo de lisina (LysM), fue descubierto por primera vez en la lisozima del fago ¢$29 de
Bacillus, detectado en el extremo C- terminal. Se han reportado mas de 4000 proteinas, tanto de
procariontes como eucariontes, que contienen uno o mas motivos de Lisina. Estos motivos
generalmente tienen una longitud de 44 a 65 residuos de aminoacidos y pueden unirse a diferentes
tipos de peptidoglicano y quitina, ya que actian como antigenos o como proteinas de unién. En
bacterias estan ampliamente distribuidas en peptidoglicano hidrolasas y en peptidasas, asi como
quitinasas, esterasas y nucleotidasas.

Generalmente, estos motivos se encuentran separados por secuencias que consisten en residuos de

serina, treonina, aspartato o prolina, los cuales forman una region flexible entre los motivos.

En procariontes estos dominios poseen estructura secundaria y redes de puentes de hidrégeno, por
lo que los puentes disulfuro no son esenciales para su estructura y funcion (Ponting et al., 1999).
Tienen diferentes puntos isoeléctricos (pls), en un rango de 4 a 12. En algunos casos, un organismo
puede expresar una proteina con dominios LysM paralogos con diferentes puntos isoeléctricos;
por ejemplo, las PGHs AcmA y AcmD de Lactococcus lactis, contienen tres motivos LysM en la
regién C terminal, con pls alrededor de 10 a 4 respectivamente. La funcidn exacta de estos
dominios LysM con pl bajo se desconoce, pero se han observado en muchas bacterias y se
hipotetiza que podria servir como una adaptacion a los cambios de pH en el ambiente o para unirse
especificamente a una pared celular modificada.

Los dominios LysM mejor caracterizados son los de la N- acetilglucosaminidasa (AcmA) de L.
lactis, estos dominios se unen de manera no covalente a la pared celular, permitiendo el adecuado
posicionamiento del sitio catalitico con su sustrato y posteriormente llevar a cabo la lisis celular
(Buist et al., 1995). Interesantemente, los dominios LysM de glicosilasas como las N-
acetilglucosaminidasas y las N- acetilmuramidasas se encuentran localizadas rio abajo del sitio
activo de la enzima en el extremo C terminal, por otro lado, en endopeptidasas se encuentran
presentes en el extremo N terminal, rio arriba del sitio activo. Posiblemente, la razén de la diferente
topologia, sea proveer un posicionamiento adecuado de los dominios del sitio activo hacia sus
sustratos especificos. Cuando todos los motivos LysM son removidos de una proteina, la unién a
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péptido glicano se pierde, resultando en una pérdida total de la actividad hidrolitica (Buist et al.,
2008).

2. ANTECEDENTES.

2.1 Estudio del queso bola en el grupo de trabajo.

Garcia (2017), encontr6 que algunas cepas aisladas del queso bola del género Lactobacillus
presentaban actividad antibacteriana extra celular contra microorganismos indicadores como S.
aureus, E. coli, L. monocytogenes y Salmonella enterica serovar Typhimurium. Esta actividad se
produjo en medio MRS. Los resultados fueron observados mediante difusion en agar, en la que se
aplico el sobrenadante de la fermentacion libre de celulas, neutralizado y concentrado por
liofilizacion. La actividad reportada en zimogramas se realizd a partir de la muestra concentrada

por precipitacion con TCA.

Se observé la presencia de actividad inhibitoria en todas las cepas que analizé, al menos en contra
de alguna de las bacterias indicadoras. En la Figura 13 se muestra un ejemplo de ensayo de difusion
en agar, ademas de las bandas de lisis observadas por zimografia, a) contra Listeriay b) y c) contra
S. aureus. Se observaron bandas con actividad bacteriolitica con masas moleculares caracteristicas
de PGHs (>60 kDa) y de bacteriocinas (~11 kDa).

Concluye que las cepas 3B y 7A fueron las que mostraron una mayor actividad, la cual puede estar
dada por compuestos como bacteriocinas y PGHs por lo que L. fermentum puede contribuir a la

inocuidad del queso de bola de Ocosingo.
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Figura 13. a) Zimograma vs. L. innocua SDS-PAGE 10 %. b) Zimograma vs. S. aureus, SDS-PAGE 10 %. c) Prueba
difusion en agar vs S. aureus, ampicilina (10 mg/mL) como control. Garcia (2017)
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3. JUSTIFICACION.

En la actualidad la demanda de alimentos que contengan una menor cantidad de aditivos quimicos
ha aumentado, lo que ha llevado a la investigacion y caracterizacion de compuestos
antimicrobianos producidos por BAL. Estos compuestos son de gran importancia puesto que

pueden sustituir en algunos casos el uso de conservadores quimicos en alimentos.

El queso bola de Ocosingo, producido en Ocosingo, Chiapas, de manera artesanal, presenta
caracteristicas distintivas debido a la composicion de la leche y a las condiciones climaticas de la
region, que ayudan a diferenciar la microbiota presente. Segun Escobar et al., (2012), gracias a

esta microbiota y la maduracion adecuada del queso se puede asegurar la inocuidad del mismo.

En este caso, los compuestos de origen proteinico son de gran importancia pues al ser un queso
elaborado con leche no pasteurizada, no se adicionan conservadores quimicos. Lactobacillus
fermentum es parte de la microbiota presente de manera natural en el queso de tal manera que las
bacteriocinas y/o PGHs producidas por estas cepas pueden formar una barrera contra bacterias

patdgenas.

Distintos autores han reportado actividad antibacteriana de L. fermentum contra distintas cepas
patogenas de interés en alimentos, también se han encontrado bacteriocinas en cepas aisladas de
diferentes cavidades del cuerpo humano, pero no hay reportes sobre la actividad de cepas aisladas

de L. fermentum de quesos mexicanos ni sobre su potencial contribucién a la inocuidad de estos.
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4. HIPOTESIS.

+ La actividad antibacteriana producida por las cepas de Lactobacillus fermentum aisladas
del queso bola de Ocosingo se deberd a compuestos extracelulares de caracter proteinico
como bacteriocinas y peptidoglicano hidrolasas (PGHSs).

5. OBJETIVO GENERAL.

+ Caracterizacion e identificacion de la fraccion proteinica extracelular con actividad
antibacteriana producida por Lactobacillus fermentum aislado del queso bola de Ocosingo,
Chiapas.

6. OBJETIVOS PARTICULARES.

+ Determinar el nimero y la masa molecular de las proteinas y/o péptidos producidos por L.
fermentum que presentan actividad antibacteriana.

+ Identificar a las proteinas con actividad antibacteriana mediante la secuenciacion de las
bandas con actividad litica.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1. Diagrama experimental
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Figura 14. Diagrama general de la metodologia experimental
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7.2. Cepas aisladas del queso bola de Ocosingo, Chiapas.

Las cepas utilizadas fueron aisladas del queso bola de Ocosingo por Sheila I. Grajales de la
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Fueron aisladas a partir del queso bola y
posteriormente se realizo extraccion de ADN de las colonias aisladas. Los microorganismos fueron

identificados a través de la secuenciacion del gen ribosomal 16S completo.

7.3. Cepas patogenas utilizadas en el estudio.

Las cepas patogenas utilizadas en el estudio fueron L. monocytogenes, S.aureus, S. enterica
serovar Typhimurium, P. aeruginosa y Y. enterocolitica, obtenidas del cepario de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Se encontraban criopreservadas a -20 °C por lo que, para su utilizacion,

fueron reactivadas en medio de cultivo BHI a 37 °C.

7.4 Verificacion de pureza de las cepas de L. fermentum
Una vez reactivados los microorganismos, se realizo tincion de Gram para observar la pureza del

cultivo y las caracteristicas morfologicas esperadas para cada cepa.

7.5 Conservacion de las cepas.
Al confirmar la pureza de las cepas reactivadas, en un criovial se colocaron 750 uL del medio de
cultivo en caldo MRS (OXOID) para las cepas de L. fermentum y BHI para los patégenos mas

750 pL de glicerol al 30 % (v/v) estéril y se almacenaron a -20 °C

7.6 Identificacién molecular de las cepas de L. fermentum

7.6.1 Extraccion de ADN

Se inocularon 100 pL de la cepa en 50 mL de caldo MRS durante toda la noche a 37 °C con
agitacion 250 rpm. Se centrifugd durante 15 min a 8000 rpm para formar un paquete celular y se
descarto el sobrenadante. Posteriormente se realizaron dos lavados con solucién salina isotonica

estéril (0.85 %). Para realizar la extraccion se utilizé el kit comercial Fast DNA de Genetic ID.

Las celulas se resuspendieron en buffer de lisis (1 mL) en tubos eppendorf de 2mL y se adicionaron
50 pL de lisozima (10 mg/mL). Esta reaccion fue incubada a 35 °C/20 min/ 400 rpm. Pasado este
tiempo, se adicionaron 2.5 pL de proteinasa K y se volvié a incubar 30 min/65 °C/600 rpm; hecho
esto, se adicionaron 500 uL de cloroformo, se agit6 por inversion y se centrifugé a 10,000 rpm/5
min/4 °C, en seguida se tomo la fase acuosa y se colocé en tubos Eppendorf de 2 mL donde se

afiadié 1 mL de buffer de unidn, esto se centrifugd a 10,000 rpm/5 min/4 °C. El sobrenadante fue
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transferido a una columna de purificacion y se realizaron lavados con 1 mL de buffer de lavado y
con 600 pL de etanol frio al 75 %. Finalmente, se agrego buffer TE para obtener el ADN en tubos
Eppendorf de 1.5 mL y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

7.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se efectud para amplificar el gen ribosomal 168,
utilizando los cebadores fD1 y rD1, considerados como universales, ya que se usan para la
mayoria de las eubacterias (Weisburg et al., 1991). En la Tabla 3 se muestran las secuencias de

estos cebadores.

Tabla 3. Secuencias de cebadores utilizados.

Primer Secuencia
fD1 CCGAATCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC

Para esta reaccion se preparé la mezcla de acuerdo con las especificaciones del proveedor de la

enzima Pfu (Thermo Scientific) la proporcion de los componentes se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Proporcion de los componentes de la PCR.

Componente Concentracion final Volumen (pL)
Agua | eemmeemmeeeeees Completar vol.final
Buffer 1X 5

Primer fD 1uM 1

Primer rD 1uM 1

dNTPs 1uM 1

ADN molde 3 ng/uL 5*

ADN polimerasa 1.25U 0.4

Volumen final | --mmeemmimeeen 50

* volumen necesario para tener una cantidad de 150 ng por reaccion

Se prepard en primer lugar una mezcla maestra adicionando todos los componentes comenzando
por el agua y terminando con la ADN polimerasa. Esta mezcla fue repartida en tubos eppendorf
de 200 pL a los cuales se les adiciondé 5 pL de ADN (aproximadamente 150 ng/reaccion).
Posteriormente la reaccion de PCR se efectud en el termociclador Techgene de Techne. Las

condiciones de reaccién se especifican en la Tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de PCR.

Etapa Temperatura | Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min
Desnaturalizacién 95 °C 2 min
Alineamiento 42 °C 0.5 min .
Extension 72 °C 3 min 35 ciclos
Extension final 72 °C 10 min
Conservacion 4°C o0

Los amplicones fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro
de etidio al 1 %. Para cargar las muestras se agregaron 2 pL de buffer de carga por cada 5 pL de
la reacciéon de PCRy se utilizé el marcador Gene Ruler 1 Kb de ThermocScientific. Los productos
de PCR fueron purificados con el kit QIAEX Il de Qiagen.

7.6.3. Secuenciacion de amplicones.

Los productos de PCR, con una concentracién de aprox. 0.5 ng/pL se mandaron secuenciar a
MACROGEN Co. Seul, Corea. Las secuencias obtenidas (mostradas en el anexo) fueron
analizadas mediante la herramienta BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool) que es un
programa capaz de comparar una secuencia problema contra una gran cantidad de secuencias que
se encuentran en la base de datos secuencias de ARN ribosomal 16S (Bacterias y Arqueas) del

NCBI (National Center of Biotechnology Information).

7.7. Cinetica de crecimiento

Se prepar6 un preindculo en un tubo de ensayo con tapa de rosca con 10 mL de medio MRS estéril
se colocaron 200 pL del contenido de un criovial y se dejo incubando por 12 horas a 37 °C.
Posteriormente, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio MRS estéril, se
adicionaron 200 pL del preinoculo y se tomaron alicuotas de 1 mL cada 2 horas, desde el tiempo
cero hasta las 24 h de crecimiento, bajo las condiciones ideales de incubacion (37 °C / 250 rpm).
El crecimiento se determing a través de la densidad dptica de cada uno de los puntos de la cinética
de crecimiento a una longitud de onda de 600 nm con el espectrofotometro, usando como blanco
agua destilada. A la par se determiné el pH con un potenciometro acoplado a un microelectrodo
para volumenes pequefios. Al final se grafico el logaritmo natural de la densidad éptica'y pH en
funcion del tiempo para determinar la fase logaritmica tardia de las cepas.
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7.8. Obtencion del extracto crudo

Se prepar6 un preindculo en un tubo de ensayo con tapa de rosca con 10 mL de medio MRS esteril
se colocaron 200 pL del contenido de un criovial y se dejé incubando por 12 horas a 37 °C.
Posteriormente, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio MRS estéril, se
adicionaron 200 pL del preinoculo, incubando bajo las condiciones seleccionadas. La
fermentacion se detuvo durante la fase logaritmica tardia (dato obtenido a partir de las cinéticas de
crecimiento) para la posterior obtencion de los compuestos extracelulares. Cada muestra fue
centrifugada a 12,000 g durante 15 minutos a 4 °C en una centrifuga Biofuge. Los sobrenadantes
obtenidos se neutralizaron a pH 7 con NaOH 50 % m/v y posteriormente se filtraron con una

membrana de 0.22 um (Millipore).

7.9. Condiciones de concentracion del extracto crudo

7.9.1 Liofilizacién
Se utilizaron 50 mL del extracto crudo; filtrado y neutralizado y se liofilizé en un sistema Freeze
Dry System, Feezone 4.5 de Labconco. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

Para su uso, las muestras fueron resuspendidas en 1 mL de buffer de fosfatos 100 mM a pH 7.

7.9.2. Precipitacion con TCA

Se precipitaron 50 mL del extracto crudo con acido tricloro acético (TCA) concentracién final del
15 % v/v del volumen total a precipitar y se dejé en reposo a 4°C durante 2 horas. La muestra se
centrifugd a 25,000 g durante 15 min, se desechd el sobrenadante y el bot6n se resuspendi6 en 1
mL de acetona al 90 % v/v para volver a ser centrifugado utilizando las mismas condiciones, por
lo menos dos veces mas, esto con el fin de eliminar los restos de TCA en la muestra. Finalmente,
se dejo la muestra en campana de extraccion para que el remanente de acetona se evaporara. El

precipitado se resuspendio en 500 pL de buffer de fosfatos 100 mM a pH 7.

7.9.3. Precipitacion con sulfato de amonio (NH4)2SO4

Se utilizaron 250 mL del extracto crudo, filtrado y neutralizado. Para comenzar la precipitacion,
la muestra se llevo al 50 % (p/v) de saturacion de (NH4)2SO4 (291 g/L). La sal se agregé lentamente
manteniendo la muestra en hielo y agitacion suave con barra magnética procurando que no se
hiciera espuma, durante 20 min. Se retird de agitacion y se centrifug6 a 12,000 g por 20 min. a 4

°C. El sobrenadante se recuperd y el pellet se desechd. Posteriormente el sobrenadante se llevo a
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una saturacion de 80 % (p/v) de (NH4)2S04 (194 g/L) y se procedié como en el paso anterior. Para
finalizar, la muestra se centrifugd a 30,000 g. El sobrenadante fue desechado y se recolecto el

material precipitado. Este fue resuspendido en 2 mL de buffer de fosfatos 100 mM pH 7.

Finalmente se realiz6 una didlisis para eliminar el exceso de (NH4)2SO4 donde se utilizé una
membrana de celulosa de tamafio de corte de 1 kDa; se introdujo la membrana en una cubeta con
buffer de fosfatos 100 mM pH 7 y se dej6 en agitacion y refrigeracion a 4 °C durante 24 horas,
haciendo un cambio de buffer 2-3 veces. Pasadas las 24 horas, la muestra se almacena a -20 °C

hasta su uso.

7.10 Determinacion de proteina por el método Bradford.

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 160 L de cada una de las muestras a analizar diluidas
1/100. Se adicionaron 40 pL del reactivo de Bradford (Bio-Rad), se homogeniz6 la reaccién y se
dejo reposar por al menos 5 minutos antes de tomar la lectura. La concentracion de proteina se
determind a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotdmetro Epoch. Los valores obtenidos

se interpolaron con una curva patrén de albdmina sérica bovina (0-10 pg/mL).

7.11 Determinacién del efecto antibacteriano mediante difusion en agar.

Para la determinacién del efecto antibacteriano se realizaron pruebas de difusién en agar. Se
utilizaron microorganismos patdgenos de interés en alimentos. Se realizé un preindculo de la cepa
utilizada en 5 mL de caldo y se dejo crecer por aproximadamente 12 horas a 37 °C. Pasado este
tiempo se realiz6 una dilucién 1:100 con medio de cultivo estéril. Para la preparacién de las cajas
se colocaron 30 mL de medio con agar al 0.85 % m/v en un tubo Falcon estéril y se agregaron 70
pL del cultivo por cada mL de agar, se agitdé suavemente para no formar burbujas y se vacio en la

caja.

Con la parte superior de una punta para micropipeta P1000 esteril, se hicieron pozos sobre el agar
y en cada uno se agregaron 200 uL de las muestras a analizar (~160 pg/ mL), ademas se coloco
un control positivo (Ampicilina 100 pg/mL) y dos controles negativos (medio MRS y buffer de
resuspension). Las cajas se incubaron a las condiciones de crecimiento del microorganismo blanco
de 8-12 h en una estufa estatica. Finalmente se midio el didmetro del halo de inhibicion con ayuda

de un vernier, restando el diametro del pozo (0.9 cm).
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7.12. Electroforesis SDS- PAGE

Para la identificacion de los compuestos de naturaleza proteinica (PGHs\bacteriocinas) y
determinacion de su masa molecular, se realiz6 electroforesis en geles de SDS- PAGE- Glicina al
10 % y al 14 % con el equipo Mini Protean 3 System, Electrophoresis Module de Bio-Rad
Laboratories (Mini-Protean Il Electrophoresis Cell, instruction manual). Se emplearon las
muestras tratadas con los diferentes métodos de concentracion (precipitacion con TCA al 15 %,
precipitacion con (NH4)2SO4 al 80 %) y se colocé el marcador de masa molecular Precision Plus
Protein All Blue Standards, una mezcla de 10 proteinas recombinantes tefiidas de azul (10-250
kD)

Las muestras analizadas fueron tratadas antes de la electroforesis con un buffer de carga 4X (Tris-
HCI 1M pH 6.8, glicerol al 24 % (v/v), SDS al 8 % (p/v), azul brillante de Coomasie al 0.02 %y
2- mercaptoetanol 0.2 M), las muestras se calientan a ebullicion durante 5 min. y posteriormente
se colocan alicuotas en cada pozo del gel cuidando que la concentracion de proteina en todos los
pozos sea igual (~17ug). Las condiciones de la electroforesis fueron 80 V durante 15 min a
temperatura ambiente y pasado este tiempo a 120 V en refrigeraciéon a 4 °C durante 1 h 45 min.

Aproximadamente (las preparaciones de los reactivos se muestran en el anexo)

7.13. Zimogramas.

Para corroborar y detectar la actividad del compuesto antibacteriano de las cepas utilizadas, se
realizaron zimogramas contra los microorganismos indicadores (cepas patdgenas). Para su
preparacion se utilizé la misma composicion de los geles SDS- PAGE- Glicina 10 y 14 % mas la

adicion del microorganismo indicador como sustrato.

Se inocularon 100 mL de caldo BHI con los microorganismos indicadores (patogenos) y se dejo
en incubacion a 37 °C durante 12 horas sin agitacion. Posteriormente los microorganismos se
inactivaron con esterilizacion en autoclave. La muestra se centrifugd a 8500 rpm durante 15 min.
a 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se recupero el precipitado, posteriormente se hizo un lavado
con 35 mL de solucion salina isotdnica (0.85 % NaCl) y se centrifugd nuevamente, esto se repitio
tres veces. El tercer lavado se realizé con 8.5 mL de solucion y se midio la DO (600 nm) a partir
de una disolucion 1:100 para determinar la cantidad necesaria de muestra para realizar los geles
(DO= 8-10). Las condiciones para la corrida fueron las mismas que para los perfiles
electroforéticos, al igual que el tratamiento de las muestras. Finalmente se incubaron a 37 °C a 50
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rpm en una solucién buffer de fosfatos 100 mM pH 7 y triton al 1 % por 24 horas. Se tifieron con
una solucion de azul de metileno al 0.1 % y KOH al 0.01 % durante 20 min. Para destefiir los geles
se realizan varios lavados con agua destilada hasta que se pudieron observar las bandas de lisis.
En los geles que presentan actividad litica, se observan bandas transparentes.

7.14 Secuenciacion de proteinas
El andlisis de secuenciacion de proteinas se llevo a cabo en el Instituto de Biotecnologia (IBT) en

la unidad de Protedmica

7.14.1 Procesamiento quimico de las muestras

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA),
alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digeridas “in gel” con Tripsina (Promega
Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En el procesamiento de las muestras
con tripsina se utilizd una solucion que contiene 50mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la

incubacién fue de 18 horas a temperatura de 37 °C.

7.14.2 Analisis espectrométrico

Los péptidos producidos por hidrélisis enzimatica fueron desalados con Zip Tip C18 (Millipore;
Billerica, MA, USA) vy aplicados en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry) compuesto de una bomba Accela (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA)
acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) con fuente de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). En la cromatografia de liquidos de
nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente de 5-85 % B (acetonitrilo con 0.1 % de acido
férmico) en 120 min utilizando una columna capilar RP-C18 hecha en casa (0.75 um de diametro
interno y 10 cm de largo). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/min.

7.14.3 Busqueda e identificacion de los péptidos secuenciados.

Los péptidos obtenidos a partir de la secuenciacion, fueron comparados mediante el algoritmo
BLASTDp (protein-protein BLAST) del NCBI. Una vez realizado el BLASTp se tomaron en cuenta
las secuencias con el porcentaje de identidad mas alto. Posteriormente se hizo un alineamiento
multiple de los péptidos encontrados mediante secuenciacion contra las secuencias de referencia
encontradas en el BLASTp con el programa CLUSTAL W. Mediante la base de datos Pfam se
corroboraron las secuencias con alto porcentaje de identidad para identificar dominios 0 motivos

reportados dentro de las secuencias.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Purificacién de las cepas.

Al inicio del trabajo experimental, fue necesario comprobar que las cepas estuvieran puras. Se
partié de una fermentacion en medio MRS durante 18 horas, posteriormente se realizaron frotis y
se tifieron por la técnica de Gram. Se observaron al microscopio y se encontrd que las cepas estaban
contaminadas. Como se analizaron 6 viales por muestra y todos se observaban contaminados por
cocos, se tomaron los viales en los que se observé un conteo mas bajo de cocos. Para la purificacion
se inocularon cajas Petri con agar MRS, la inoculacion se hizo mediante estrias por agotamiento.
Para poder observar diferencias coloniales, se dejaron en incubacién por 18 horas a 37 °C. Pasado
este tiempo se hicieron frotis de diferentes colonias que coincidian con la morfologia esperada
(colonias pequefias de 2-5 mm, convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos),
se tifieron por la técnica de Gram y se vieron en el microscopio, observandose unicamente bacilos
Gram positivos. Posteriormente se inocularon cajas Petri con agar LB y se hicieron pruebas de

oxidasa y catalasa.

En la Figura 15 se pueden observar bacilos cortos Gram positivo, para las distintas cepas
analizadas, ademas mostraron ser oxidasa y catalasa negativos que también corresponden con las

caracteristicas descritas por Bergey (2009) para L. fermentum.
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Figura 15. Tincién de Gram de las cepas de L. fermentum A) cepa7., B) cepa 72, C) cepa 9
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Para corroborar la identidad de los bacilos observados, se realizé secuenciacion del gen ribosomal
16S. Para ello se hizo una fermentacion en medio MRS durante 12 horas a 37 °C, posteriormente
se recuperd el paquete celular. La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit comercial Fast
DNA de Genetic ID. Después, mediante espectrofotometria, se realizd la cuantificacion de la
concentracion de ADN y la relacion Azsorso para determinar la pureza del ADN extraido (Tabla
6). Los valores de concentracion >20 ng/mL se consideran adecuados, mientras que la relacion

Azso280 cON UN valor entre 1.8-2.0 indica que el ADN tiene una pureza 6ptima (Gallou et al., 2015).

Tabla 6. Concentracion de ADN y Aze0/280

Cepa Concentracion A260/280
71 60.85 2.01
72 68.63 2.02
9 58.39 2.02

El gen 16S fue amplificado mediante PCR a partir del ADN extraido de las muestras, después se
hizo un gel de agarosa al 1 %, esperando encontrar bandas de 1500 pb correspondiente al gen 16S
(Figura 16).

~1500pb

\Y/
=
—
s

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 1 %, tefiido con bromuro de etidio 0.1 % de los amplicones del gen
16S. (M) marcador de masa molecular 1Kb. (1) amplicon de la cepa 9. (2) amplicon de la cepa 7, (3) amplicon

de la cepa 7,
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Como se esperaba, los productos de amplificacion del ADNr 16S tuvieron aproximadamente 1500
pb, esto se puede observar claramente en la Figura 16, lo que indica una correcta amplificacion.
Los productos de PCR fueron purificados con el kit DNA Clean & Concentrator TM-5" y se
ajustaron a 5 ng/uL y se secuenciaron.

Los resultados de la secuenciacion de los amplicones en ambos sentidos, fueron alineados para
obtener una secuencia consenso mediante el programa Clustal W. Posteriormente, las secuencias
consenso fueron analizadas mediante el algoritmo BLASTn (Basic Local Alingment Serch Tool),
que realiza alineamientos locales de las secuencias depositadas en la base de datos GenBank del
NCBI. Para ello se utilizd la base de datos secuencias de ARN 16S ribosomal (Bacterias y
Arqueas). En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos a partir del BLASTn de las secuencias

consenso.

Tabla 7. Resultados obtenidos mediante BLASTn de las secuencias del gen 16S de las cepas de
trabajo.

Cepa Especie Cobertura (%) Valor e Identidad (%) | Clave NCBI
71 99 1x101% 97.14 NR _104927.1
72 L. fermentum 100 0.0 92.29 NR 113335.1
9 98 0.0 86.78 NR _104927.1
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8.2. Cinéticas de crecimiento.

Con el fin de determinar el tiempo en el cual las cepas alcanzan la fase logaritmica tardia, momento
en el cual se ha reportado que hay una mayor produccion de péptidos antimicrobianos, se realizaron
cinéticas de crecimiento (Fig.18) esto se hizo a partir de una fermentacion de 50 mL a 37 °C con
agitacion de 250 rpm. Las mediciones de pH y de densidad oOptica (DO) se realizaron cada dos
horas durante 24 horas y se hicieron por triplicado. Se calcul6 el Ln de la DOgoonm para obtener la

velocidad de crecimiento de cada cepa.
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Figura 17. Cinéticas de crecimiento de las cepas de L. fermentum analizadas. La flecha roja
sefiala el momento en que la fermentacion alcanza el inicio de la fase estacionaria.
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De acuerdo con las cinéticas de crecimiento (Figura 17), los tiempos en que cada cepa alcanza el
inicio de la fase estacionaria (marcada con flechas rojas) y el descenso del pH es semejante,
también se puede observar la disminucién del pH a medida que pasa el tiempo de fermentacion,
esto debido a la produccidn de &cidos organicos, &cido lactico principalmente, partiendo de un pH
de 6 al inicio de la fermentacion, llegando a un valor de casi 4 al finalizar las 24 horas. Esta fase
de crecimiento es de interés ya que se ha reportado que la mayor produccion de compuestos
antimicrobianos se lleva a cabo en la fase logaritmica tardia o en la estacionaria temprana, lo que
también esta relacionado con una mayor produccion de biomasa y la produccién de acidos
organicos que es directamente proporcional al crecimiento (Serrano, 2010). Es posible que L.
fermentum se comporte de la misma manera durante el proceso de maduracion del queso bola 'y
esté relacionado con la acidificacion de la pasta del nacleo del queso. Este punto se tom6 como
referencia para detener la fermentacion, para ello, se eliminaron las células mediante
centrifugacion y posteriormente se neutralizo €l extracto crudo y se procedio a probar la actividad
inhibitoria del concentrado extracelular por medio de difusion en agar contra patdgenos de interés

en alimentos.

8.3. Determinacion del efecto antibacteriano.

Para determinar el efecto antibacteriano se realizaron pruebas de difusion en agar en donde se
utilizaron diferentes métodos de concentracién de proteinas: precipitacion con sulfato de amonio,
precipitacion con acido tricloroacético (TCA), liofilizacion y ultrafiltracién. Para ello se
inocularon cajas Petri con agar BHI con los microorganismos blanco (L. monocytogenes, S. aureus,
P. aeuruginosa, Y. enterocolitica, y S. enterica serovar Typhimurium) y se hicieron pozos para
agregar los concentrados extracelulares obtenidos mediante precipitacion con TCA y sulfato de
amonio (~160 pg/mL), un control positivo, en este caso ampicilina (100 pg/mL) y dos controles
negativos, buffer de la muestra y medio MRS estéril. Las cajas permanecieron en incubacion a 37
°C alrededor de 7 horas, cuando ya se observa un tapete uniforme de células y puede observarse

el halo de inhibicion producido por el control positivo (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Difusién en agar de las muestras precipitadas con sulfato de amonio al 80% vs. a) S. aureus y b) L.
monocytogenes. Control positivo (C+) ampicilina (100 pg/mL), control negativo 1 (C-1) buffer de la muestra, control
negativo 2 (C-2) medio de cultivo MRS estéril. Los circulos rojos enmarcan los halos de inhibicion observados.

Figura 19. Difusion en agar de las muestras precipitadas con TCA vs. a) L. monocytogenes, b) P. aeuruginosay c) Y.
enterocolitica. Control positivo (C+) ampicilina (100 pg/mL), control negativo 1 (C-1) Buffer de la muestra, control
negativo 2 (C-2) medio de cultivo MRS estéril.
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Como ya se mencion0, se probaron diferentes métodos de concentracion de las proteinas
extracelulares producidas en la fermentacion en medio MRS. Las cajas con el tratamiento de
liofilizacion no dieron resultados positivos, por lo que no se muestran. Por otro lado, en la Figura
18 se probaron sobrenadantes de fermentacion precipitados con sulfato de amonio, en la Figura
18a se puede observar un halo de inhibicion por parte de la cepa 71 contra S. aureus de ~0.83 cm
y en la Figura 18b se puede observar otro halo de inhibicién con la cepa 72 contra L. monocytogenes
de ~0.20 cm. Para las muestras precipitadas con TCA en la Figura 19 a) se pueden observar
pequefios halos de inhibicidn por parte de las tres cepas contra L. monocytogenes y en las Figuras
19 b) y c) se puede observar halos difusos, causados posiblemente por bacteriostasis, contra P.

aeuruginosay Y. enterocolitica.

Este método no es muy sensible, es por ello que se realizaron geles de electroforesis y zimogramas

para corroborar dicha actividad.
8.4 Electroforesis SDS-PAGE y zimogramas.

Una vez precipitadas las proteinas a partir del extracto crudo extracelular, se realizd la
electroforesis en geles SDS- Tris- Glicina, para obtener el perfil electroforético y su zimograma
para observar la actividad litica de las proteinas contra los microorganismos blanco. Para ello se
utilizé extracto crudo precipitado con TCA al 15 % y sulfato de amonio al 80 %; las muestras
fueron calentadas a ebullicion en el buffer de carga en condiciones desnaturalizantes. Los geles se
realizaron al 10 y 14 % de acrilamida. Para la deteccion de la actividad litica se emplearon
zimogramas utilizando como sustrato células del organismo indicador previamente esterilizadas.
Al término de la corrida electroforetica los geles se incubaron en una solucion renaturalizante
(especificada en la metodologia) durante 18 h para que las proteinas recobraran su actividad,
después se tifieron con azul de metileno y se dejaron destefiir en agua destilada hasta observar
bandas traslucidas. La cantidad de proteina se estandariz6 y se colocaron ~17ug por pozo, tanto
en la electroforesis como en el zimograma. Se utilizd un marcador de baja masa molecular con el
fin de comparar las proteinas que pudieran encontrarse en los intervalos de masa molecular

caracteristicos de las PGHs (30 kDa-140 kDa) y bacteriocinas (aproximado 10 kDa).
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Figura 20. Electroforesis SDS- PAGE 10%. A) Marcador de masa molecular, B)
Zimograma vs. Salmonella enterica serovar Typhimurium. Precipitacion con sulfato
de amonio al 80%, C) Zimograma vs. Y. enterocolitica. Precipitacién con sulfato de
amonio al 80%
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Figura 21. A) Electroforesis SDS- PAGE 10 % y B) Zimograma vs. P.
auruginosa. Muestras obtenidas mediante precipitacion con TCA al 15 %.
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La precipitacion con sulfato de amonio no es tan dafiina para las proteinas ya que se ha demostrado
que estabiliza su estructura (Duong-Ly y Gabelli, 2014), pero al dializarlas la muestra puede
diluirse demasiado, reduciendo la cantidad de proteina por mL; por otro lado, si la muestra no se
desala correctamente, el (NH4)2SO4 puede interferir en el corrimiento de las muestras durante la
electroforesis. Esto se puede observar en los zimogramas de la Figura 20B y 20C en donde la
definicidon de las bandas de lisis no es muy buena, aunque se pueden observar un patrén de bandas
de lisis similar, estas bandas se encuentran en una masa aproximada de entre 60 y 80 kDa, segun
lo reportado por diferentes autores estas masas moleculares podrian corresponder a PGHs. Debido
a los problemas con las muestras precipitadas con (NH4)2SOs, se decidi6 trabajar Unicamente con
las muestras precipitadas con TCA.

A pesar de que la precipitacion con TCA puede causar la desnaturalizacion de las proteinas y la
pérdida de su funcion, algunas proteinas y en este caso las PGHs pueden conservar su actividad
bacteriolitica (Koontz, 2014). En la Figura 21B, se observa una banda de aproximadamente 70

kDa contra P. aeruginosa correspondiente a la cepa 7».

Dado que los mejores resultados en la prueba de difusion en agar y en zimografia fueron
observados por las cepas 71y 72 los Gltimos analisis de zimografia fueron realizados s6lo con estas
dos cepas. Para esto, se realizaron geles y zimogramas SDS- PAGE al 14 % para obtener una mejor

separacion de las bandas y cortarlas para su posterior secuenciacion.

En la Figura 22B, alrededor de los 60 kDa se pueden observar 3 bandas en lugar de 1 como se
observaba en los zimogramas SDS- PAGE al 10 % a partir de esto se decidio cortar la banda con
mejor definicidn que tiene una masa aproximada de 60 kDa perteneciente a la cepa 7.y también

fue cortada la banda perteneciente a la cepa 71 con tamafio aproximado de 80 kDa.
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Figura 22. A) Electroforesis SDS-PAGE 14 %. B) zimograma vs Salmonella enterica serovar
Typhimurium, utilizando la muestra precipitada con TCA al 15 %

En la Figura 23 se pueden observar bandas de menor masa molecular, aproximadamente 20 kDa
activas contra L. monocytogenes y S. aureus respectivamente, que podrian corresponder con los

halos de inhibicidn observados en la difusién en agar.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Garcia en 2017 (trabajo que es antecedente
directo de este); en el cual, se observaron bandas de lisis intensas de una masa molecular de ~60
kDa y ~80 kDa contra todas las cepas que analizaron, ademas observé bandas de lisis contra L.

monocytogenes de menor masa molecular ~10 kDa.
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Figura 23 A) Electroforesis SDS-PAGE 14% y zimogramas vs B) L. monocytogenes
y C) S. aureus, utilizando las muestras precipitadas con TCA al 15 %

Para conocer la identidad de las bandas de proteina con actividad antibacteriana, se hizo un gel
especial de acrilamida al 14 % en donde se hicieron carriles mas grandes, uniendo dos pocillos,
esto con la finalidad de poner més proteina por carril y ver bandas mejor definidas, posteriormente
se compararon con zimogramas corridos bajo las mismas condiciones que la electroforesis. Se
cortaron las bandas de proteina que correspondian a las bandas de lisis, sefialadas con una flecha
roja (Figuras 22 y 23) y se mandaron a secuenciar en la unidad de protedmica del IBT (Instituto
de Biotecnologia) mediante la técnica LC/MS (Cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas), que permite identificar proteinas a partir del espectro de masas de su huella peptidica.

En la Tabla 8, se resumen los resultados de la actividad litica en zimogramas y la actividad
inhibitoria y bacteriostatica observada en las pruebas de difusion en agar, demostrando que las
proteinas precipitadas a partir del extracto crudo extracelular, producido por L. fermentum,

pueden lisar tanto bacterias Gram positivas como negativas.
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Tabla 8. Resumen de la actividad bactericida en zimogramas y difusion en agar.

Gram

Inhibicion Cepa 71 Cepa 72

Salmonella enterica serovar 7 a0k nay 60 kDa)  1/Z (~80 kDa y 60 kDa)

Typhimurium
Yersinia enterocolitica I/Z (~80 kDay 60 kDa) 1/Z (~80 kDay 60 kDa)
Pseudomonas aeruginosa B/DA l/Z (~80 II;?S X 60 kDa)
I/DA (0.81cm) N
Staphylococcus aureus /Z (~20 kDa) I/Z (~20 kDa)
Listeria monocytogenes I/Z (~20 kDa) I{?Z'Azfgolﬁég)

I/Z inhibicién/zimograma, I/DA inhibicion/ difusidn en agar, B/DA bacteriostasis/difusion en agar

La actividad de las cepas mostrada contra S. aureus y L. monocytogenes tanto en zimogramas

como en la prueba de difusién en agar es de gran interés, ya que estos microorganismos son

patdgenos muy importantes en alimentos, principalmente en aquellos con alto contenido proteinico

como el queso. S. aureus se caracteriza por producir una poderosa enterotoxina, que al ingerirse

ocasiona intoxicaciones severas para el consumidor (Murray, 2014). L. monocytogenes también es

de gran importancia pues este microorganismo es uno de los principales causantes de ETAS

causadas por la ingesta de alimentos elaborados con leche cruda. Para quesos artesanales como el

de Ocosingo, la manipulaciéon y la obtencion de la materia prima pueden ser puntos de

contaminacion del queso.
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8.5 Secuenciacion de proteinas

La secuenciacion de proteinas se llevo a cabo a partir de las bandas que mostraron actividad litica
en geles de SDS-PAGE, estas bandas fueron cortadas del gel y fueron procesadas en la Unidad de
Protedmica del IBT-UNAM. Los péptidos generados de la digestion con tripsina de las tres bandas
fueron comparados mediante el algoritmo BLASTp (protein-protein BLAST) del NCBI. Una vez
realizado el BLASTp se tomaron en cuenta las secuencias con el porcentaje de identidad mas alto.
Posteriormente se hizo un alineamiento multiple de los péptidos encontrados mediante
secuenciacion contra las secuencias encontradas en el BLASTp con el programa CLUSTAL W.
Mediante la base de datos Pfam se analizaron las secuencias con alto porcentaje de identidad para

identificar dominios o motivos reportados dentro de las secuencias.

Para este estudio fueron secuenciadas tres bandas con diferentes masas moleculares; ~20 kDa, ~60
kDay ~80 kDa.

Para la proteina de ~20 kDa se encontraron los siguientes péeptidos:

FANNNSLVDSLAK
NNNIQNLIYVGQQLLIK
ESGGSYTAQNGNYYGK
AYLGGDYSAANQER
VANKYVASR
YGSWSAAK

7. SFWLANGWY

En la Tabla 9 se observan los resultados obtenidos a partir del BLASTYp realizado con los

o gk~ w N F

péptidos anteriores.
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Tabla 9. Resultados del BLASTp para la banda de ~20 kDa

Descripcion

prot. ~20 kDa Cobertura = e-value = Identidad = Microorganismo

Proteina con

o 41.14%  2x10%®  90.32%
dominio lysM

L. fermentum

Proteina con
dominio lysM de
unién a
peptidoglicano

4215%  2x10%°  90.32 %

Numero de acceso NCBI

CDN25954.1
SPE16399.1
WP_080637833.1
WP_021350141.1
WP_003682671.1

AGL88336.1
WP_100184171.1

Masa molecular
kDa

22.33-24.09

Los péptidos analizados coincidieron con proteinas reportadas en el genoma de L. fermentum, con un

porcentaje de identidad de mas del 85 % y una cobertura de mas de 40 %, ademas coinciden con el tamafio

de la banda secuenciada ~20 kDa. Como se observa en la Tabla 9, se encontraron proteinas reportadas con

diferentes nombres: proteina con dominio lysM y proteina con dominio lysM de unién a peptidoglicano;

pero al ser analizadas, se observé que las secuencias son muy similares y solo difieren en algunos residuos,

estas diferencias pueden observarse en la Figura 24 marcadas por un recuadro morado. También se muestra

el alineamiento mdaltiple de las secuencias encontradas mediante el BLASTp contra los péptidos

encontrados por secuenciacion.
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WP 0213501411
WP 00368671 VY MLKRILLKTSATLGAAL GVATASVANADTVY TVQSGDTLSG1S)
WP OB0ETEL VY LKL T SATLGAAL GVATASVANADTVY TVQSGDTLSG IS QREANNNSLY

MLEKNLLKT SATLGAARTLGVAATASVANADTVYTVOSG
i I
u I
CDN25954.1 MRARVNENKRMVEY SMLKKNLLRT SATTGAARLGVAATASVANADTVYTVOSGOTLSGIS)
U I
{ I
u I

IF N

I IKDNGEITQAT(AQAQTL.PSANTTSTAS
I Ilh VGOOLLIKDNGETTORTORQAQTLPSANTTSTAS

(LI} N

| N

[

QQLLIKDNGEITQATQRQAQTLPSANTTSTAS

AGLBA336.1 F--—-—---—-———-{LKENLLRI SATLGAAALGVAATASVANADTVY TVOSGOTLSGIS) NINLIYVGOOLLIKDNGEITQATQAQAQTLPSANTTSTAS
SPE16399.1 -------------—-LKKNLLKI SATLGARALGVAATASVANADTVYTVOSGDTLSGIS) NINLIYVGOQLLIKDNGEITQATQRQAQTTPSANTTSTAS
P 1001841711 pemmmm MVKY MLKKNLLKT SATLGARALGVARTASVANADTVYTVOSGOTLSGIS) NINLIYVGOQLLIKDNGEITQATQRQAQTLPSANTTSTAS

PROT 202 e - FANNISLVLSLAKITD (0 1) ) ———

. FERRFFRAARRARRARRE  REARIRRAIEAT
Centro catalitico

A
WP 021350141.1 SQASTNTQAQATTPATSTAATTTTSSSDDAAKSWIAARESGGSYTAQNGNYYGKYQLSRAYLGGDY SAANOERVADONVASRYGSWSARKSFWLANGH-
WP 003662671.1 SQASTNTQAQATTPATSTAATTTTSSSDDAAKSWIAARKSGGSYTAQNGNYYGKYQLSRAYL.GGDY SAANQERVADOK VASRYGSWSAAK SEWLANGHY

WP 080637633.1 SQASTNTQAQATTPATSTAATTTTSSSDDAAKSWIAARKSGGSYTAQNGNYYGKYQLSRAYL.GGDY SAANQERVANOK VASRYGSWSARKSFWLANGHY
CDN25954.1 SQASTNTQAQATTPATSTAATTTTSSSDDAAKSWIAARKSGGSYTAQNGNYYGKYQLSRAYL.GGDY SAANQERVANOKVASRYGSWSAAKSEWLANGHY
AGL86336.1 SQASTNTQAQATTPATSTAATTTTSSSDDAAKSWIAARKSGGSYTAQNGNYYGKYQLSRAYL.GGDY SAANQERVANOKVASRYGSWSAAKSEWLANGHY
SPE16399.1 SQASTNTQAQATTPATNTAATTTTSSSDDARKSWIAARESGGSYTAONGNYYGKYQLSRAYLGGDY SAANQERVANONVASRYGSWSAAKSFWLANGWY
WP 100184171.1 SQASTNTQRAQATTPATNTAATTTTSSSDDARKSWIAARESGGSYTAONGNYYGKYOLSRAYLGGDY SAANQERVANONVASRYGSWSAAKSFWLANGWY
PROT 20kDa e ESGGSYTAONGNYYGK----- AYLGGDYSAANQERVANKYVASRYGSWSAAKSFWLANGHY

KAERKAKAKH KR A A FRRAERRAKRRAAA KK o o KA AKRRAKRRAARKSAKRHAE K

3 4 5 6 7

Figura 24. Alineamiento multiple de los péptidos obtenidos de la secuenciacién de la proteina de ~20 kDa por LC-MS (marcados
en Amarillo y rojo, los nimeros indican la cantidad de péptidos analizados) contra las secuencias generadas a partir del BLAST.
(*) Residuo altamente conservado, (:) Sustituciones conservadas, el alineamiento fue realizado con la herramienta Clustal W.
En color azul se encuentra marcado el péptido sefial, en color verde el dominio LysM, en color rosa el dominio parecido a
lisozima y en color rojo se muestra el posible centro catalitico reportado reportado para estas secuencias en el NCBI. En los
recuadros morados, las principales diferencias entre las secuencias analizadas.

Estas secuencias se buscaron en las bases de datos de Pfam y Uniprot, en todas coincidieron dos
regiones; marcado en color azul se encuentra una secuencia reportada como un péptido sefial de
28 residuos, en color verde un dominio LysM de union a peptidoglicano de 48 residuos y en rosa

un dominio parecido a lisozima de 53 residuos.

Como se observa en la Figura 24, los péptidos encontrados por secuenciacion son idénticos a los
reportados en las secuencias, a excepcion de dos residuos, una Asn (N) y una Lys (K) observados
en uno de los péptidos secuenciados, aunque son sustituciones conservadas, ya que poseen
similaridad hidrofilica. Tomando en cuenta como referencia la coincidencia de los péptidos
obtenidos contra las secuencias, se puede decir que la banda de ~20 kDa posiblemente pertenece
a la superfamilia de dominios de tipo lisozima. Esta superfamilia contiene varios miembros, que

incluyen transglucosilasas liticas solubles (SLT), lisozimas de clara de huevo de ganso (GEWL),
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lisozimas de clara de huevo de gallina (HEWL), quitinasas, lisozimas de bacteriéfago lambda,
endolisinas, autolisinas, quitosanasas. Todas estas enzimas cortan enlaces glicosidicos - 1,4 entre
los residuos de MurNAc y GIcNACc; en contraste con la lisozima, estas enzimas no hidrolizan el
sustrato usando una molécula de agua, en vez de eso, la reccion resulta en la formacién de un
enlace anhidro 1,6 en el residuo MurNAc. El acido glutamico (E) es un aminoacido catalitico
invariable en esta familia, este residuo es generalmente seguido por una serina conservada (S),

ambos suelen encontrarse mas cominmente en transglicosilasas liticas (Pei y Grishin, 20052).

Las lisozimas bacterianas ayudan a mantener la estructura de la pared celular durante el
crecimiento y la divisién celular y juegan un papel importante en algunos sistemas de transporte
macromolecular (Jimin y Grishin, 2005%). Esto corresponde con los halos de inhibicidn observados
en difusion en agar en las Figuras 18a y 18b y en las bandas observadas en zimogramas en la
Figura 23, en donde se observo actividad por parte de esta enzima contra Staphylococcus aureus
y Listeria monocytogenes, posiblemente la lisis tenga que ver con el tipo de pared celular que
presentan, que es Gram positivo. Es posible que esta proteina sea utilizada por L. fermentum para
realizar procesos fisiologicos como, por ejemplo, el reciclaje del pepetidoglicano durante la

elongacién o division celular.

Para la proteina de ~60 kDa los péptidos obtenidos mediante secuenciacion fueron los siguientes:

1. YMSLKKNLLK
2. FANNNSLVDSLAK
3. YSNLLGDTSYTDVAQK
4. TYDLTQLDSIAIANTPVITNK
5. LSQDGYATDPYYSSSLISLVK
En la Tabla 10 se observan los resultados obtenidos a partir del BLASTp realizado con los péptidos

anteriores.
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Tabla 10. Resultados del BLASTp para la banda de ~60 kDa

Descripcion . . . NUmero de acceso Masa
Cobertura = e-value Identidad = Microorganismo molecular
prot. ~60 kDa NCBI kDa
WP_107759348.1
Proteina con dominio WP_087061748.1
lysM de unién a 11.79%  1x10%° 61.67% WP_057194147.1
peptidoglicano WP_015639625.1
L. fermentum WP_114807160.1 75.35-79.09
- . KPH03121.1
Manosil-glicoproteina . N . £SS02286.1
acetilZTSgosgml\ilnidasa HASH ) A0 Pere AOR74326.1
EQC59736.1

Los péptidos analizados coincidieron con proteinas pertenecientes a L. fermentum con un
porcentaje de identidad de méas del 50 % y una cobertura de mas del 10 %. Sin embargo, el tamafio

de las proteinas no coincidio con el tamafio observado, de ~60 kDa.

En la Tabla 10, se encuentran las proteinas reportadas con diferentes nombres: proteina con
dominio lysM de wunion a peptidoglicano y Manosil-glicoproteina endo- p- N-
acetilglucosaminidasa; pero al ser analizadas, se observé que las secuencias son muy
similares y solo difieren en algunos residuos, estas diferencias pueden observarse en la
Figura 25 marcadas por un recuadro morado. También se muestra el alineamiento multiple
de las secuencias encontradas mediante el BLASTp contra los péptidos encontrados por

secuenciacion.
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WP_087061748.1
WP_057194147.1
WP 107759348.1
EQC59736.1
WP_015639625.1
WP 114807160.1
ESS02286.1
AOR74326.1
KPHO3121.1
prot_60kDa

WP 087061748.1
WP_057194147.1
WP_107759348.1
EQC59736.1
WP_015639625.1
WP 114807160.1
ESS02286.1
AORTA326.1
KPHO3121.1
prot_60kDa

WP_087061748.1
WP_057194147.1
WP 107759348.1
EQC59736.1
WP_015639625.1
WP_114807160.1
£SS02286.1
AOR74326.1
KPH03121.1
prot_60kDa

WP_087061748.1
WP_057194147.1
WP_107759348.1
EQC59736.1
WP_015639625.1
WP_114807160.1
ESS02286.1
AORT4326.1
KPH03121.1
prot_60kDa

WP_087061748.1
WP_057194147.1
WP 107759348.1
EQC59736.1
WP 015639625.1
WP_114807160.1
ESS02286.1
AOR74326.1
KPHO3121.1
prot €60kDa

WP_087061748.1
WP_057194147.1
WP_107759348.1
EQCS59736.1
WP_015639625.1
WP_114807160.1
ESS02286.1
AOR74326.1
KPHO3121.1
prot_60kDa

WEP_087061746.1
WP_057194147.1
WP_107759346.1
EQC59736.1
WP_015639625.1
WP_114807160.1
ESS502286.1
AORT4326.1
KPHO3121.1
prot_&0kDa

HKKQSNDQY LHYKMYKSGREWMEAGVAALTLLTTTEVAHADTTSSAASQKDQTTDTT SIS SAT STVSLNGSTVASEAAKATVTFISES
HKKQSNDOY LHYKMYKSGREWMEAGVAALTLLTTTEVAHADT T SISAASQKDQTTDT T SIS SATSTVSLNGSTVASEAAKATVTFISES
HKKQSHDOYLHYKMYKSGRKWMFAGVAALTLLTTTEVAHADTTSSAASQKDQTTDTT SIS SAASTVSLNGSTVASEAAKATVTFISES
777777777777777 MKYLSYSKKINLKE IRRMEKKQSNDOCLHYKMYKSGRKWMEAGVAALTLLT TTEVAHADTTS SSAASTVSLNGSTVASEARKATVIFISES
HKKQSNDQYLHYKMYKSGRKWVFAGVAALTLLTTTEVAHADTTS SAASTVSLNGSTVASEARKATVIFISES
HKKQSNDQYLHYKMYKSGRKWVFAGVAALTLLTTTEVAHADTTS SSAASTVSLNGSTVASEAAKATVIFISES
--------------- MKYLSYSKKINLKE IRHMHKKQSNDQY LHYKMYKSGRKWVFAGVAALTLLTTTEVAHADTTS SAASTVSLNGSTVAGEAAKATVIFISES
MEYLKKSYHFATLGKMKYLSYSKKINLKEIRHMHKKQSNDQYLHYKMYKSGREWVEFAGVAALTLLTTTEVAHADTTS ISSAASTVSLNGSTVASEAAKATVIFISES

HKKQSNDQYLHYKMYKSGREWVEAGVAALTLLTTTEVAHADTTS SSAASTVSLNGSTVASEARKATVIFISES
YMSLKKNLLK--- -—=
ok oak s
1
———BATSASSSSVATAATSVISAT SATSATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASARTSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTE
TSATSSSSSTASSSY---BATSASSSSVATAATSVISATSATSATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGYSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVATSASASSSSVDLSTLTE
TSATSSSSSTASSSY---BATSASSSSVATAATSVTSATSATSATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTE
TSATSSSSSTASSSYSASSAT SASSSSVATAATSVISATSATSATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVARAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTE
TSATSSSSSTASSS3---BATSASSSSVATAATSVISAT SATSATLVSSTSADSSASAAT SSDDTSSSASARDANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTF
TSATSSSSSTASSSY---BATSASSSSVATAATSVTSATSATSATSVSLTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTF
TSATSSSSSTASSSY---PATSASSSSVATAATSVTSAT SATSATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTF
TSATSSSSSTASSS3--—PATSASSSSVATAATSVISATSATSASSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTF
TSATSSSSSTASSSY---PATSASSSSVATAATSYTSATSAT SATSVSSTSADSSASAAT SSDDASSSASAADANSGVSSASAATSATSASSTTVVRAVVAVAT SASASSSSVDLSTLTE

————— £
*

TSATSSSSSTASSSY

SHNASQQAF IESVAEGAIEGWNEYGVLPSITVAQAILESGWGSSTLSTQAHNLEGIKGSYKGNYVIMSTREVINGQSVYVNAAFRAY DNNSESVEDHGNFLY SNSRY SNLLGDTSYTDVA
SNNASQQAFIESVAEGAIEGWNEYGVLPSITVAQAILESGWGSSTLSTQAHNLFGIKGSYNGNYVTMSIREVINGQSVYVNAAFRAYDNNSESVEDHGNFLYSNSRYSNLLGDTSYTDVA
SHNASQQAFIESVAEGATEGHNEYGVLPS ITVAQATILESGHGSSTLSTQAHNLEGIKGSYNGNYVTMSTREVINGQSVYVNAAFRAY DHNSESVEDHGNFLY SNSRY SNLLGDTSYTDVA
SHNASQQAF IESVARGAIEGWNEYGVLPSITVAQAILESGWGSSTLSTQAHNLEGIKGSY NGNYVIMSTREVINGQSVYVNAAFRAYANNSESVEDHGNFLY SNSRY SNLLGDTSYTDVA
SNNASQQAFIESVAEGAIEGHNEYGVLPSITVAQATILESGWGS STLSTQAHNLEGIKGSY NGNYVIMSTREVINGQOSVYVNAAFRAYANNSESVEDHGNFLY SNSRYSNLLGDTSYTDVA
SNNASQQAFIESVARGAIEGWNEYGVLPSITVAQATLESGWGSSTLSTQAHNLEGIKGSYNGNYVIMSTREVINGQSVYVNAAFRAYANNSESVEDHGNFLY SNSRY SNLLGDTSYTDVA
SNNASQQAFIESVAEGAIEGWNE!GVLPSITVAQAILESGWGSSTLSTQAHNLFGIKGSYNGNYVTMSTREVINGQSVYVNAAFRAYANNSESVEDHGNFLYSNSRYSNLLGDTSYTDVA
SNNASQQAFIESVAKGAIEGWNEYGVLPSITVAQAILESGWGSSTLSTQAHNLFGIKGSYNGNYVTMSTREVINGQSVYVNAAFRAYANNSESVEDHGNFLYSNSRYSNLLGDTSYTDVA
SHNASQQAF IESVAEGATEGWNEYGVLPS ITVAQAILESGHGSSTLSTQAHNLEGIKGSYNGNYVIMSTREVINGQSVYVNARFRAYANNSESVEDHGNFLY SNSRYSNLLGDTSYTDVA

ANNNS---LVDSLAK e YSNLLGDTSYTDVA
HAI ] EgBLRE KEEERFAAK KA AK
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DKLSQDCYATDPYYSSSLISLVKTYDLTOLDS IATANTPVITNKSDY TQTHNNGASTTATATY Y TVQSGDTLSGIAVEYNTTTATLTSLNNLSNPHNLIYVGORLLVKSAS'
OKLSQDGYATDPYYSSSLISLVKTYDLTQLDS IATANT PVITHNKS DY TQTHNGASTTATATY Y TVOSGDTLSGTAVEYNTTTATLTSLNNLSNPNLIYWVGORLLVKSAS

ABASSATSTA
H“'SSATSTA
BASSATSTA
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TSTASATSTSSTTSATTYTVKESGDTLSSIASSHNTTTAALTSLNSLANPNLIYVGOVLKLANTTTASTSSTSSARSTSSSATITY TVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPNLIYV
TSTASATSTSSTTSATTYTVKSGDTLSSIASSHNTTTAALTS LNSLANPNLIYVGOVLKLANTTTASTSSTSSAASTSSS. YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPNLIYV
TSTASATSTSSTTSATTYTVESGDTLSSIASSHNTTTARLTS LNSLANPNLIYVGOVLKLANTTTASTSSTSSARSTSSSATTY TVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPHLIYV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPHLIYV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPNLIYV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPNLIYWV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPNLIYV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPHLIYV
YTVKSGDTLSSIASSYNTTTSTLTSLNNLSNPHLIYV

TSTASATSTSSTTSATTYIVKSGDTLSSIASSHNTTTAALTSLNSLANPNLIYVGOVLELANTTTASTSSTSSAASTSSS.
TSTASATSTSSTTSATTYTVKSGDTLSSIASSHNTTTAALTSLNSLANFNLIYVGQVLKLANTTTASTSSTSSAASTSSSA
TSTASATSTSSTTSATTYTVESGDTLSSIASSHNTTTAALTS LNSLANPNLIYVGOVLKLANTTTASTSSTSSARSTSSSH
TSTASATSTSSTTSATTY TVKSGDTLSSIASSHNTTTAALTSLNSLANPNLIYVGOVLKLANTTTASTSSTSSAASTSSSA
TSTASATSTSSTTSATTYTVESGDTLSSIASSHNTTTAALTS LNSLANPNLIYVGOVLEKLANTTTASTSSTSSAASTSSSA

GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS ISNANLIYVGOVLEVIGTSSSTSTTISSTSSTSGSYTVKSGDSLSAIAAAHGLNWKT LARKN
GQVLKVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVKAGDTLSSTIASSYNTTTAALASANS T SHANLIYVGOVLEKVTGTSSSTSTTTSSTSSTSGSYTVKSGDSLSATARAHCLNWKT LARKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS I SNANLIYVGOVLEVTGTSSSTSTTTISSTSSTSGSYTVRKSGDSLSATAVAHGLNWKT LARKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEAGDTLSSTASSYNTTTARALASANSI SHANLIYVGOVLEVTGTSSSTSTTTSSTSSTSGSY TVKSGDSLSATARAHGLNWET LAAKN
GOVLKVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS T SNANLIYVGQVLEVTGTSS) TTTSSTSSTSGSYTVKSGDSLSAIAARHGLNWKTLAARKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVKAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS T SNANLIYVGOVLEVTGTSSSTSTTTSSTSSTSGSYTVKSGDSLSATAAAHCGLNWKT LARKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEAGDTLSSIASSYNTTTAALASANS ISNANLIYVGOQVLEKVIGTSSSTSTTISSTSSTSGSYTVKSGDSLSATARAAHGLNWKT LARKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTYTVEAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS T SHANLIYVGOVLEVTGTSSSTSTTTSSTSSTSGSY TVKSGDSLSATARAHGLHNWKT LAAKN
GOVLEVAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGTY TVEKAGDTLSSTASSYNTTTAALASANS ISNANLIYVGOVLEKVTGTSSSTSTTISSTSSTSGSYTVKSGDSLSATAAAHGLNWET LARKN

NIASPYVIYVGOOQLSL
NIASPYVIYVGOQLSL
NIASPYVIYVGOQLSL
NIASPYVIYVGQOLSL
NIASPYVIYVGOOLSL
NIASPYVIYVGOQLSL
NIASPYVIYVGOOLSL
NIASPYVIYVGOQLSL
NIASPYVIYVGOQLSL

Figura 25. Alineamiento multiple de los péptidos obtenidos de la secuenciacion de la proteina de ~60 kDa por LC-MS
(marcados en amarillo y rosa, los nimeros indican la cantidad de péptidos analizados) contra las secuencias generadas a partir
del BLASTp. (*) Residuo altamente conservado, (:) Sustituciones conservadas, (.) sustituciones semi conservadas. El
alineamiento fue realizado con la herramienta Clustal w. En el recuadro azul se encuentra marcado el péptido sefial, en
anaranjado el dominio glucosaminidasa y en verde los dominios LysM reportados para estas secuencias en las bases de datos
Pfam y Uniprot. En los recuadros morados, las principales diferencias entre las secuencias analizadas.
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A pesar de que el tamafio de las secuencias encontradas no coincidié con lo observado en la
electroforesis, al analizar las secuencias y compararlas con lo obtenido en el BLASTp de los
péptidos de la proteina de ~80 kDa se vio que las secuencias coinciden; por lo que se piensa que
la proteina de ~60 kDa es la misma que la de ~80 kDa aunque de alguna manera sufrié hidrolisis,
lo que hizo que tuviera una menor masa molecular aunque sin perder la actividad. Esto podria
deberse a que posiblemente se perdieron algunos motivos LysM, pero se ha visto que, aunque
algunos de estos dominios sean removidos, no se pierde la actividad. Un ejemplo de esto es un
estudio realizado por Eckert et al., (2006) con la N- acetilglucosaminidasa AcmA de L. lactis que
tiene 4 motivos LysM, en donde se observo que cuando la PGH tenia uno, dos o cuatro motivos
de lisina, la actividad litica se reducia, pero la actividad Optima aparecio cuando la proteina sélo

contenia 3 motivos LysM, y al removerlos todos, la actividad hidrolitica desaparecia por completo.
Para la proteina de ~80kDa los péptidos encontrados por secuenciacion fueron:

QSNDQYLHYKMYK
FANNNSLVDSLAK
EVINGQSVYVNAAFR
AYANNSESVEDHGNFLYSNSR
YSNLLGDTSYTDVAQK
LSQDGYATDPYYSSSLISLVK
TYDLTQLDSIAIANTPVITNK
VAGSSTSVSTSTSSSSASQATTSGT
VTGTSSSTSTTTSSTSSTSGSYTVK
10. SGDSLSAIAAAHGLNWK

11. TMSTRNNIASPYVIYVGQQLSL

© 0 N o g bk~ wbhPE

En la Tabla 11 se observan los resultados obtenidos a partir del BLASTp realizado con los péptidos

anteriores.
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Tabla 11. Resultados del BLASTp para la banda de ~80 kDa

Descripcion
prot. ~80 kDa

Proteina con dominio
lysM de unién a
peptidoglicano

Manosil-glicoproteina
endo- B- N-
acetilglucosaminidasa

Cobertura

31.58 %

30.69 %

e-value

1x10°%0

5x101

Identidad

54.55 %

53.78 %

Microorganismo

L. fermentum

NUmero de acceso
NCBI

WP_075667346.1
WP_046948926.1
WP_070955876.1
WP_118033641.1

AOR74326.1
EQC59736.1
ESS02286.1

PWM28940.1

Masa molecular
kDa

75.35-79.09

Los péptidos analizados coincidieron con proteinas reportadas en el genoma de L. fermentum con

un porcentaje de identidad de mas del 50 % y una cobertura de méas de 30 %. El tamafio de las

secuencias coincidié con el tamafio esperado de la banda, que era de ~80 kDa.

En la Tabla 11, se encuentran las proteinas reportadas con diferentes nombres: proteina con dominio

lysM de unién a peptidoglicano y Manosil-glicoproteina endo- B- N- acetilglucosaminidasa, pero al ser

analizadas, se observé que las secuencias son muy similares y solo difieren en algunos residuos,

estas diferencias pueden observarse en la Figura 26 marcadas por un recuadro morado. También

se muestra el alineamiento multiple de las secuencias encontradas mediante el BLASTp contra los

péptidos encontrados por secuenciacion.
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ES502286.1
PAM28940.1
WP 075667346.1
RORT4326.1
WP 118033641.1
WP 070955876.1
FQC59736.1
WE_046948926.1
prot B0kDa

FSS502286.1
PWM28940.1
WP_075667346.1
ROR74326.1
WP_118033641.1
WP 070955876.1
EQC59736.1
WP_046948926.1
prot 80kDa

ESS02286.1
PWM28940.1
WP 075667346.1
AOR74326.1
WP 118033841.1
WP 070955876.1
EQC59736.1
WP 046948926.1
prot_80kDa

ES502286.1
PWM28940.1
WP_075667346.1
AOR74326.1
WP_118033641.1
WP_070955876.1
EQC59736.1
WP_0469483926.1
prot_80kDa

ESS502286.1
PWM26940.1
WE_075667346.1
BOR74326.1
WP_118033641.1
WP_070955876.1
EQC59736.1
WP_046948926.1
prot_gokbDa

ESS02286.1
PHM28940.1
WP_075667346.1
AOR74326.1
WP 118033641.1
WP_070955876.1
EQC59736.1
WP_046948926.1
prot_80kDa

Es502286.1
FWM28940.1
WE_075667346.1
ROR74326.1
WP 118033641.1
WE_070955876.1
EQC59736.1
WE_046948926.1
pIEt78OkDa

fffffffffffffff MKYLSYSKKINLKEIRI']MHKKQSNDQYLHYKMYKSGRKWVF AGVAARLTLLTTTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVAGEARKATVTFISESTSATSSSSSTASSS
————— MHKKQSNDOYLHYKMYKSGREWVFAGVAALTLLT TTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVASEAAKATVTFISESTSATSSSSSTASSS)
fffff MHKKQSNDQYLHYKMYKSGREWVEAGVAALTLLT TTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVASEARKATVTFISESTSATSS5SSTASSS
MEYLKKSYHFAILGKMKYLSY SKKINLKEIRHMHEKQSNDOY LHYKMYKSGREWVEAGVAALTLLTTTEVAHADTT SSSAASTVSLNGSTVASEARKATVTFISESTSATSSSSSTASSS
————-MHEKQSNDQYLHYKMYKSGREWVEAGVAALTLLTTTEVARADTTSSSAASTVSLNGSTVASERRKATVTFISESTSATSS555TASSS
————— MHKKQSNDQYLHYKMYKSGREWVFAGVAALTLLT TTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVASEARKATVTFISESTSATSS555TASSS
fffffffffffffff MKYLSYSKKINLKETRHMHKKQSNDQCLHYKMYKSGREWMEAGVA ALTLLT TTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVASEARRKATVTFISESTSATSSS5STASSS
———MHKKQSNDQCLHYKMYKSGRKWMEAGVA ALTLLT TTEVAHADTTSSSAASTVSLNGSTVASEARKATVTFISESTSATSSS55TASSS

QSNDQYLHYKMYK e

XkkdxokkEIAKX

1
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Figura 26. Alineamiento maltiple de los péptidos obtenidos de la secuenciacion de la proteina de ~80 kDa por LC-MS (marcados
en amarillo y rosa, los nimeros indican la cantidad de péptidos analizados) contra las secuencias generadas a partir del BLASTp.
(*) Residuo altamente conservado, (:) Sustituciones conservadas, (.) sustituciones semi conservadas. El alineamiento fue realizado
con la herramienta Clustal w. En el recuadro azul se encuentra marcado el péptido sefial, en anaranjado el dominio
glucosaminidasa y en verde los dominios LysM reportados para estas secuencias en las bases de datos Pfam y Uniprot. En los
recuadros morados, las principales diferencias entre las secuencias analizadas.
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A diferencia de la proteina de ~60 kDa, los péptidos obtenidos de la secuenciacion fueron mas,
dando una mejor cobertura hasta el final de la proteina, lo que permite corroborar que esta proteina
tiene 5 dominios LysM, que se unen de manera no covalente a la pared celular y le proveen a la
proteina el posicionamiento adecuado del sitio activo hacia su sustrato especifico; estos dominios,
se encuentran marcados en verde en la Figura 25y 26. En la Figura 26 se puede observar en azul
un péptido sefial, que coincide con uno de los péptidos secuenciados. Los péptidos sefial se
encuentran en proteinas que seran destinadas a ser secretadas al espacio extracelular, al periplasma,
etc. La secuencia sefial se elimina generalmente en la proteina madura, aunque hay algunos casos
muy aislados en los que el péptido sefial no es removido (UniProt, 2019). Este puede ser uno de
esos casos, aunque es dificil corroborarlo puesto que no hay ningun reporte sobre PGHs en L.
fermentum; este péptido sefial fue encontrado mediante un programa de prediccion de péptidos
sefial con la herramienta SignalP.

En color anaranjado se puede observar el dominio glucosaminidasa reportado en Pfam y Uniprot
para estas secuencias, que coincide con varios de los péptidos encontrados por secuenciacion. Este
dominio se caracteriza por hidrolizar los enlaces glucosidicos B-1,4 entre el residuo N-acetil-p-D-
glucosamina, dejando un extremo GIcNAc reductor. Se podria pensar que deberian ser efectivas
contra bacterias Gram positivas, debido a que la pared celular se encuentra expuesta, pero llama
la atencidn que en los zimogramas realizados contra microorganismos Gram positivos (S. aureus
y L. monocytogenes) sélo se observa una banda de lisis tenue con una masa molecular de
aproximadamente 60 kDa (Figura 23c) que pudiera corresponder a la N- acetil glucosaminidasa
antes descrita. Steen et al., en 2003 observaron que los dominios LysM de la autolisina AcmA de
Lactococcus lactis son capaces de reconocer a cualquier tipo de peptidoglicano; sin embargo, la
presencia de &cidos teicoicos o lipoteicoicos pueden entorpecer su adhesion a la pared celular ya
que al removerlos la proteina puede adherirse a un componente que es igual en todos los casos, la
N- acetilglucosamina y el acido N- acetil muramico. Esto podria explicar por qué no se observan
bandas de inhibicion correspondientes a la glucosaminidasa (~60 y ~80 kDa) en zimogramas. Los
acidos lipoteicoicos solo pueden ser removidos con un tratamiento prolongado con &cido
tricloroacético o con una solucién de hidréxido de sodio (Rodriguez y Rodriguez, 1987), por lo
tanto, el tratamiento realizado a las células para elaborar los geles de zimografia puede no ser
suficiente para la eliminacion de estos polimeros, impidiendo la union de los dominios LysM con

el peptidoglicano. Por otra parte, la actividad observada en difusiébn en agar contra L.
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monocytogenes y S. aureus podria deberse a la accion de la proteina parecida a lisozima de 20 kDa
producida por L. fermentum, aunque ambas proteinas lisan el enlace glucosidico entre el &cido N-
acetil muramico y la N- acetil glucosaminidasa, es posible que la proteina de menor masa sea capaz

de alcanzar mas facilmente su sustrato debido a su tamafio.

Por otro lado, se observd actividad en zimogramas contra Salmonella enterica serovar
Typhimurium y Y. enterocolitica que son Gram negativas y ademdas son patégenos muy
importantes en la industria alimenticia ya que son de los principales microorganismos implicados
en las enfermedades de transmision por alimentos (ETAS). Una caracteristica importante en
bacterias Gram negativas es que la red de peptidoglicano se encuentra protegida por una membrana
externa, lo que dificulta la unién de enzimas como las PGHs, ya que los dominios de union a
péptido glicano o dominios LysM se unen de manera no covalente a éste. Se hipotetiza que la
razon por la que no se observaron halos de inhibicidn en la prueba de difusion en agar pero si se
observaron bandas de lisis en zimografia contra éstas, tiene que ver con el proceso de elaboracion
de zimogramas, pues las células embebidas en el gel de poliacrilamida son previamente inactivadas
por temperatura, lo que probablemente dejaria mas accesible al peptidoglicano, permitiendo la
unién de la enzima a su sustrato. Hay otra banda que se observo con una masa de 70 kDa (Figura
21B), que podria ser la misma glucosaminidasa hidrolizada, que tuvo actividad contra P.
aeruginosa que también es Gram negativa, esto es de interés ya que dicha bacteria esta relacionada
con la descomposicion de los alimentos y se caracteriza por sintetizar una capsula, conocida como
exopolisacarido mucoide, la cual protege al microorganismo de la fagocitosis y de la actividad de

algunos antibidticos (Murray et al., 2014).

En la literatura han sido reportadas diferentes enzimas o péptidos antimicrobianos producidos por
L. fermentum, pero en la mayoria se relaciona con bacteriocinas. Se han caracterizado diversas
PGHs en L. acidophylus, L. brevis, L casei, L. plantarum, L. reuteri, L. johnsonii, entre otros

(Layec et al., 2008), pero no hay reportes especificamente sobre L. fermentum.

Este trabajo es importante puesto que da luz sobre el papel que desempefia L. fermentum en la

inocuidad del queso bola de Ocosingo.
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9. Conclusiones

La actividad antibacteriana extracelular producida por L. fermentum aislado del queso bola
es de caracter proteinico

La actividad antimicrobiana producida durante la fase logaritmica tardia por L. fermentum
presenta bandas de lisis con una masa molecular de ~60 y ~80 kDa, estas bandas fueron
identificadas como PGHSs con actividad - N- acetilglucosaminidasa y mostraron actividad
contra, S. enterica serovar Typhimurium, P. aeuruginosa y Y. enterocolitica.

Se observaron bandas de actividad litica en zimogramas con masa molecular de
aproximadamente 20 kDa, esta proteina fue identificada como una proteina con dominio
parecido a lisozima. Estas bandas encontradas en zimogramas, coinciden con los halos de
inhibicion observados en la prueba de difusion en agar contra L. monocytogenes y S.
aureus.

L. fermentum puede contribuir a la inocuidad del queso de Ocosingo gracias a los péptidos
antimicrobianos que produce y a su capacidad para acidificar el medio en el que se
desarrolla. Aunque dicha actividad, también depende la concentracién inicial de los

microorganismos, tanto L. fermentum como los posibles patdgenos en el queso.
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ANEXO

A. Preparacion de Buffer de muestra para Tris- Glicina 4x

Tris 0.5 M, pH 6.5 2.5mL 0.125 M
SDS al 10 % 2.5mL 25%
*2- Mercaptoetanol 2.5mL 25 %
Glicerol 2.5mL 25 %
Azul de Bromofenol 1mg 0.1 mg/mL

Concentracion Final

Llevar todo a un volumen de 9 mL, hacer alicuotas de 900 mL y cuando se vaya a usar afiadir 100
mL de - mercapto. Mantener a -20

B. Buffer de muestra Tris- tricina 4x

TrisHCIpH6.81 M 1mL
Glicerol 3g624nL
SDS 08¢
Coomasie G 250 2mg
Agua destilada Completar >10 mL
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Llevar todo a un volumen de 9 mL, hacer alicuotas de 900 mL y cuando se vaya a usar afiadir 100
mL de - mercapto. Mantener a -20

C. Buffer de electroforesis Tris- Glicina 10x

Stris base 3.038¢g 0.25 M
Glicina 15.01 g 2M
SDS 19 1%

Concentracion Final

D. Solucién de trabajo de Acrilamida / Bisacrilamida al 30 %

Acrilamida 29.2 g 29.2 %
Bisacrilamida 0.8¢g 0.8 %
Mezcla Total 30¢g 30 %

Concentracion Final

Disolver en 100 mL de agua desionizada y posteriormente filtrar con papel Whatman N° 1y forrar
el recipiente donde se almacenaré con aluminio. Mantener a 4 °C

E. Buffer Tris 1.5 M, pH 8.8 (Separador)
181.65 g de tris base, enrasar con agua desionizada hasta un volumen de 1 L. Ajustar a pH 8.8 con
HCI.

F. Buffer Tris 0.5 M, pH 6.8 (Concentrador)
60.55 g tris base, enrasar con agua desionizada hasta un volumen de 1 L. Ajustar a pH 6.8 con HCI.

G. Aps 10 % (Persulfato de Amonio)
Pesar 100 mg y diluir en un volumen final de 1 mL con agua desionizada (Esta preparacién debe
ser de 1 semana de antigiiedad maximo).

H. SDS al 10 %

Disolver 10 g de SDS en 80 mL de agua desionizada, una vez devuelto se lleva al pH 7.2 con 10 N
de NaOH, finalmente se completa hasta 100 mL de agua desionizada.
Calentar a 68 °C para disolver completamente el SDS.

I. Solucién tefidora
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Solucién A

Azul de metileno 0.3¢
Agua destilada 30.0 mL
Solucion B
Hidroxido de potasio (KOH) 0.1g
Agua destilada 100 mL

Mezclar las dos soluciones.

J. Secuencias consenso de las cepas de L. fermentum.

Cepa 71
GGCCCAATTGATAACTGAAGTGGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGATTGCACCTGA
TTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCC
AGAAGCGGGGGCGACAACATGGTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTT
GTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTG
CGGTGCACGATGTTAGCTAGGTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATA
ACGCATAAAGCACCCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAAGGTTGAAACTCAATG
GGACTGAGACACGGGCCCATACTCCTACGGCAGGGCCTGTAGTTTAATACGGAATCT
TCCACAATGTACCTTACCAGTGCAAGCCTGATGGAACAACTCCGAGAGAACGAACC
TCTCCTCCGTGAACGCAATGACAGGTGGTGTTAGATCAATATATGAACGTGTCGTGA
GAGCTCTTTTTACACACCTCTTCATACAACCCAGACTTTCGGGCGCATCTCTAGTTAC
TAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTACTATATCTAGCTCAGATATATCTCAGGA
TGGGGGGGGAGTCACCCAACCATCTATCCCCTTTTATTTCCAAACAACAATATTATT
TTTGCACCACCCTCATCTCGTACTCCTGACATCATCGCT
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Cepa 7

CACGTAGGTACAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGGGGGACAACATTTGGAAACAACG
GATGCTTTAATACCGGCCATAACAACGTTGTTTTTCGCATGAACAACGCTTTTAAAA
GAGATGGCTTCTTCTCGCTATCACTTCTTGGGGATCAGGACCTGCGGTGCCAATTAG
CTTTGTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCCCAAAGGCGATGATGCAATAGCCGAGTTG
AGAAGAGACTGATCGGCCACGGAATGGGACTGGGAGACACGGCCCATTACTCCTTT
ACGGGAGGCAAGCAGTAGGGGAAATCTTCCACCAAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG
GCAACACCGGCGTGAGTGAAGAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAA
GAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTC
GGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGG
GTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCCGGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTTAAAACTCAAAGGGATTGGACGGGGGGCCCGCACCAGCCGGTGGA
GCATGTGGTTTTAATTCCAAGCTAACGCGAAAAAACCTTAACCAGGGTCTTGACATT
CTT

Cepa 9

CGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCG
CATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTC
TGGATGGACCTTTGGCGGAGCGTTAGAATTTCGGCTTGGCCGAAGAAACGGCCCTTC
ACAAAGGGCCGAATGTTCTATAGGGCGGATTTGGACAGACTTAGGTTGCGTCCCCA
ACCGGGACCTTAGAACTCCGGTCCCATATTTCCTTCCGGGAGGCAAGCCGTTTAGCG
AATTTTTTCCCCATATGGGCGGCAAGCCCTGAAGGAGCCAACCCCGGCGTGAGTGA
AGGAAGGGTTTTCGCTTTGTAAAAGTTCTGTTGTTAAAGAAGAACCACGTATGAGAA
GTAACTGTTCCATACGTTGAACGGTATTTAACCAGAAAAGTCACGGGCTAATTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAG
AAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAAGAACACCAGTGGCCGAAGGCGGCTAC
CTGGTCTGCAACTGACGCTGAAGACTCGAAAGCATGGGGTAGCGAACAGGAATTAA
ATACCCCTGGTAGTCCCATGCCCGTAAAACGATGAATTGCTAAGGGGTTGGGAGGG
GTTTCCGCCCCTTTCAGTGGCCGGAAGCTTAACGCCATTTAAGCAACTCCCGCCTTG
GGGGAATAACGAACCGGCAAAGGGTTGGAAAACTTCAAAAGGGAAATTGGAACG
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