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RESUMEN

Las Bacterias acido lacticas (BAL) se encuentran presentes en alimentos
fermentados de origen carnico, los géneros mas representativos son Lactobacillus
y Pediococcus, que proporcionan estabilidad y prolongan su vida util debido a que
son capaces de producir compuestos con actividad antimicrobiana como las
bacteriocinas y el grupo llamado sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas
(BLIS), recientemente se ha demostrado que proteinas como las peptidoglucano

hidrolasas (PHG) y ribosomales presentan dicha actividad.

En trabajos previos, Juarez Castelan (2019) realiz6 su trabajo de tesis doctoral
dentro del grupo de trabajo del Laboratorio W-207 dirigido por la Dra. Edith Ponce
Alquicira en la UAM-Iztapalapa, en el cual se aislaron diversas BAL de chorizo tipo
espafiol capaces de inhibir a microorganismos asociados al deterioro de alimentos,
destacando la cepa Pediococcus pentosaceus 1101 que demostrd una alta
actividad antilisteria. Debido a que existen diversos reportes de péptidos con
actividad antimicrobiana producidas por bacterias del género Pediococcus, este
trabajo tuvo como objetivo identificar in silico los posibles metabolitos de origen

proteico con efecto antimicrobiano secretados por la cepa de estudio.

En primera instancia se corrobord la identidad de la cepa 1101 mediante la
amplificacion del gen de referencia 16S ARNr, con un porcentaje de similitud para
Pediococcus pentosaceus superior al 97%. Asimismo, se realizé la identificacion
mediante el andlisis del perfil proteico por espectrometria de masas (MALDI-TOF-

Biotyper) con un resultado de alta confianza.

Posteriormente se evalu6 la actividad antimicrobiana de la cepa en estudio contra
Listeria innocua haciendo uso del sobrenadante libre de células del cultivo, asi como
la fraccidon intracelular obtenida a través de un proceso de lisis por disrupcion
mecéanica. Los restos de las células lisadas mostraron mayor actividad

antimicrobiana, por lo que se continud con el andlisis de la fraccion intracelular.



Se realizaron modificaciones a la condicién 6ptima de crecimiento de la cepa 1101
para saber si existe una variacion de la actividad antimicrobiana de la fraccion
intracelular, se probaron temperaturas de 30°C y 44°C, pH 5y 6, y adicion de 1%
de extracto de levadura sobre la base del medio de cultivo. Se realizo la lisis
recuperando y concentrando las proteinas por precipitacion con acido tricloroacético
y ditiotreitol, seguido de lavados con acetona. El perfil electroforético y zimograma
de la fraccion intracelular realizada en geles de poliacrilamida Tris-tricina mostraron
5 bandas con actividad inhibitoria contra Micrococcus lisodeikticus con pesos
aparentes de 14.08, 42.83, 52.84, 70.89 y 103.42 kDa en la condicion de crecimiento
de 44°C.

En el andlisis bioinformético los pesos aparentes obtenidos se usaron para
identificar las posibles proteinas asociadas a la actividad inhibitoria, se buscaron
proteinas reportadas en la base de datos de NCBI mediante palabras clave
asociadas con actividad antimicrobiana de PGH y similares al peso, para después
filtrar por localizacion intracelular y transmembranal haciendo uso de la herramienta
Psortb. Se obtuvieron las secuencias de las proteinas elegidas, se les realizdé un
alineamiento para el disefio de primers y posterior simulacién de productos, para
este ejercicio se buscaron las proteinas en 33 genomas secuenciados y reportados
en NCBI de Pediococcus pentosaceus. Los resultados obtenidos de la simulaciéon
siguieren que las proteinas con actividad antimicrobiana pertenecen a la familia de
peptidasas M13 asociadas con diversas funciones de sefalizacion vy

permeabilizacion de membrana celular



ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria (LAB) are present in fermented meat products, the most
representative genera are Lactobacillus and Pediococcus, which provide stability
and prolong their useful life because they can produce compounds with antimicrobial
activity, such as bacteriocins and bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS),
recent studies have also shown that proteins like peptidoglycan hydrolases (PHG)

and ribosomal proteins exhibit antimicrobial activity.

In previous work, Juarez (2019) conducted doctoral research within the W-207
Laboratory group under the supervision of Dr. Edith Ponce Alquicira at UAM-
Iztapalapa, in which various LAB of Spanish-type chorizo were isolated. one of them
was strain 1101, which demonstrated the inhibition of microorganisms associated
with food spoilage and exhibited high anti-Listeria activity. The objective of this work
was to identify in sillico the possible metabolites of protein origin that cause the

antimicrobial effect of strain 1101.

The strain under study was identified as Pediococcus pentosaceus by amplification
of the 16S rRNA reference gene, with a similarity percentage of 97%. Additionally,
identification was confirmed through the analysis of the protein profile using mass
spectrometry (MALDI-TOF-Biotyper), providing a result of high confidence. the strain

under study is named Pediococcus pentosaceus 1101.

Subsequently, the antimicrobial activity against Listeria innocua was evaluated using
the cell-free supernatant of the culture, as well as the intracellular fraction obtained
through a mechanical disruption lysis process. The remnants of the lysed cells
exhibited higher antimicrobial activity, so the analysis of the intracellular fraction was

continued.

Modifications were made to the optimal growth conditions of strain 1101 to assess
potential variations in the antimicrobial activity of the intracellular fraction,
temperatures of 30°C and 44°C, pH 5 and 6, and addition of 1% yeast extract to the
base culture médium were tested. Lysis was performed, recovering and

concentrating the proteins through precipitation with trichloroacetic acid and



dithiothreitol, followed by washes with acetone. The electrophoretic profile and
zymogram of the intracellular fraction, conducted on Tris-tricine polyacrylamide gels,
revealed 5 bands with inhibitory activity against Micrococcus lisodeikticus, with
apparent weights of 14.08, 42.83, 52.84, 70.89, and 103.42 kDa under the growth
condition of 44°C.

In the bioinformatic analysis, the apparent weights obtained were used to identify
potential proteins associated with inhibitory activity. Proteins were searched in the
NCBI database using keywords related to antimicrobial activity of peptidoglycan
hydrolases (PGH) and similar weights. Subsequently, the results were filtered based
on intracellular and transmembrane localization using the Psortb tool. The
sequences of the chosen proteins were obtained, aligned for primer design, and then
subjected to product simulation. In this exercise, proteins were searched in 33
sequenced genomes reported in NCBI for Pediococcus pentosaceus.The simulation
results suggest that the proteins with antimicrobial activity belong to the M13
peptidase family, associated with various functions such as signaling and cell

membrane permeabilization.
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4 Introduccion

4.1 Bacterias acido lacticas

El grupo de las bacterias acido lacticas (BAL) comprende a un amplio nimero de
bacterias Gram positivas, no moviles, anaerobias facultativas, no esporuladas,
cocos Yy bacilos de longitud variable y de un grosor de 0.5-0.8mm, capaces de
producir &cido lactico, del phylum Bacillota, clase Bacilli, orden Lactobacillales y
familias Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterocaccaceae, Leuconostaceae,
Streptocaccaceae y Lactobacillaceae, esta ultima con los géneros Lactobacillus,
Paralactobacillus y Pediococcus (Bintsis, 2018; Zheng y col., 2020). La BAL son de
especial importancia en la industria alimentaria ya que participan en la elaboracion
de productos como lacteos, carnicos, vegetales y bebidas, por ejemplo, yogurt,

guesos, chorizos, salami, chucrut, pulque y pozol, entre otros.

4.1.1 Metabolismo de los carbohidratos en BAL

Las BAL son capaces de degradar varios carbohidratos mediante las rutas
metabdlicas homofermentativa y heterofermentativa. Las BAL homofermentativas,
fermentan las hexosas al 4cido lactico mediante la via de Embden Meyerhof (EM),
este grupo incluye algunos Lactobacillus y la mayoria de las especies de los géneros
Enterococos, Lactococcos, Pediococcos y Estreptococcos (Kandler, 1983). En
condiciones de exceso de glucosa y oxigeno limitado, las BAL homolacticas
catabolizan un mol de glucosa en la via EM para producir dos moles de piruvato;
donde la nicotinamida adenina dinucleo6tido (NADH) se oxida simultaneamente con
la reduccion de piruvato para producir 2 mol de acido lactico y 2 mol de ATP por mol
de glucosa consumida. Por otra parte, las BAL heterofermentativas utilizan la via de
la fosfocetolasa (via de la pentosa fosfato) para descomponer los azUcares. En esta
ruta, un mol de glucosa se descompone en cantidades equimolares de etanol y ATP.
En este grupo destacan el género Leuconostoc y algunos Lactobacillus. (Taylor,
2015).

Ademas de producir &cido lactico, estas bacterias también contribuyen al sabor,

aroma, textura y mejoran el valor nutricional de los alimentos fermentados a traves
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de la produccién de exopolisacaridos y la modificacion de proteinas, lo anterior
derivado de su actividad metabdlica sobre las proteinas, azucares y lipidos. Las BAL
producen otros metabolitos como &cido propidnico, polioles y compuestos
antimicrobianos (Parra, 2010; Bintsis, 2018).

4.1.2 Aplicaciones tecnologicas de las BAL
De acuerdo con Bintsis (2018) las BAL son ampliamente utilizadas en la industria
alimentaria como cultivos iniciadores y bioprotectores en productos lacteos,
carnicos, pescados y vegetales, debido a que contribuyen a la inhibicion de
microorganismos patdgenos y alterantes. Ademas, las BAL producen peptidasas,
lipasas y otras enzimas intracelulares, que desempefian un papel clave durante las
fermentaciones que aunado a la produccién de exopolisacaridos que modifican con
ello las caracteristicas de aroma, sabor y textura, siendo la base de sus multiples

aplicaciones tecnolégicas (Lortal y Chapot-Chatrtier., 2005).

Un amplio nimero de BAL son capaces de producir metobolitos con actividad
antimicrobiana como &cidos, peroxidos, enzimas y péptidos antimicrobianos (PAM)
gue pueden inhibir a bacterias causantes del deterioro en alimentos, asi como a
algunos patogenos por lo que ejercen una accién bioprotectora (Sierra et al., 2017).
La mayoria de los PAM muestran actividad contra microorganismos Gram-positivos
y, con menor frecuencia también se ha reportado actividad especifica contra
algunas bacterias Gram-negativas, lo que ha atraido el interés en la industria

alimentaria (Volzing et al., 2013).

Las BAL desempefian un papel importante en la producciéon de alimentos
fermentados, en chorizos los mas predominantes son algunos del género
Lactobacillus y del género Pediococcus, este ultimo han reportado actividad

antimicrobiana contra Gram positivos y Gram negativos.
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4.1.3 Péptidos antimicrobianos
Acorde con Gallo et al., (2003) la definicion de un PAM se ha aplicado libremente a
cualquier péptido con la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos,
incluidas bacterias Gram-positivas y negativas, asi como hongos. Los PAM
producidos por BAL incluyen las bacteriocinas y proteinas bioactivas participantes
en la division de la pared celular bacteriana como las peptidoglucano hidrolasas que

han demostrado actividad antimicrobiana (Venegas et al 2019).

Muchos organismos producen proteinas antimicrobianas, que por su tamafio
relativamente pequefio se denominan de forma genérica péptidos, como las
bacteriocinas (Chikindas et al., 2018). Las bacteriocinas son activas contra algunos
patdgenos microbianos humanos y animales, como puede ser Staphylococcus
aureus, una de las ventajas del uso de bacteriocinas incluye su estabilidad fisica y
su baja toxicidad (Ahmad et al., 2017). Por otro lado, se tienen proteinas de mayor
tamafo como las peptidoglucano hidrolasas (PGH) que pueden escindir la pared
celular de peptidoglucano de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, por lo que
se han propuesto como una alternativa potencial para los antibidticos debido a su

actividad bacteriolitica con espectro multiple (Sharma et al, 2016).

4.1.3.1 Peptidoglucano hidrolasas

El peptidoglucano (PG) es una red bidimensional que rodea a la célula bacteriana,
su composicion quimica es similar en procariotas, diferenciandose Unicamente en
la composicion de aminoacidos dentro de la cadena tetrapeptidica (Figura 1)
(Gumbart et al., 2014). El PG de las bacterias Gram-positivas como de las Gram-
negativas se compone de unidades repetitivas (cadena de glicanos) de N-
acetilglucosamina (NAG) y acido B-(1-4)-N-acetilmuramico (NAM) entrecruzado por
la cadena peptidica unidas a los residuos NAM, el tercer residuo de la cadena
peptidica varia entre una bacteria a otra, para las Gram-positivas suele ser lisina 'y
para las Gram-negativas meso-diaminopimelato (mDAP), que también se encuentra
en algunas especies de Listeria y Bacillus (Sharma et al, 2016).
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Figura 1. Organizacién de peptidoglucano de Escherichia coli

N-acetilmuramidasa( GIcNAc), N-acetilglucosamidasa (MurNAC), L-alanina (L-Ala), D-isoglutamato
(D-isoGlu), Acido meso-diaminopimélico (m-A2pm), D-alalina (D-Ala) (Tomado de Gumbart et al
2014).

En bacterias Gram-negativas el PG se encuentra en menos del 10%, mientras que
en bacterias Gram-positivas su contenido se encuentra entre 30 al 70% mostrando
variaciones estructurales que pueden considerarse un criterio para la diferenciacion

bacteriana (L6pez et al.,2019).

Las enzimas peptidoglucano hidrolasas (PGH) son capaces de hidrolizar enlaces
especificos del peptidoglucano (PG) de la pared celular bacteriana y por tanto son
responsables de mantener el recambio global de peptidoglucano (MaliniCova et al
2010). Estas enzimas intervienen en la regulacién de la rigidez y forma de las células
bacterianas, en los mecanismos de resistencia a antibiéticos, la susceptibilidad a
los fagos, el comportamiento seroldgico y protegen de la lisis osmética, entre otros
(Lépez et al., 2019).

Las PGH bacterianas también tienen un papel importante en la escision o ruptura
de las cadenas de PG para la insercion de subunidades de PG durante el
crecimiento de células bacterianas y para separar las células hijas después de la

division celular; aunque la hidrdlisis del PG también puede conducir a la autdlisis y
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muerte celular, particularmente bajo condiciones de estrés (Chapot-Chartier &
Kulakauskas., 2014). Las bacterias producen varios tipos de PGH para hidrolizar el
PG (Figura 2), por lo que acorde con el sitio de accion se clasifican en glicosidasas,

muramidasas, amidasas y peptidasas (Steen et al., 2005.).

N-acetilmuramidasa N-acetil-beta-D-glucosamidasa
(Glucosidasa) (Glucosidasa)

e ‘\I\ O (@ e \}\ L

N-acetyilmuramiol- L
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Figura 2. Localizacién y corte especifico de las peptidoglucano hidrolasas
(Modificado de Sharma et al, 2016)

4.1.3.2 Clasificacion del peptidoglucano hidrolasas
Las PGH se clasifican en funcién de su sitio de escision, reconociéndose tres clases
principales: (1) las glicosidasas que hidrolizan la columna vertebral del glucano, (2)
las amidasas que cortan el péptido de cadena lateral y (3) las peptidasas
(endopeptidasas y carboxipeptidasas) que actian dentro de la cadena lateral del
péptido (Sharma et al, 2016).

eGlicosidasas
Las glucosidasas denominadas N-acetil-B-D-muramidasas, N-acetilmuramidasas o
N-acetilglucosaminidasa son enzimas ubicuas que actuan sobre el enlace 31,4-
glicosidico entre los residuos de MurNAc y GIcNAc del peptidoglicano. Este enlace
se puede hidrolizar de dos maneras diferentes: las lisozimas hidrolizan el enlace

glicosidico, dando como resultado un producto con un residuo de MurNAc reductor
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terminal. En contraste, las transglicosilasas liticas rompen el enlace glicosidico con
una reaccion de transglicosilacion intramolecular, lo que resulta en la formacion del

anillo 1,6-anhidro en el residuo MurNAc del producto (Vollmer et al., 2008).

eAmidasas

Las amidasas N-acetilmuramil-L-Ala (MurNAc-LAA) acttan en el enlace amida entre
MurNAc v el residuo de L-alanina N-terminal del péptido de tallo. Estas enzimas,
también se les denomina peptidoglicano amidasas o amidasas también llamadas
autolisinas para aquellas de origen bacteriano y endolisinas presentes en
bacteriéfagos. En la mayoria de los casos, los MurNAc-LAA bacterianos son
miembros del sistema autolitico bacteriano y contienen un péptido sefial en sus
extremos N-terminal que permiten su transporte a través de la membrana
citoplasmica (Vollmer et al., 2008). Aunque potencialmente letales, estas autolisinas
estan presentes universalmente entre las bacterias que tienen peptidoglucano
(Sharma et al, 2016).

ePeptidasas
De acuerdo con la descripcion de Vollmer et al. (2008), estas enzimas hidrolizan los
enlaces de amida entre los aminoacidos en el peptidoglicano o sus fragmentos

solubles.

Los términos endopeptidasas y carboxipeptidasas, se usan para las enzimas que
hidrolizan el enlace amida entre dos aminoacidos en el peptodiglucano y el término
amidasa se refiere a las enzimas que rompen entre MurNAc y L-Ala. Asimismo, las
peptidasas del peptidoglucano se clasifican como carboxipeptidasas (eliminacién de
un aminoacido C-terminal) o endopeptidasas (escision dentro del péptido). Las DD-
peptidasas rompen entre dos D-aminoéacidos, mientras que las LD-peptidasas o DL-

peptidasas dividen entre un L- y un D-amino&cido.
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4.1.3.3 Modo de accién y regulacion de PGH
La especificidad de sustrato de estas enzimas varia ampliamente definida por el
sitio de corte, fragmentando parcialmente al PG en las cadenas de los glicanos o en
la cadena peptidica, esta variacion de actividad se debe a que las PGH poseen
secuencias sefial o lider. La eliminacién de una secuencia lider puede dar como
resultado un cambio en las propiedades fisicas y, en algunos casos, la localizacion
subcelular de la proteina (Shockman et al., 1996).

La mayoria de las PGH se componen de al menos dos dominios distintos, el primero
es el de unién a la pared celular (CWBD, por sus siglas en inglés cell wall binding
domain), son responsables de la interaccidn de las enzimas con la capa de mureina
gue influye en la localizacion, la especificidad de las bacterias objetivo y la eficiencia
catalitica, el segundo es el dominio catalitico el cual determina la especificidad
hidrolitica de la pared celular (Chapot-Chartier & Kulakauskas., 2014).

Se ha reportado que la autolisis de las células de las BAL se debe a la accion de
sus PGH, y se les ha relacionado con la liberacion de proteinas intracelulares que
contribuyen al desarrollo del sabor en los productos fermentados (Visweswaran et
al., 2013).

De acuerdo con Vermassen et al., (2019) el tipo y numero de dominios de anclaje
del peptidoglucano necesarios para la union maxima difieren de una PGH a otra.
Como regla general, estos dominios permiten la unién de las enzimas a la
membrana a una concentracion adecuada y posicionan adecuadamente el sitio
activo con el sustrato del PG para la formacion de un complejo enzima-sustrato

eficiente.

Las PGH son enzimas potencialmente letales, capaces en muchos casos, de
degradar la pared celular de los organismos productores por lo que son altamente
reguladas (Rice & Bayles, 2003). La regulacién de PGH puede tener lugar a nivel
transcripcional, pero también puede estar mediada por mecanismos que implican

modificaciones postranscripcionales (Chapot-Chartier & Kulakauskas., 2014).
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4.1.3.4 Bacteriocinas
Las bacteriocinas de acuerdo con Arakawa (2019) son péptidos antimicrobianos que
se sintetizan ribosomalmente por algunas bacterias, incluidas las bacterias del &cido
lactico. Hasta la fecha se han caracterizado la estructura genética, el espectro

antibacteriano y modo de accion de muchas de ellas.

Las bacteriocinas muestran un alto grado de especificidad contra cepas de bacterias
estrechamente relacionados en su mismo habitat, y/o con una actividad
antimicrobiana de amplio rango, pero en general, varias bacterias Gram-positivas
son capaces de producir estos compuestos. Sin embargo, las bacteriocinas de las
BAL son las mas estudiadas debido al hecho de que la mayoria provienen de
alimentos fermentados y son consideradas en general seguras como aditivo

alimentario en carnes para su consumo (Woraprayote et al., 2016).

Es por ello el interés de este tipo de metabolitos, ya que se ha reportado que no
solo inhiben especies estrechamente relacionadas, sino que tiene efectos de
inhibicién contra microorganismos patdgenos (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) y algunos microorganismos que ocasionan el deterioro en
alimentos (Bacillus cereus), destacando su estabilidad al calor y tolerancia a
cambios de pH (Arakawa, 2019).

Otra caracteristica importante es que la bacteria productora tiene un mecanismo
especifico de inmunidad (Cotter et al., 2005). Sin embargo, las condiciones de
cultivo pueden afectar la produccion de bacteriocinas, como el pH, temperatura y
los requerimientos nutricionales, estos factores son la clave para obtener

bacteriocinas con aplicacion industrial (Gutiérrez et al., 2018).

4.1.3.4.1 Clasificacion de las bacteriocinas
Las bacteriocinas se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo con Klaenhammer
(1993): clase | lantibioticos; clase Il pequeiios péptidos estables al calor; y clase 1l

péptidos de mayor tamafio que no son estables al calor. Sin embargo, otros autores
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como Cotter et al., (2005) proponen solo dos grupos (Tablal): grupo | que contiene
bacteriocinas que contienen lantionina (lantibiéticos) y clase Il, bacteriocinas que no
contienen lantionina, que en esta ultima clasificacion se tienen 4 subclasificaciones
acorde a su modo de accién, estructura y tamafio. A partir de estos trabajos otros

autores como Arakawa (2019) y Taylor (2015) han propuesto clasificaciones

alternas.
Tabla 1. Clasificacion de bacteriocinas
Modificado de Cotter et al., 2005; Arakawa, 2019; Taylor 2015
Clasifi | Categorias/subcategorias Microorganismo | Bacteria
cacio productor/bacteri | inhibida
n ocina producida
Clase | Contiene Lantionina y otros | Tipo A. Lactobacillus lactis | Gram-
I aminoéacidos modificados Moléculas subsp lactis positiva
(<4kDa) anfipaticas /Nisina
Tipo B. Bacillus
Moléculas Subtilis/Mercacidi
Globulares na
Clase | Bacteriocinas Subclase Bacteriocinas Lactobacillus Listeria
Il no latibidticas | lla listericidas, sakei/Sakacina spp.
(<10kDa) (caja N- similares a
terminal) pediocinas.
Subclase Bacteriocinas Lactobacillus Lactococcus,
l1b de acidophilus Enterococcu
(2péptidos | componentes | /Lactacina F s
/complejos | de accion
de sinérgica.
poracion)
Subclase Bacteriocinas Lactobacillus Lactobacilli
lic circulares de lactis subsp
(grupo tiol) | cabeza y cola | cremoris
/Lactococina
Subclase | Otras Lactobacillus Listeria 'y
lid bacteriocinas helveticus/ otras
(>30kDa) | de clase I Helveticina J Gram-
positivas

4.1.3.4.2 Clase |.- Lantibi6ticos.

Los lantibiéticos son péptidos (19-38 aminoacidos de longitud) que se caracterizan
por que contienen residuos de lantionina o [B-metillantionina. Estos residuos
inusuales forman puentes covalentes entre ellos, lo que resulta en la formacién de

anillos internos, responsables de su estructura. Los residuos de lantionina resultan
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de la modificacién post-traduccional, incluyendo la sustitucién de D-alanina para L-

serina (Cotter et al., 2005). Los lantibioticos se pueden dividir en:

= Tipo A: Moléculas anfipaticas en forma de toroide (2.1 a 3.5 kDA).
Contienen de 2 a 7 cargas positivas. En general, los lantibidticos
catiénicos anfifilicos alargados (por ejemplo, nisina) son activos a través
de la formacién de poros, que conduce a la disipacion del potencial de
membrana y el flujo de salida de pequefios metabolitos de las células

sensibles.

= Tipo B. Moléculas globulares (de alrededor de 2 kDa). Tienen carga
negativa o neutra. Los lantibiéticos globulares (por ejemplo, mersacidina)
se definieron originalmente como aquellos lantibiéticos que actian a
través de la inhibicion de la enzima encargada de transportar

subunidades de peptidoglucano.

Clase Il.- Las bacteriocinas mas comunes que no contienen lantionina
también son pequefios (<10 kDa) péptidos termoestables, pero a diferencia
de los lantibiéticos, no son sujetos a extensas modificaciones post-
traduccionales. La mayoria de las bacteriocinas de clase Il son activas,
induciendo la permeabilizacién de la membrana y la subsiguiente filtracién de

moléculas de la bacteria objetivo (Cotter et al., 2005).

Esta clase de péptidos se dividen en 4 subclases:

e Subclase lla. Las bacteriocinas de tipo pediocina tienen un espectro estrecho

de actividad, pero muestran una alta actividad especifica contra el patégeno
alimentario Listeria monocytogenes. Tienen un rango de 37 a 48 residuos y
poseen uno o dos puentes disulfuro. La conservacion entre péptidos es mas
evidente en la region hidrofilica, catidnica N-terminal (caja pediocinica), que
contiene la secuencia de aminoacidos Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-X-Cys-X-X-X-X-
Val-X-Val, (en la que X es cualquier aminoé&cido) y se piensa que facilita la

union no especifica a la superficie objetivo.
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e Subclase lIb.- Bacteriocinas de dos péptidos. Requieren la combinaciéon de
actividad de ambos péptidos con un mecanismo de accién que implica la
disipacién del potencial de membrana, la fuga de iones y / 0 una disminucion
de la concentraciéon de ATP intracelular. Estos péptidos muestran una
actividad de bacteriocina muy baja si se analizan individualmente. A pesar de
gue los miembros de este subgrupo son relativamente heterogéneos, se ha
propuesto que pudieran subdividirse en péptidos tipo E (mejorados) y tipo S

(sinérgicos).

e Clase llc. Péptidos con grupos tiol (-SH) activos que requieren de cisteina
reducida para activarse. Las bacteriocinas de clase llc (antes clase V) son
agrupados sobre la base de que sus extremos N y C son ligados

covalentemente, dando como resultado una estructura ciclica.

e Grupo lld. Proteinas grandes (>30kDa), termoestables. Se incluyen enzimas
extracelulares bacterioliticas. Las bacteriocinas restantes se combinan
generalmente en un 'misceldneo’ o grupo de ‘'un péptido no linear de

pediocina”.

Se reporta otro tipo de compuestos con actividad antimicrobiana con bajo peso
molecular similar a las bacteriocinas denominadas Bacteriocin Like inhibitory
Sustances (BLIS por su término en inglés), que comparten caracteristicas en su
modo de accion en la actividad antimicrobiana diferenciandose en que las BLIS es
una secuencia de nucleétidos aun no caracterizada (Md Sidek et al, 2018; Hurtado,
2019).

Las BLIS son compuestos sintetizados ribosomalmente que son liberados al medio
extracelular al igual que las bacteriocinas, su efecto antimicrobiano es debido a la
permeabilizacion de la membrana de las células bacterianas lo que ocasiona una
despolarizacion del potencial de la membrana hasta llegar a la muerte celular
(Boyanova et al. 2017).0Otra caracteristica de estos tipos de compuestos es que, en
concentraciones bajas, son capaces de inhibir algunas bacterias relacionadas
estrechamente en el mismo nicho de crecimiento en el que la bacteria productora
exhibe inmunidad especifica.
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Estos compuestos antimicrobianos pueden representar una alternativa al
tratamiento con antibiéticos y también pueden inhibir los patdégenos transmitidos por
los alimentos (Pidultti et al., 2017).

4.1.3.5 Proteinas Ribosomales
Se ha reportado un tipo de PAM con bajos pesos moleculares similares a las
bacteriocinas de la clase I, estos nuevos péptidos son proteinas ribosémicas que
desempeiian un papel esencial en el ensamblaje de los ribosomas y traduccion de
proteinas (Zhou et al., 2015), sin embargo, se han detectado nuevas funciones
independientes a las mencionadas, una de ellas es actividad antimicrobiana
(Hurtado et al, 2022).

En el 2009, De Carvalho et al. reportaron tres compuestos antimicrobianos con
pesos de 4.4, 6.8 y 9.5 kDa secretada por Lactobacillus sakei, la segunda de ellas
fue purificada por intercambio catiénico y métodos cromatograficos e identificada
como una proteina ribosomal S21 de la subunidad 30S, en este reporte se menciona
gue esta proteina puede ser activa contra L. monocytogenes y E. faecalis,
probablemente interfiiendo con el ensamblaje y funcién de los ribosomas,
dificultando asi la sintesis de proteinas y conduciendo a la muerte celular. Otras
proteinas ribosomales han sido identificadas con esta actividad son como lo reporta
Pidutti et al.,(2017), proteinas ribosomales L27 Y L30 de la subunidad 50S
producida por Lactobacillus salivarius SGL03, demostrando que estas proteinas
ribosomales inhiben el crecimiento de Enterococcus faecium, bacteria Gram-
positivo que puede ser comensal en el intestino humano, pero también puede ser
patégeno ademas de contar con una actividad bactericida que son estables a las
proteasas, la acidez, el calor y el almacenamiento refrigerado. Por ultimo, Hurtado
(2019) identifica una proteina ribosomal L14 de la subunidad 50S con un peso de
13.1 kDa mediante secuenciacion por espectrometria de masas secretada por

Lactobacillus paraplantarum aislada de un producto carnico.

Existe poca informacion sobre el mecanismo de accion inhibitoria, en particular Qu
et al., (2020) sefialan que la proteina ribosomal RPS15 actta directamente en los

lipopolisacéridos y &cidos lipoteicoicos de la pared celular que conduce a la
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despolarizacion de la membrana y la produccién de agentes reactivos de oxigeno
intracelulares (ROS). Por lo que estas proteinas ribosomales pueden presentar una
funcion extra-ribosomal especifica ademas de las funciones de equilibrio en la
sintesis de proteinas (Warner & Mcintoch, 2009) y se proponen como nuevas
proteinas antimicrobianas de un gran potencial para aplicarse como nuevos

farmacos antimicrobianos o como probidticos (Pidutti et al.,2017).

4.1.4 Pediococcus spp.
El género Pediococcus constituye junto con el género Lactobacillus la familia
Lactobacillaceae (Hammes & Hertel, 2006), ambos compartiendo un ancestro en
comun junto con mas de 200 especies que se encuentran en habitats ricos en
nutrientes mediante adaptacion, moviéndose de un héabitat a otro, o vivir libremente
en cualquiera (Duar et al.,2017). Wittouck et al. (2019) construyeron una taxonomia
basada en los genomas secuenciados del género Lactobacillus, mostrando una
relacion entre los géneros Pediococcus, Lactobacillus Leuconostoc, Weissella,
Oenococcus y Fructobacillus, formando un taxén monofilético denominado
‘complejo del género Lactobacillus”. La posicion filogenética de los géneros

estrechamente relacionados se ilustra en la Figura 3.

Pediococcus es una de las BAL importantes que se caracterizan por ser Gram-
positivos, catalasa negativos, no mdviles, quimioorganotroficos 'y
homofermentativos. P. pentosaceus y P. acidilactici son las dos especies mas
comunes en alimentos y lacteos (Singla et al., 2018). Los cultivos generalmente
muestran cocos perfectamente redondos (0.4-1.4 mm de diametro) en pares y
tétradas, se caracteriza por una baja relacion G+C (<50%). Las especies de
Pediococcus tienen una relaciéon G+C en el rango de 37-42% (Tm). Todas las
especies crecen a 30° C, pero el intervalo de temperatura 6ptimo es 25—-40 °C.
Pediococcus pentosaceus tiene una temperatura éptima de crecimiento mas baja

(28-32 °C) que P. acidilactici (40 °C). El pH 6ptimo para el crecimiento es 6.0-6.5.
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Figura 3. Arbol filogenético de los géneros relacionados al complejo de Lactobacillus
(tomado de Wittouck et al.,2019)

Pediococcus pentosaceus tiene un amplio uso en la industria alimentaria debido a
su capacidad para producir agentes antimicrobianos. Varias cepas de P.
pentosaceus producen bacteriocinas responsables de la capacidad inhibir bacterias
patdgenas y de descomposicion durante el almacenamiento de alimentos y bebidas
como Listeria monocytogenes y Oenococcus oeni (Jiang et al., 2020). Aunque
también se han reportado actividad antimicrobiana por peptidoglucano hidrolasas
(peptidasas, N-acetil-muramidasa) contra Lactobacillus helveticus y Listeria

monocytogenes (Mora et al., 2003).
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P. pentosaceus también puede exhibir actividad inhibitoria hacia otras cepas de
Pedioccus como hacia P. acidilactici y Lactobacillus plantarum, que pueden
compartir nichos con P. pentosaceus. Ademéas de su capacidad antibacteriana,
otras funciones de P. pentosaceus también han atraido mucha atencién, como su
accion para la regulacion de la inmunidad y mejorar el crecimiento animal cuando

es suministrado dentro la alimentacion del ganado (Jiang et al., 2020).

Juérez (2019), realiz6 una evaluacion de la poblacion microbiana en un chorizo tipo
espafiol durante el proceso de fermentacion, en el que encontré microorganismos
del género Pediococcus entro otros, una de las cepas identificadas como 1101 fue
trabajada por Escobar (2019), en el que corrobora a la cepa como Pediococcus
pentosaceus 1101 mencionando actividad antimicrobiana contra microorganismos

patdgenos.

4.2 Bioinformética en el andlisis de proteinas

El uso de tecnologias de alto rendimiento para estudiar los sistemas de biologia
molecular ha revolucionado la investigacion biolégica y biomédica, permitiendo el
estudio sistematico de los genomas de los organismos o gendémica. En conjunto con
el estudio de ARN (Transcriptdbmica), y la expresion de proteinas, incluidas sus
estructuras y funciones (protedmica) (Chen et al. 2017).

De acuerdo con Choudhuri (2014) la bioinformatica es la disciplina del analisis
asistido por computadora de la informacién relacionada con genes, genomas y sus
productos. En otras palabras, para todos los propdsitos practicos, la bioinformatica
se puede considerar como la biologia molecular computacional, que utiliza técnicas
computacionales para estudiar la estructura, funcion, regulacion y red interactiva de
genes y proteinas. El objetivo final es analizar y predecir la estructura, organizacion,

funcidn, regulacién y dindmica de todo el genoma de un organismo.

Las principales herramientas para un analisis bioinformatico se basan en el analisis
de secuencias de ADN y proteinas utilizando varios programas y bases de datos

disponibles en la web (Bayat, 2002). Chen et al. (2017) mencionan que las proteinas
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ocupan un término medio molecular entre el gen y la transcripcion y muchos niveles
mas altos de estructura y organizacion molecular y celular, manifestandose la

mayoria de los procesos fisiolégicos a nivel de proteinas

La investigacion de proteinas mediante herramientas bioinformaticas se basa en
proteinas anotadas y bases de datos, después de la separacion, identificacion y
caracterizacion de una proteina y prediccion de su estructura, ademas del analisis
de los datos de la secuencia del genoma. La bioinformética también se emplea en
el andlisis de la variacion, expresion y funcién de genes, asi como en la prediccién

de la estructura de proteinas, entre otros (Bayat, 2002).

Las secuencias de aminoacidos y las estructuras tridimensionales por si solas
proporcionan informacion limitada sobre una proteina. Sin embargo, las bases de
datos y herramientas computacionales permiten validar y comparar esta informaciéon
con cientos de proteinas de estructura y funcién conocidas, para obtener mas
informacion sobre la calidad de los datos, clasificacion, funcién y evolucién de sus
proteinas no caracterizadas (Paxman & Heras., 2016).

4.2.1 Herramientas Bioinformaticas
Como lo menciona Anzaldi et al. (2012), en un tiempo relativamente corto, la edicién
y el procesamiento de secuencias de ADN y proteinas han dejado el campo de la
biologia molecular para convertirse en una practica de rutina en innumerables
campos de investigacion, la cantidad de herramientas y servidores para realizar
analisis de secuencias bioldgicas y datos relacionados ha explotado, creando una
necesidad de integracion de recursos (Neerincx & Leunissen, 2005), algunos de los

recursos son los que se mencionan en la tabla 2.

Tabla 2. Herramientas bioinformaticas.
(Bayat, 2002; Yu et al., 2011; Rey et al., 2004; Corpet. 1988; Mitchell. 1993).

Herramienta Uso
Protein Molecular Acepta una secuencia de proteinas y calcula el peso molecular.
Weight (SMS) El peso molecular de la proteina se utiliza cuando desee

predecir la ubicacion de una proteina de interés en un gel de
electroforesis en relacion con un conjunto de estandares de
proteinas en un marcador para proteinas.
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Reverse Complement

(SMS)

PCR Products
Primer map (SMS)

PSORTDb

MultiAlin

BLAST (herramienta
basica de busqueda
de alineacion local).

y

https://www.bioinformatics.org/sms2/protein_mw.html

Convierte una secuencia de ADN en su contraparte
complementaria. Es posible que desee trabajar con el
complemento inverso de una secuencia si contiene un marco
abierto de lectura.

https://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html

Acepta una secuencia de ADN junto con un par de primers
(forward y reverse) y devuelve un mapa textual que muestra la
posicion de alineamiento de los cebadores. Este programa se
utiliza para producir una figura de referencia util, particularmente
cuando han disefiado una gran cantidad de cebadores para un
determinado modelo.

https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_products.html

Herramienta que permite la prediccion de localizaciéon subcelular
de proteinas, ya que proporciona un servidor web y una versién
de codigo fuente, ambas permitiendo el procesamiento de
secuencias de proteina individuales y por lotes. Su base de
datos adjunta, PSORTdb proporciona un conjunto de datos de
localizaciones de proteinas verificadas experimentalmente, asi
como resultados de prediccion calculados previamente para
mas de 1000 genomas bacterianos secuenciados disponibles de
NCBI.

https://www.psort.org/psortb/

Herramienta de alineacion de secuencias multiples para
secuencias de proteinas y acidos nucleicos. Se ingresan las
secuencias en el cuadro de entrada de datos utilizando los
formatos FASTA, EMBL-SwissProt o Genbank. (Los usuarios
tienen la opcion de ajustar los parametros relacionados con la
alineacion y la presentacion de datos). La salida
predeterminada, que se genera rapidamente, es una alineacién
facil de leer de las secuencias.

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

Este software de algoritmo es capaz de buscar en bases de
datos genes con estructura de nucleétidos similar y permite la
comparacion de una secuencia de aminoacidos o ADN
desconocida con cientos o miles de secuencias de organismos
humanos u otros hasta que se encuentre una coincidencia

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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5 Justificacion

La presencia de algunos géneros de bacterias como Listeria, Salmonella, Yersinia
y Staphylococcus se consideran los principales agentes causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), alimentos como la carne y sus
derivados actian como vehiculos para la transmisién de estos patdgenos. La
contaminacion de los alimentos por Listeria monocytogenes y su frecuente
participacibn como agente responsable de ETA son, por lo general, el resultado de

eventos simultaneos que se presentan en distintos puntos de la cadena alimentaria.

La listeriosis, causada por la bacteria L. monocytogenes es relativamente poco
comun, pero grave, con altas tasas de mortalidad (20.30%), comparadas con las de
otros microorganismos patdégenos transmitidos por alimentos. Esta enfermedad
afecta principalmente a segmentos especificos de la poblacién cuya vulnerabilidad
€S mayor como mujeres embarazadas, nifios recién nacidos, personas mayores y
personas con enfermedades que afecten el sistema inmune a nivel mundial de

acuerdo con datos de la Organizacién Mundial de la Salud.

Debido a la proliferacion de bacterias patdégenas y alterantes que se desarrollan
postproduccion, es necesario desarrollar nuevas alternativas para su control. En el
presente trabajo se realizé una aproximacion bioinformatica para la identificacion de
proteinas intracelulares con actividad antimicrobiana producidas por la cepa
Pedioccous pentosaceus 1101 que ha presentado actividad antimicrobiana contra
microorganismos patdégenos como Listeria innocua, Salmonella typhimurium y
Staphylococcus aureus. Es de interés identificar los compuestos antimicrobianos
producidos por Pediococcus pentosaceus responsables de la actividad
antimicrobiana contra microorganismos patdégenos en alimentos, para su posterior
caracterizacion fisicoquimica y su subsecuente uso como una nueva herramienta

de bioconservacion.
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6 Hipotesis

El género Pediococcus ha demostrado la produccién de metabolitos de origen

proteico con actividad antimicrobiana. Las proteinas responsables de dicha

actividad son en su mayoria intracelulares y el uso de herramientas bioinformaticas

proporcionara informacion para la identificacion de estas proteinas.

7 Objetivo General

Analizar in vitro e in silico la cepa Pediococcus pentosaceus 1101 para la

identificacion de proteinas con actividad antimicrobiana

7.1 Objetivos especificos

Confirmar la identidad de la cepa de estudio por métodos moleculares y

espectrometria de masas.

Evaluar la actividad antimicrobiana de la cepa 1101 en diferentes condiciones

de crecimiento y sus fracciones celulares.
Realizar un analisis electroforético de la fraccién intracelular de la cepa 1101.

Emplear herramientas bioinformaticas para la identificacion de las proteinas

intracelulares responsables de la actividad antimicrobiana de la cepa 1101.
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8 Metodologia general de trabajo

—— Extraccion y secuenciacion
del 165 ARNr

1.-Identificacién de —

— la cepa
Identificacién de huella peptidica
por espectrometria de masas
-Extracelulares
Extraccionde —  -Células lisadas
fracciones -Intracelulares
2 -ldentificacion Verificacién de Difusién en agar
- 9
Cepa de , Y extraccion de actividad —  Zimograma
estudio compuestos antimicrobiana
antimicrobianos
grelmmlenfo -Temperatura
e la cepa
a difererlmafes _EH 4
i -% de nitrégeno
condiciones
3.- Evaluacién con o B
» herramientas Andlisis de {—:Ildenhﬁcccllon y seleccion
bioinforméticas de ? roteinas — desecusnciag
las proteinas P -Localizacién celular
encontradas -Disefio de primers

Figura 4. Diagrama general de trabajo.

8.1 Identificacion de la cepa

8.1.1 Activacion de la cepa

En esta tesis se trabajo con la cepa de Pediococus pentosaceus 1101 que fue
aislada a partir de chorizo tipo espariol por la Dra. Carmen Juarez Castelan (2019).
La cepa se reactivé en medio liquido Man Rogosa and Sharpe, MRS (De Man et al.,
1960) y se incub6 a 37 °C por 24 horas. A partir del cultivo, se prepard un stock de
la cepa colocando una relacion 1:1 del caldo de cultivo con glicerol anhidro
(J.T.Baker. Lt. 2136-02) en tubos Eppendorf de 1.5 mL, que se sellaron con Parafilm
y se almacenaron a -80°C.
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8.1.2 Extraccion del ADN.
La extraccion de ADN se realiz6 a partir de un cultivo fresco empleando un kit de
purificacion de ADN Wizard® Genomic (catalogo A1120, PROMEGA, Madison, WI,
EUA) acorde con las instrucciones del proveedor, tomando 1mL de un cultivo de 16
horas. La concentracion de ADN se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm
utilizando un lector de placas Synergy Ht, Biotek (Vermont, Estados Unidos),
colocando 2 pL de la muestra en una placa Take3 de la misma marca, midiendo la
concentracion con el programa GENS version 1.11. La integridad del ADN obtenido
se verifico mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, utilizando Buffer
TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) a 80V por 40 minutos (Alberts et
al., 2002, Strathdee & Free ,2013). Después del lavado se capturd la imagen en el
fotodocumentador Gel DocTM XR+ Imagin System BIO-RAD (California, EUA),

utilizando el programa Imagen Lab versién 5.1.

8.1.3 Amplificacion y secuenciacion del gen 16S ARNr
A partir del ADN purificado se realizo la técnica de la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) para amplificar la region del 16s ARNr
usando cebadores universales fD1 y RD1(Sigma-Aldrich, Tabla 3) para corroborar
el género y especie del microorganismo en estudio. La técnica consiste en ciclos
repetitivos de desnaturalizacion a 95 °C e hibridacion a 51 °C, permitiendo que los
cebadores (Tabla 3) se adhieran a sus posiciones de reconocimiento y por ultimo la
amplificacion del fragmento del 16S ARNr por acciéon de la polimerasa (Brown,
2002). Los amplicones fueron purificados y concentrados utilizando el kit de
purificacibn de PCR GeneJET (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) y enviados a
secuenciar a los laboratorios de Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). Finalmente, la
secuencia obtenida fue analizada mediante un alineamiento utilizando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, por sus siglas en inglés) en la base de datos

de NCBI (National Centre for Biotechnology Information).

Los componentes que se utilizaron para la mezcla utilizada en la Reaccién en

cadena de la DNA polimerasa se muestran en el anexo 1
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Tabla 3. Cebadores universales de amplificacién del 16s ARNr.

Cebador Secuencia 5’ -3’
Forward primer (FP) CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTG
GCTCAG
Reverse primer (RP) CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAG
CC

8.1.4 Identificacion por espectrometria de masas
El proceso de identificacion mediante espectrometria de masas se realizo en el
Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas de la UAM Unidad lIztapalapa
con el sistema MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics, Alemania), en un espectrometro
MALDI-TOF/TOF (Modelo Autoflex speed TOF/TOF, Bruker Alemania).

A partir de colonias aisladas de la cepa mediante la técnica de agotamiento por
estria sobre placas de agar MRS de 12 horas de incubacion en condiciones 6ptimas
de crecimiento. Se tomo una colonia y se coloc6 en un tubo eppendorf de 1.5 mL
con 300 ul de agua bidestilada, a la cual se le afiadié 900 pl etanol, seguida de
centrifugacion y decantacion del sobrenadante. Al precipitado se le adicioné 10 ul
de &cido férmico al 70% y 10 pul acetonitrilo como lo describe Freiwald & Sauer
(2009) para la inactivacion, ruptura y precipitacion de la membrana celular (Nguyen
et al., 2013), recuperando el sobrenadante después de la centrifugacion. La muestra
para andlisis se prepar6 en una placa MALDI, colocando 1 pL del sobrenadante en
un pozo de la placa, seguida de 1 uL de matriz (acido a-Ciano-4-hidroxicinnamico)
para favorecer la ionizacion y desorcion de energia en la muestra obtenida de la
ruptura celular (Jang & Kim., 2018). El espectro de masas obtenido se analizé para
género y especie en la base de datos de espectros de referencia MBT Compass.
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8.2 Identificacion y extraccion de compuestos antimicrobianos

8.2.1 Fracciones de Pediococcus pentosaceus 1101
Un cultivo fresco de P. pentosaceus preparado como se describe en el apartado
8.1.1 se coloco en tubos falcon estériles de 50 mL y se centrifugé a 7,500 rpm por
15 min recuperando el sobrenadante libre de células al que se le denominé extracto
crudo (EC). Una fraccion del EC fue adicionada con inhibidor de proteasas
denominandose extracto crudo con inhibidor de proteasas (ECI).

Por otra parte, las células se sometieron a un proceso de tres lavados consecutivos
con solucion buffer de fosfatos (BFS) pH 7 (NaCl 1.37 mM, KCI 27 mM, Na2HPO4
100 Mm, KH2PO4 20 Mm) y centrifugacion para eliminar el medio de cultivo. El botén
de células resultante se coloc6 en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se resuspendi6 en
1 mL de buffer de fosfatos pH 7, esta fraccién se denominé fraccién de células de
P. pentosaceus (CPP).

Finalmente, se determind la concentracion de proteina utilizando la técnica de
Bradford (Bradford, 1976) y la actividad antimicrobiana de estas fracciones (EC, ECI
Y CPP) utilizando la técnica difusiébn en agar en las mismas condiciones que se

describen en el apartado 8.3 midiendo los halos de inhibicion.

8.2.2 Obtencion de la fraccion extracelular de Pediococcus pentosaceus
1101

La extraccion del compuesto antimicrobiano extracelular se llevé a cabo mediante
la técnica de adsorcion y desorcion dependiente del pH (Yang et al., 1992), con
algunas modificaciones de acuerdo con el método propuesto por Schneider (2005).
Se inoculé caldo MRS al 1% (v/v) con un cultivo de Pediococcus pentosaceus 1101
y se mantuvo en incubacion hasta alcanzar la fase estacionaria (Escobar 2019), a
la cual, se le adicioné inhibidor de proteasas para la inactivacion de las enzimas que
pudiesen estar presentes en el medio (Handtke et al, 2018). Posteriormente, se
ajusto el cultivo a un pH 5 con una solucién de 10 M de NaOH y se mantuvo en
agitacion moderada durante 24 h permitiendo la adsorcion del compuesto
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antimicrobiano a la membrana celular bacteriana. Transcurrido este tiempo, los
cultivos se centrifugaron a 3,100 rpm durante 20 min a 4 °C y se recupero el
precipitado celular, que se lavd dos veces con amortiguador de fosfatos (5mM
fosfato de sodio, pH 6.5). Las células se resuspendieron en una solucion 100 mM
de NaCl a pH 1 ajustada con acido fosférico al 5%; este valor de pH favorece la
desorcion del compuesto antimicrobiano desde la membrana celular de las
bacterias hacia el medio; se mantuvieron durante 24 horas en agitacion a 4 °C en
las condiciones antes descritas. Una vez transcurrido el tiempo, las células de
centrifugaron a 3100 rpm durante 20 min a 4 °C, recolectando el sobrenadante, el
cual se dializ6 empleando membranas de celulosa (Spectra/Por7®, Arizona US, con
un tamafo de poro de 1000 Da) con cambios frecuentes de agua destilada hasta
eliminar las sales presentes, posteriormente el dializado se filtr6 a través de
membranas estériles con un poro de 0.22 um. Por Ultimo, se determind la
concentracion de proteina por el método Bradford y se almacend en congelacion a

—8°C hasta su uso.

8.2.3 Ruptura Celular y extraccion de proteinas intracelulares
De un cultivo celular de Pediococcus pentosaceus 1101 incubado por 10 horas en
medio MRS a 37°C, las células se recuperaron por centrifugacion a 7,000 rpm por
10 min. El pellet de células se sometié a tres lavados con solucién amortiguadora
de fosfatos, el pellet del ultimo lavado se resuspendio en una solucion de 50mM
Tris-HCI, 6M de Urea, 5mM DTT, pH 7.4y 1.4 mM de inhibidor de proteasas (PMSF)
(Carrasco et al., 2016; Handtke et al., 2018). Un volumen de 1.5 mL del pellet
resuspendido se coloc6 en un vial de 2mL y se llevo al disruptor mecanico celular
(Mini-bedbeater 16, Biospec Products, Oklahoma, USA). La lisis celular se realiz6
aplicando 25 ciclos intermitentes de trabajo por 30 segundos cada uno y reposo en
un bafo de hielo para bajar la temperatura interna del vial, al término de los ciclos
el vial fue centrifugado obteniendo asi un precipitado de la fraccion de restos

celulares, el sobrenadante o citosol.
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La fraccion soluble del citosol se tratd con una solucién al 20% de acido
tricloroacético (TCA) y 0.14% de DTT en acetona en una relacion 1:3, con la
finalidad de estabilizar las proteinas y separar los restos de polisacaridos
(Saravanan & Rose, 2004) a una temperatura de -20 °C por 18 horas. El precipitado
se lavé dos veces con acetona al 100 % y un dltimo lavado con acetona al 80 %
como lo describe Carrasco et al. (2016). La cepa Pediococcus pentosaceus 1101
se sometid a diferentes condiciones de crecimiento como se muestra en la tabla 4
con la finalidad de observar si existen cambios en la expresiéon de los compuestos
proteicos obtenidos en la fraccion soluble del citosol (se realizé la misma técnica de

extraccion de proteinas antes descrita para todas las condiciones de crecimiento).

Tabla 4. Condiciones de crecimiento para la cepa de Pediococcus pentosaceus 1101.

Condiciones de crecimiento

Variacion de Temperatura (°C) 30, 44

Adicion de extracto de levadura sobre la formulacion base del medio 1
de cultivo (%)

Variacién de pH 5y6

8.3 Actividad antimicrobiana

8.3.1 Difusion en agar por pozos
El método utilizado fue difusion en agar descrito por Schillinger y Licke (1989) con
modificaciones correspondientes. En una caja Petri se depositaron 15 ml de medio
CGB conteniendo 1.5% de agar, una vez que solidificé se aplicé una segunda capa
del mismo medio suave conteniendo 0.8% de agar y previamente inoculado con
100uL de un cultivo de Listeria innocua con una DO=0.15 (Asoo nm). Sobre esta
segunda capa de agar y ya solidificado se realizaron pozos con ayuda de una punta
de micropipeta estéril de 1000 pL y se adicionaron 100uL de extracto a probar su
actividad antimicrobiana, dejando al menos un pozo como blanco. La placa se

mantuvo en refrigeracion por 1 hora para permitir la difusion del extracto y
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posteriormente se llevd a incubacion a 37 °C por 24 horas, midiendo los halos de
inhibicion generados por el extracto. La actividad antimicrobiana se establecio como
la relacibon de mm de halos de inhibiciébn entre la concentraciébn de proteina
expresada en mg después de incubar el medio a 37 °C por 24 como se muestra a
continuacion.

mm halo de inhibicion * fd
mg de proteina

Actividad especifica =

8.3.2 Difusion en agar con discos
Se utilizo la técnica descrita por Ruiz (2017) con modificaciones. Se preparo medio
CGB al 15% de agar el cual fue inoculado con 100uL de un cultivo de Listeria
innocua con una DO=0.15 (A600 nm) posteriormente se dejé solidificar de forma
invertida. Para la preparacion de la prueba de difusion en agar con discos, se
acondiciono papel filtro estéril a un diametro de 4 mm, en el que se colocaron 20 L
del extracto a probar su actividad antimicrobiana. Se colocaron dos discos con
extracto en el medio CGB solido inoculado con Listeria innocua previamente
preparado y uno mas al que se le colocé agua destilada como blanco de forma
espaciada y distribuida. La placa se colocé en incubacion a las mismas condiciones
de incubacién que en el apartado 8.3.1 para establecer la actividad antimicrobiana
de los extractos probados. Posterior a la incubacion se midieron los halos de

inhibicion con la formula siguiente:

Hi=Halo de inhibicién en mm
DT=Diametro total (diametro del disco + diametro del halo) en mm

DD=Diametro del disco (4mm)
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8.4 Cinética de crecimiento

La cinética se llevo a cabo por triplicado en medio MRS a una temperatura de 37
°C, midiendo la densidad 6ptica del cultivo inoculado al 1% con la cepa Pediococcus
pentosaceus de 24 horas, registrando la absorbancia a 600nm en intervalos de
tiempo de 1 hora durante la incubaciéon para determinar las fases de crecimiento en
un lector de placas BIOTEK SINERGY HT (BioTek Instruments Inc., Winooski,
VT, USA). Al mismo tiempo se determind la inhibicién contra Listeria innocua con
los extractos obtenidos en las diferentes lecturas de la cinética expresada como mm
de halo de inhibicién. Los datos de crecimiento se sometieron a un ajuste con el
modelo logistico con el programa Statistica 12 obteniendo los parametros cinéticos
de la tasa de crecimiento y densidad optica maxima (D.O.max) como lo describe
Escobar Sanchez (2023).

8.5 Analisis estadistico.

Para el analisis de los resultados de las cinéticas de crecimiento antes descritas se
realizaron analisis de varianza empleando el paquete estadistico SigmaPlot V.12.5
con un nivel de significancia del 5% y un nivel de confianza del 95% Se utilizo el
método de Kruskal-Wallis para la comparacion de la densidad 6ptica y actividad

inhibitoria medida en intervalos de 1 hora por triplicado.

8.6 Determinacién del efecto antimicrobiano de las proteinas intracelulares
de Pedioccocus pentosaceus 1101 sobre el crecimiento de Listeria.

Se utilizé Listeria innocua como microorganismo objetivo para conocer el efecto
bacteriostatico de las proteinas intracelulares de Pedioccocus pentosaceus 1101 de
acuerdo con el procedimiento reportado por De Azevedo et al. (2018) y Guirao et al
(2015) con modificaciones. Listeria innocua fue cultivada en medio TSB al 1 % por
16 horas, se tomo una alicuota del cultivo que se resembro de nuevo en el medio

TSB, incubando a 37 °C por 16 h hasta alcanzar una DOgeoo nm) =0.5. A partir de
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este cultivo se realizaron diluciones hasta obtener una DO@s00 nm) =0.3 (equivalente
a una poblacion en un rango de 5 a 6 log UFC/mL), depositando 150 uL de este
cultivo diluido en pozos de una microplaca estéril seguido de la adicion de 150 pL
del extracto de proteinas intracelulares de Pediococcus pentosaceus 1101. La placa
se coloco en el lector de microplacas y se incub6 por un periodo de 22 h a 37 °C

monitoreando el cambio en la densidad Optica a 600 nm.

8.7 Electroforesis de las proteinas extracelulares y deteccién de la
actividad antimicrobiana por zimograma.

Se prepararon geles de electroforesis de SDS-Tris-tricina empleando geles de
separacion de acrilamida-bisacrilamida al 12 % T como lo describe Haider et al.
(2012), para los geles de concentracion se prepararon al 2.6 % Cy 4 % T. Los geles
fueron ensamblados en una cdmara de electroforesis Mini-Protean® Tetra System
(Bio-Rad, California, E.U.A.). Las muestras de los extractos de proteinas
extracelulares fueron tratadas en condiciones no desnaturalizantes colocados en
buffer de carga depositando volimenes de 20 uL en cada pozo, con una corrida a
80 V por 30 minutos seguido de un voltaje de 120 V por 100 minutos empleando
una fuente de poder PowerPac (Bio-Rad, California, E.U.A.). Terminada la corrida
se sacaron los geles de la camara de electroforesis para su posterior fijacion con
glutaraldehido al 5 % durante 20 minutos en agitacion constante y posterior tincion
durante 20 minutos con una solucion al 0.02 % de Coomassie Briliant Blue G-250
en 100 mL de acido acético glacial al 10 % durante 20 minutos. Finalmente, se
destifieron los geles con una solucion de acido acético al 10 %. El peso molecular
aparente se determiné utilizando un marcador pretefiido de amplio espectro (10-
250kDa), SDS-PAGE Standards (Precision Plus Protein™ Bio-Rad, 161-0318).

Para la preparacion del zimograma, se utilizé6 Micrococcus lisodeikticus como
sustrato y fue incorporado durante la copolimerizacién en una concentracion del 0.2
% sobre el volumen total de gel de acrilamida-bisacrilamida. El gel se corri6 bajo las

mismas condiciones del SDS-PAGE y terminada la electroforesis los geles se
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lavaron dos veces con agua destilada por 30 minutos. Posteriormente, se procedio
a la renaturalizacion mediante inmersion en el amortiguador (100 mM Tris-HCI, pH
8.0 con 1% v/v Tritén X-100) e incubacién a 37 °C por 16 horas con agitacién suave.
Transcurrido el tiempo se tifien los geles con azul de metileno al 0.1 % y KOH al
0.001 % vy finalmente se destiieron hasta apreciar las zonas claras

correspondientes a las bandas con actividad litica.

8.8 Analisis bioinformatico de bandas con actividad antimicrobiana

] Zimograma | Busqueda en NCBI de cepas Blast 16s ARNr
|  de Pediococcus pentosaceus

Ajuste lineal e interpolacién | Busqueda de proteinas Palabras clave
| de bandas [ usqu lp ina

Seq uence manipu| ation

| Peso aparente (kDa) | |  Peso molecular proteico suite
| l (SMS)

l

Comparacién de pesos moleculares . eleccion de pesos
| Peso aparente de bandas vs Peso molecular proteico semejantes

Ubicacion celular

| Obtener los formatos FASTA de secuencias seleccionadas (PSORTb)

NIRlINE ]

Seleccion de secuencias

|_BLAST aminodcidos--> nucledtidos |

1 MutltAlin

Elineomienfo de secuencias seleccionadas

Integrated DNA Technologies
| Disefio de primers (IDT)

. R SMS
| Prueba de primers in sillico _Productos PCR

-Posicionamiento de primers

Figura 5. Metodologia de analisis bioinformatico.
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El andlisis bioinformatico se realiz6 para aguellas bandas de proteinas con actividad
antimicrobiana, empleando diferentes estrategias para la identificacion tedrica de
las proteinas con actividad antimicrobiana, considerando en primera instancia el
peso aparente de las bandas con actividad a partir de los geles de electroforesis y
el zimograma (Shapiro et al., 1967, Weber et al., 1972). El peso molecular de las
proteinas con actividad se obtuvo determinando la movilidad relativa (Rf) de cada

banda con actividad y las correspondientes del marcador con la siguiente ecuacion:

distancia de migracion de la proteina

~ distancia de migracion del frente del gel
Posteriormente, se graficé el logaritmo del peso molecular y el Rf de las proteinas
del estdndar para obtener la curva de calibracion y la ecuacién del ajuste lineal. Con
la que se calculd el peso molecular aparente de las bandas de proteinas con

actividad interpolando los valores del Rf de cada una.

Una vez que se obtuvo el peso molecular aparente se procedié a realizar una
busqueda de proteinas con peso similares en los genomas completos de
Pedioccocus pentosaceus reportados en las bases de datos del National Library of
Medicine de NCBI, junto con las palabras clave: Peptidoglucano, N-
acetilmuramidasa, N-acetilglucosaminidasa, Endopeptidasa y Carboxipeptidasa

para su analisis como lo muestra la figura 5.

8.9 Disefio de primers

Una vez observadas las regiones de similitud en las secuencias de las proteinas de
Pedioccocus pentosaceus se llevo a cabo el disefio de los primers por grupos de
proteinas de peso molecular similar con la herramienta PrimerQuest Tool de la
plataforma INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES, Inc (San Diego, CA, USA). Por
ultimo, se realiz6 una simulacion de PCR de los primers disefiados con las
secuencias de proteinas por peso molecular utilizando la herramienta PCRproducts
y conocer el posicionamiento de los primers en las secuencias de nucleétidos con
la herramienta Primer Map, ambas herramientas de la plataforma Sequence
Manipulation Suite (SMS) (Anzaldi et al., 2012).
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9 Resultados

9.1 Identificacién de cepa

9.1.1 16s ARNr
La cepa 1101 se identificd por secuenciacion del gen que codifica para el 16s ARN;
en la figura 6 muestra los geles de agarosa del ADN extraido el cual se utilizo
posterior para la amplificaciéon den gen 16S ARNr que fue purificado y enviado a

secuenciar.

Figura 6. ADN total de la cepa en gel de agarosa al 0.8%.
Carril 1: Marcador de 10Kb (GeneRule, Thermo Scientific),
Carril 2: ADN extraido de la cepa de Pediococcus pentosaceus 1101

En la figura 6 se muestra el gel de agarosa obtenido de la electroforesis del ADN
total extraido de la cepa 1101. En el gel se muestra una banda por arriba de las
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10Kb, que demuestra su integridad para proceder con la amplificacion del gen que
codifica para el ARN16s. La cantidad de ADN total fue de 1041 ng/ul medido en la
placa Take3y con el programa GENS5 version 1.11. De la misma manera, se obtuvo
la relacion de absorbancia 260/230 que fue de 1.8, esta relacién nos da un valor
representativo en el cual indica si nuestro producto de ADN es puro o tiene algunos
componentes de contaminacidn como pueden ser proteinas y compuestos
fendlicos, los valores para cada uno de ellos son de 1.65 a 1.9 para compuestos
puros y por debajo de ese rango se tiene un productos contaminada (Kumatri et al.,
2019), por lo que la muestra de ADN de Pedioccocus pentosaceus 1101 entra en el

rango de valores de producto puro.

La cepa 1101 fue aislada por Juarez Castelan (2019) de un chorizo tipo espafiol, la
cual fue identificada por Escobar Sanchez (2023) como una cepa de Pediococcus
pentosaceus por secuencia parcial del gen 16S ARNr que fue depositado en
GeneBank con numero de acceso MZ265376., por lo que en este trabajo se obtiene
el gen 16S ARNr de la cepa 1101 con la finalidad de corroborar el género y especie,

purificando y secuenciando el gen.

En la figura 7A se muestra el producto de la PCR de amplificacion del gen 16S ARNr
obtenida con cebadores universales en un gel de agarosa al 0.8% aplicada a la
muestra de ADN total de la cepa 1101, en la cual se observa en el carril 2 la
integridad de la secuencia del 16s ARNr con un peso de aproximadamente de 1500
pb que concuerda con dichos cebadores, que, de acuerdo con lo reportado por
Rosario & Mendoza (2004) es un peso correcto para una amplificacion de este gen,
por lo que se cortd, purifico y mando a secuenciar a Macro Gen Inc en Seul, Corea
del Sur.
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Figura 7. Productos de PCR en gel de agarosa al 0.8%.
A) Carril 2: Producto de PCR del 16s ARNr.
B) Carril 2: Producto de la purificacién de PCR del gen 16s ARNr.
Carrill de la figura Ay B: Marcador de 1kB (GeneRule, Thermo Scientific)

En el carril 2 de la figura 7B se observa el producto de PCR de la purificacién de la
amplificacion del gen 16s ARNr, el cual tuvo una concentracion de 16.63ng/pul
medida de igual manera que la concentracion del ADN total. Las secuencias
obtenidas del gen 16s ARNr purificado para la cepa 1101 se analizaron en la base
de datos de NCBI, obteniendo una similitud en porcentaje de identidad de 99% y un
valor de expectancia cero con la cepa Pediococcus pentosaceus DSM20336 que se
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muestran en la tabla 5, dando una identificacion de género y especie (Wang et al.,
2015) para esta cepa, nombrandola a partir de esta identificacion como Pediococcus

pentosaceus 1101

Tabla 5. Resultados de BLAST en la plataforma de NCBI para cepa 1101

Cepa Descripcion de BLAST % % de identidad
cobertura
1101 Pediococcus pentosaceus 100 99

DSM 20336 gen ARN
ribosomal 16S, secuencia

parcial

9.1.2 Espectrometria de masas
En la identificacion por espectrometria de masas por medio del MALDI-TOF se
realizaron en el laboratorio divisional de espectrometria de masas en la Universidad
Autébnoma Metropolitana Unidad lztapalapa, la cual se realizé a partir colonias
aislada en medio MRS sometidas a un tratamiento previo al analisis de proteinas
mediante un comparativo de espectros, uno de referencia para la cepa en estudio y
el espectro de la cepa de Pediococcus pentosaceus 1101 obtenida en el andlisis.
Esta comparativa nos da diferencia en los picos de los iones de proteinas mas
abundantes en el espectro de masas, por lo que a través de las proteinas con mas
abundancia en la muestra y en la cepa de referencia podemos conocer el género y

especie de la cepa de estudio.

Dicha comparacion se realiza mediante la plataforma MBT Compass, la cual genera
valores utilizando los picos de los iones de proteinas presentes con una ecuacion
logaritmica, que van de 0 a 3, los cuales cuantifican la similitud de la muestra con la
base de datos en la plataforma MBT Compass, esta cuantificacion esta
acompafada de indices de consistencia, A, B y C, que nos un parametro en
identificacion de género y especie, para el indice A da identificacion de género y

especie, para el indice B nos da identificacion de género y C no cumple requisitos
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para identificar los picos de iones de proteinas de la muestra comparada con la base

de datos.

El valor de puntuacion que arroja el analisis esta referido a la comparacion que
realiza la plataforma MBT Compass con su base de datos, como se observa en la
tabla 6B las muestras por duplicado tiene una alta comparaciéon con género y
especie a Pediococcus pentosaceus, esto, visualizandose para la primera asi como
la segunda muestra respectivamente (D6 y D7) arrojando un indice de consistencia
A 'y con un valor por arriba de 2.20 , por lo que el organismo identificado tiene una
alta confianza, dicha confianza se reafirma en la tabla 6C en la cual se puede
apreciar un resultado comparado con la base de datos de NCBI el cual se refiere al

cbdigo taxondmico 1255 en la muestra por duplicado.

Tabla 6. Resultados para espectrometria de masas usando MALDI-TOF.

Gama de valores Descripcion Simbolos Color
A 2.00 - 3.00 (+++) verde
1.70 - 1.99 Identificacion de baja confianza ) amarillo
0.00 - 1.69 (-) rojo
Nombre ID de la Organismo (mejor Puntu Organismo (segundo mejor Puntu
de la muestra candidato) aelon candidato) acln
muestra Valor Valor
+ +D—)6( A) (sl:::ﬁr &) Pediococcus pentosaceus - Pediococcus pentosaceus -
B
Act2 Pediococcus pentosaceus Pediococcus pentosaceus
(+++) (A) (standard) - Sl e - 1y <
Puntua
Ran(?o Patrén concordante cion | Codigo NCBI
(Calidad)
Valor
C ( Hl_ +) Pediococcus pentosaceus DSM 20206 DSM - 1255
Pediococcus pentosaceus DSM 20206 DSM 1255

A) Significado de puntuacién- valores, color de identificacion y simbolos.

B) Resultado de comparacion de los picos de la muestra vs picos de base de
datos.

C) Identificacion con parametro de calidad, valor de puntuacién y cédigo de cepa
en NCBI
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Realizando la busqueda en la base de datos del codigo 1255 en el buscador
taxonomico, da como referencia a 4 cepas de Pediococcus pentosaceus como se
puede apreciar en la figura 8 por lo que se reafirma la identificacion por el gen 16S
ARNr, colocando como cepa identificada la de Pediococcus pentosaceus ATCC
25745, que quedd como una de las cepas de referencia para su uso posterior en el
analisis in sillico. Cabe mencionar que la técnica de espectrometria de masas se ha
reportado como una referente de identificacion apoyado de otras técnicas
convencionales como lo es el 16S ARNr (Foschi et al., 2017), y en su integracion se
tiene cerca de 97% de concordancia entre los resultados de las diferentes técnicas
complementarias como lo son el gen 16S ARNr y MALDI-TOF, por otro lado Jang y
Kim (2018), en su reporte sobre el uso de MALDI-TOF, mencionan que esta técnica
tiene caracteristicas robustas y faciles de usar, y que el desarrollo de técnicas
avanzadas de procesamiento y puntuacién de datos han permitido una identificaciéon
y caracterizacion rapida y exitosa de microorganismos, permitiendo a los

investigadores identificar de forma precisa y fiable los microrganismos objetivo.

iy PR e Taxonomy

- NCBI R N Browser

Lineage (full): cellular organisms; Bacteria; Terrabacteria group: Firmicutes: Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Pediococcus
o Pediococcus pentosaceus Click on organism name to get more information

= Pediococcus pentosaceus ATCC 25745
= Pediococcus pentosaceus CGMCC 7049
= Pediococcus pentosaceus IE-3

= Pediococcus pentosaceus SL4

Figura 8. Busqueda taxondmica de codigo obtenido por espectrometria de masas MALDI-TOF.

9.2 Actividad antimicrobiana en fracciones del medio de cultivo

La actividad especifica se evalu6é en diferentes fracciones del medio de cultivo,
debido a que Escobar (2019) reporta actividad antimicrobiana en células de
Pediococcus pentosaceus. De acuerdo los datos observados en la tabla 7 de
actividad antimicrobiana, la fraccion que obtuvo mayor actividad fue la de ECI
seguida de EC debido a la adicién el inhibidor de proteasas disminuyendo la
degradacion de los compuestos de origen proteico en esta fraccion (Woraprayote et

al, 2016), dicha actividad antimicrobiana se puede presentar debido a que
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posiblemente se tengan compuestos con actividad antimicrobiana de tipo
bacteriocina, ya que se han reportado la presencia de este tipo de compuestos en
los metabolitos extracelulares producidos por Pedioccocus pentosaceus como lo
mencionan Todorov y Dicks (2009), que encontraron la bacteriocina Pediocina PA-
1 en un producto fermentado la cual tuvo actividad antimicrobiana contra bacterias

acido lacticas.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de diferentes fracciones del medio de cultivo de Pediococcus

pentosaceus.
Fraccion de Actividad especifica Imagen
medlo de Cultlvo (mmhalo inhibicién*fd
mg prot )
Células de 336.4
Pediococcus
pentosaceus
(CPP)
Extracto crudo 661.4
(EC)
Extracto con 873.4
inhibidor de

proteasas (ECI)

Otro ejemplo de produccion de bacteriocinas en el género Pedioccocus spp. es el
reportado por Gutiérrez et al., (2018), en donde comprobaron la produccién de este
tipo de metabolitos al variar los nutrientes en el medio de cultivo, observando su

aumento en la actividad antimicrobiana, resultados similares los mencionan Jang et
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al., (2015) en el que observaron efecto contra Listeria monocytogenes y contra

algunas BAL como Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus sakei.

Cabe mencionar que la especie Pediococcus pentosaceus puede presentar baja
produccion de bacteriocinas ya que Diep et al., (2006) estudiaron la cepa
Pediococcus pentosaceus ATCC25745, encontrando que dicha cepa no presenta
dos genes para el transporte transmembranal y regulacion de su actividad, dichos
genes son necesarios para la produccién de bacteriocina ocasionando la baja

produccion de este compuesto en comparacion con otros géneros de Pediococcus
spp.

La fraccion de células de Pediococcus pentosaceus presentd menor actividad
antimicrobiana en comparacion con el extracto crudo, sin embargo, de acuerdo al
reporte presentado por Dicks & Endo (2014) menciona, que el género Pediococcus
spp. ha presentado proteinas transmembranales con actividad antimicrobiana de
PGH, este tipo de proteinas con actividad antimicrobiana tiene un amplio espectro
de inhibicién de crecimiento en microorganismos patdgenos en alimentos como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus (Escobar, 2019).
Adicionalmente, Garcia et al., (2011) identificaron una proteina con actividad litica
de PGH en el género Pedioccous spp., especificamente de N-acetilmuramidasa, la
cual tuvo un efecto inhibitorio de crecimiento contra Micrococcus lysodeikticus,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y Salmonella
typhimurium. Otros reportes mencionan actividad antimicrobiana contra
microorganismos alterantes en alimentos, por lo que el espectro de inhibicion de las

PGH es mas amplio en comparacion de las bacteriocinas.

Debido a lo anterior es de interés conocer los compuestos de origen proteico con
posible actividad de peptidoglucano hidrolasa que pudiesen estar en las diferentes
fracciones de la célula, por lo que se continla con el estudio de las células de la
cepa Pediococcus pentosaceus 1101 en sus diferentes fracciones, sumando que ya
existen varios reportes sobre los compuestos que pudiesen estar presente en la

fraccion del extracto crudo.
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9.3 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento se llevé a cabo midiendo la densidad Optica a 600 nm,
observando un crecimiento microbiano de la fase de adaptacion, exponencial y
estacionaria desde la hora 3 hasta la hora 18 (Grafica 1), dato comparable con lo
gue reporta Escobar (2019) en donde se tiene un alza den la densidad 6ptica (D.O)
al término de la fase exponencial, en la que se alcanza una D.O. maxima de 1.503,
una tasa de crecimiento de 0.42h! y un tiempo de duplicacién de 1.65h,datos
obtenidos al realizar un ajuste de los datos usando el modelo sigmoide en el

programa Statistica V12.

Al mismo tiempo de la cinética se verificd la actividad antimicrobiana en cada
medicion de absorbancia obteniendo el concentrado de células como lo menciona
el apartado 8.2.1 resuspendidas en BFS, dicha actividad se llev6 a cabo por difusién

en agar midiendo lo halos de inhibicion.

El grafico 2 muestra la variaciébn que se presenté a lo largo de la cinética de
crecimiento con respecto a la actividad antimicrobiana medida en mm de halos de
inhibicion, se observa un maximo de inhibicidn a la hora 10, punto que coincide con
los reportes de Gutiérrez et al., (2018) donde menciona una mayor actividad
antimicrobiana al finalizar la fase exponencial. El maximo de inhibicién presentd un
halo de 0.75 mm de inhibicion de acuerdo con la tabla 22, por lo que se tomara

como referencia este punto para obtener la CMI de esta bacteria acido lactica.
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Grafica 1. Cinética de crecimiento por triplicado Pediococcus pentosaceus 1101.
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Gréfica 2.Actividad inhibitoria por triplicado de las células de Pediococcus pentosaceus contra
Listeria Innocua.

Se observa gue el crecimiento de Pedioccosus pentosaceus presenta cambios en

la actividad antimicrobiana medida en halos de inhibicion en la fraccion de las
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células resuspendidas en BFS, confirmado por el analisis de varianza mostrando
diferencia significativa (a=0.05) (ver anexo 2, tabla 20), se nota un aumento de la
actividad antimicrobiana hasta la hora 10, la cual es diferente de acuerdo con el
analisis entre grupos (anexo 2, tabla 21), teniendo menor actividad de la horal a5
y posterior a la hora 12, por lo que la produccion de metabolitos con actividad
antimicrobiana se encuentra en la terminacion de la fase exponencial (Bugg &
Walsh, 1992., Anastasiadou et al., 2008).

9.4 Concentracion minima inhibitoria

De acuerdo con los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana de la
cinética de crecimiento, se considero la hora 10 para determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI), la cual es el punto donde se tiene un pico maximo de
inhibicion, aunado a que es la hora que presenta mas diferencias con respecto a las
demas horas, por lo que se toma como referencia para obtener la CMI del
compuesto antimicrobianos en las células resuspendidas en BFS.

Del concentrado de células resuspendidas en BFS, se realizan tres diluciones
consecutivas, la cepa objetivo utilizada para esta determinacién de la actividad
antimicrobiana fue Listeria innocua inoculada en medio CGB utilizando la técnica de
difusidén en agar. Los valores de las concentraciones de proteina, asi como los mm

de halos de inhibicidn se observa en el anexo 3 tabla 24.

Los calculos se realizaron utilizando las concentraciones de proteina presente, asi
como los halos de inhibicion menores a 1.5 mm en cada dilucion, la concentracion
minima inhibitoria (CMI) se define como en la que el microorganismo ya no es capaz
de crecer en el medio de cultivo, la dilucién que presento esta caracteristica fue de
1:20, por lo que estos valores se retomaron para la obtencion de la CMI de la cepa

1101 contra Listeria innocua que se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. CMI en el concentrado celular resusupendido en BFS a la hora méaxima de actividad
antimicrobiana.

CMmI Actividad especifica.
mg proteina mm halo inhibiciéon
ml mg prot

0.7186 9.1

10 Evaluacién de la actividad antimicrobiana en las fracciones de la
célula de Pediococcus pentosaceus 1101.

10.1 Compuestos adheridos a la pared celular

La técnica de adsorcion y desorcion dependiente de pH se realizé a las células
suspendidas en BFS con la finalidad de evaluar la actividad antimicrobiana por
efecto de las bacteriocinas. Se ha reportado la presencia de estos compuestos en
el término de la fase exponencial presentando adherencia a la pared celular (Shin
et al., 2008; Dimov et al., 2010), un ejemplo de ello es como lo reporta Gutiérrez et
al. (2018), aislaron e identificaron 4 cepas de Pediococcus pentosaceus (63,145,146
y 147) de un producto fermentado, de las cuales presentan sensibilidad a enzimas
proteoliticas y estabilidad al tratamiento con lipasa, catalasa y a-amilasa. Los
autores realizaron cinética de crecimiento mostrando una produccién de
bacteriocina a 37 °C durante el final de la fase de crecimiento exponencial (25,600
AU / mL) y la produccién fue estable durante 24 h de incubacion. Por lo antes
mencionado, se evalu6 a la hora 10 de crecimiento derivado de la cinética de
crecimiento antes descrita para ver los efectos de compuestos de este tipo con la

técnica de adsorcion y desorcion.

En la tabla 9 se muestran los valores obtenidos del efecto antimicrobiano del
concentrado obtenido de la técnica de adsorcion y desorcidn aplicado en la técnica
de difusion en agar, en la que se muestra nula actividad por parte de los compuestos
ionicos adheridos a la pared celular, sucediendo todo lo contrario reportado por
Dimov et al (2010) que menciona la produccion de compuestos antimicrobianos al

término de la fase exponencial, sin embargo, estudios indican la presencia de
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compuesto de tipo PGH’s presente en la parte transmembranal o intracelular que
inician su actividad en la fase exponencial tardia y estacionaria ocasionando lisis de

membrana liberando estos compuestos (Vermassen, et al., 2019).

Tabla 9. Resultados de la técnica de absorcion y desorcién de los compuestos en la pared celular.

600 ml de Medio MRS, Concentraciéon de mm de halo de
37°C, 10 hrs proteina en pozo inhibicién
(Triplicado). (mg/ml)

Volumen de concentrado 0.42 Sin halo

final 1.5 ml

10.2 Ruptura Celular

La ruptura celular se verificd cualitativamente mediante un sembrado en placa en
medio MRS colocando 100uL de la fraccion de restos celulares a una diluciéon 103

en solucion amortiguadora de fosfatos.

La figura 9a muestra las células viables antes de la ruptura celular en el que se
obtuvieron colonias incontables en el medio de cultivo, mientras que el concentrado
de la ruptura celular (Figura 9b) mostré una disminucién de colonias en comparacion
a la figura 92, obteniendo un conteo de 1.9x10°% UFC/mI, corroborando de esta
manera que los 25 ciclos al que se someten las células de Pedicoccus pentosaceus
en el disruptor mecanico reduce el nimero de células viables en el concentrado

celular.
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Figura 9. Siembra en placa de la lisis celular de la cepa Pediococcus pentosaceus 1101.
a.-Concentrado de células sin ruptura celular
b.-Concentrado de celulas con ruptura celular.

Tabla 10. Actividad antimicrobiana en fraccién de restos celulares.

Difusién en agar Sensibilidad en discos
Fraccién de Actividad Imagen Actividad Imagen
ruptura especifica especifica
celular (mm halo de (mm halo de
inhibicion/mg inhibicion/mg
proteina) proteina)
Fraccion 456.9 1522.8
Restos
celulares
(FRC)
Fraccion 120.5 451.80
soluble
intracelular
(FSI)

Posterior a la ruptura celular, se verifica la actividad antimicrobiana en la fraccion de

restos celulares y fraccion soluble del citosol por la técnica en difusién en agar y
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sensibilidad por discos. En la fraccion de restos celulares presenta mayor actividad
antimicrobiana por ambas técnicas, sin embargo, adn se tenia células viables que
pudieran estar participando en el descenso del pH del medio de cultivo aumentando
la actividad antimicrobiana de las posibles proteinas presentes en los restos
celulares, ya que como se ha mencionado con anterioridad, de acuerdo con los
reportes de Dicks & Endo, (2014), se pueden tener proteinas transmembranales del
tipo de las PGH.

Respecto a la fraccion soluble intracelular se obtuvo menor actividad antimicrobiana
la cual puede estar provocada por proteinas intracelulares, reportes han
mencionado dicha actividad inhibiendo el crecimiento celular de Micrococcus
lysodeikticus, Bacillus cereus y Pediococcus acidilactici (Gandhi et al.,2020), estas
proteinas intracelulares son participes en la lisis celular ligadas al crecimiento
bacteriano (Zamora., 2017, Vermassen et al., 2019) que han sido detectadas y
caracterizadas en bacterias como Bacillus subtilis, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus sakei y Staphylococcus aureus, esta Ultima la mas

estudiada y referenciada a este tipo de enzimas (Trotonda et al., 2009).

Algunos autores han mencionado la presencia de enzimas del tipo autoliticas en la
especie de Pediococcus spp. como Mora et al, (2003) donde muestra una
correlacion de sensibilidad a la pared celular con mutanolisina y enzimas autoliticas
de Pediococcus pentosaceus y Pediococcus acidilicatici, asi mismo Garcia et al.,
(2019) menciona que proteinas intracelulares de algunas bacterias acido lacticas
como L. casei, L. plantarum, L. paracasei y P. acidilactici muestran actividad de
peptidoglucano hidrolasas por lo que existe evidencia que las enzimas participante
en la autolisis pueden tener un efecto con actividad antimicrobiana, cabe mencionar
gue Pediococcus pentosaceus y Pediococcus acidilicatici estan estrechamente
relacionadas genéticamente (Hammes & Hertel, 2006; Singla et al., 2018), por lo
gue se podria encontrar actividad antimicrobiana por enzimas autoliticas en la
fraccion intracelular de la cepa de Pediococcus pentosaceus 1101 derivado de los

resultados anteriores en la técnica de difusion en agar y sensibilidad por discos.
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11 Perfil de proteinas por SDS-Tris-tricinay Zimograma

11.1 Condicién 6ptima de crecimiento

De los resultados de la actividad antimicrobiana en las pruebas de difusion en agar
y sensibilidad en discos, se llevd a cabo una concentracién de proteinas por el
método descrito por Carrasco et al., (2016) a la fraccién soluble del citosol, esto
para asegurar la actividad por parte de estas proteinas intracelulares presentes en
esta fraccion, posterior a la concentracion de proteinas, la suspensién proteica se
sometioé a un electroforesis en gel de agarosa para observar el perfil proteico, asi
mismo se prob6 su actividad antimicrobiana mediante zimograma utilizando

Micrococcus lysodeikticus como célula objetivo como lo describe Hardt et al,. (2003).

T

-
Ly

- 11

Figura 10. Perfil proteico y zimograma, a temperatura de incubacion de 37°C.
A) Carril 2.- Perfil proteico del concentrado de proteinas proveniente de la fraccion soluble del
citosol,
B) Carril 2.- Bandas de zimograma con actividad antimicrobiana del concentrado de proteinas
provenientes de la fraccién soluble del citosol.
Carril 1 de figura A y B Marcador de peso molecular de 10 a 250 kDa.
Las bandas con actividad antimicrobiana se resaltan en cuadro amarillo.

61



En la Figura 10A, correspondiente al perfil proteico podemos observar bandas que
van desde los 10 kDa hasta los 250 kDa, sin embargo, no todas las proteinas
presentes en ese perfil proteico presentan actividad antimicrobiana, eso lo podemos
visualizar en la imagen 10B, en la cual se observan bandas con un peso cercano a
los 25 kDa y otras mas por arriba de los 50 kDa hasta los 100 kDa
aproximadamente. Con este perfil de actividad antimicrobiana obtenida por
zimograma se deduce la presencia de proteinas intracelulares participantes con
dicha caracteristica, por otro lado, recordemos que se han encontrado enzimas con
actividad autolitica, que también presentan actividad antimicrobiana contra la cepa
L. monocytogenes MACal (Mora et al., 2003), el mismo autor reporta actividad
contra microorganismos que conviven con Pediococcus pentosaceus en diferentes
procesos de fermentacion, inhibiendo a microorganismos que pueden causar
alteraciones en el sabor y olor caracteristico de dichos procesos fermentativos
(Taylor, 2015).

Autores han reportado presencia de proteinas intracelulares con efecto
antimicrobiano al realizar modificaciones al medio de cultivo, variando los
porcentajes de las fuentes de nitrogeno y carbono ocasionando un tipo de estrés al
microorganismo, lo que conlleva a una mayor produccion de este tipo de proteinas
con actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos y alterantes en
alimentos (De Azevedo et al., 2018, Hurtado., 2019, Leisner et al., 2007) por lo que
se sometera a diferentes condiciones de crecimiento a la cepa de Pediococcus
pentosaceus 1101 para observar si existen diferencias en cuanto la actividad
antimicrobiana visualizada en un zimograma utilizando como sustrato a

Micrococcus lysodeiticus.

11.2 Variacién en la condicidn de crecimiento

De acuerdo con los resultados mostrados en el apartado 10.1, se sometio a la cepa
Pediococcus pentosaceus 1101 a diferentes condiciones de crecimiento
mencionadas en la tabla 4, exponiendo a la cepa a condiciones de estrés para
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observar la expresion que pudiesen tener las proteinas intracelulares y su impacto
en la actividad antimicrobiana.

A partir de las diferentes condiciones a la que se someti6 a la cepa de Pediococcus
pentosaceus 1101, se realizo la extraccion de proteinas intracelulares como se
menciona en el numeral 8.2.3., para posteriormente realizar un perfil de proteinas a
la fraccion llamada proteinas solubles del citosol mediante SDS-tris-tricina, de los

cuales se observan en la figura 11.

Figura 11. Perfil proteico de la fraccion precipitacion de proteinas obtenidas de diferentes
condiciones de crecimiento.
Carril 1- Marcador de peso molecular 10 a 250kDa, Carril 2.- 30°C, Carril 3.-44°C, Carril 4.-
1%Extracto de levadura, Carril 5.- pH 5, Carril 6.- pH 6, Carril 7.- Condicién optima de crecimiento.

En los carriles 2 al 6 de la figura 11 se presentan la fraccién de proteinas solubles
del citosol en las diferentes condiciones de crecimiento a la que se someti6 la cepa
Pediococcus pentosaceus 1101, mientras que el carril 7 (figura 11) se observan la
fraccion soluble intracelular a la condicion optima de crecimiento (37°C, pH 7, medio
MRS). En el carril 7 se ve un bandeo mas abundante e intenso en comparaciéon a
los demas carriles, esto puede ser por la modificacion de las condiciones de
crecimiento como se ha reportado que algunas proteinas se expresan o dejan de

expresarse cuando el microorganismo entra en estrés Respecto a la condicion de
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temperatura de 44°C se observa mayor bandeo seguida por la adicion de extracto
de levadura al 1%, esto se relaciona con los reportes de Shin et al., (2007), De
Azevedo et al., (2018), los cuales mencionan que la expresion de proteinas varia de
acuerdo con las condiciones de temperatura, pH y exposicién a fuentes de nitrégeno

como lo es el extracto de levadura en el género Pediococcus spp.

11.2.1 Zimograma
El precipitado de proteinas de cada condicién de crecimiento se colocé en un gel
SDS-Tris-tricina la cual se emplea para separar las proteinas de peso molecular por
debajo de los 80 kDa, montado con la técnica de electroforesis, esto para poder
separar las proteinas que se visualizaron en el apartado 11.1, en el que se observan
diferentes bandas entre los 10 kDa hasta los 150 kDa en condiciones 6ptimas de
crecimiento, esto con la finalidad de visualizar de mejor manera el impacto que tiene

sobre las bandas las diferentes condiciones de crecimiento.

En la figura 12 se observa la actividad antimicrobiana del concentrado de proteinas
proveniente de la lisis celular a diferentes condiciones. La primera banda que se
observa en orden de menor a mayor peso molecular es una de 15 kDa en todas las
condiciones de crecimiento, posterior se tiene dos bandas cercanas la marca de los
37 kDa seguidas de dos bandas mas, una a los 50 kDa y otra a los 75 kDa en
condicion de 44°C, estas dos ultimas bandas también se visualizan en la condicién
de 1% de extracto de levadura. En la condicion optima de crecimiento se tienen
diferentes bandas que van de los 15 kDa hasta los 100 kDa siendo amplias
ocasionando que no se puedan distinguir una de otra como sucedid en las
condiciones de 44°C y 1% de extracto de levadura. Con respecto a las condiciones
de pH no se observa banda alguna con actividad antimicrobiana, por lo que el
descenso de pH no favorece la produccion de este tipo de proteinas con actividad
antimicrobiana. Todos los pesos antes mencionados se observan de manera visual,

por lo que mas adelante se calcula el peso aparente de cada una de ellas.
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Figura 12. Zimograma de la fraccién precipitacién de proteinas obtenidas a diferentes condiciones
de crecimiento.
Carril 1- Marcador de 10 a 250kDa, Carril 2.- 30°C, Carril 3.-44°C, Carril 4.- 1%EXxtracto de
levadura, Carril 5.- pH 5, Carril 6.- pH 6, Carril 7. 37°C.
Las bandas visualizadas en zimograma estan marcadas con circulos azules en las condiciones de
crecimiento.

Cabe mencionar que este perfil en zimograma del carril nimero 3 y 4 es muy similar
a lo reportado por Mora et al. (2003), donde muestra bandas que van desde los 40
kDa hasta los 116 kDa las cuales tienen actividad antimicrobiana visualizada en un
zimograma usando a Micrococcus lysodeikticus como sustrato, esta actividad se
observo después de una renaturalizacion de 13hrs, mostrando las bandas antes
mencionadas, sin embargo, este trabajo también demuestra una correlaciéon que
tienen las enzimas intracelulares con la actividad de mutanolisina, proteina que tiene
caracteristicas de una peptidoglucano hidrolasa, por lo que de acuerdo a los
resultados anteriores de la actividad de la cepa Pediococcus pentosaceus 1101, se
tiene la posibilidad de que las enzimas intracelulares puedan tener doble funcién, la

primera de ellas es la de participar en la lisis celular dentro del ciclo de la bacteria
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en los procesos fermentativos, y la segunda como inhibidores de microorganismos

tanto patbgenos como alterantes en alimentos.

Estas actividades antimicrobianas se han demostrado en varios estudios, uno de
ellos y tomado como primera referencia es lo que reporta Escobar (2022) en su
andlisis de actividad antimicrobiana de proteinas intracelulares de la cepa de
Pediococcus pentosaceus 1101 en el que menciona bandas de actividad
antimicrobiana con un peso de los 10 a 250 kDa, perfil de actividad que se vio
afectado por condiciones de pH 2, 3y 0.5 % de sales biliares adicionadas al medio
(condiciones gastrointestinales) en los que las bandas disminuyen su intensidad
excepto una con un peso de 29 kDa mencionando que la actividad fue identificada
por analisis protedmico como N-acetilmuramoil-L-alalina- amidas, estas enzimas
liticas son miembros del sistema bacteriano y llevan un péptido sefial en su N-

terminal que permite su transporte a través de la membrana citoplasmética.

Continuando con el reporte Mora et al. (2003) demuestra actividad antimicrobiana
contra células de Lactobacillus Helveticus y Lactobacillus delbruecki subsp.
Bulgaricus observandose bandas que van de los 30 a los 110 kDa, asi mismo
usaron células de Listeria monocytogenes, las cuales obtuvieron bandas liticas
adicionales a las anteriores con un peso molecular aproximado de 25 a 35 kDa,
todas estas bandas muy similar a las obtenidas en este trabajo; dicha actividad la
explican suponiendo que las enzimas liticas responsables pueden ser de dos tipos,
la primera de ella del tipo peptidasas y una segunda con actividad N-acetil-
muramidasas; cerrando su trabajo mencionan que las autolisinas con actividad de
peptidoglucano hidrolasas pueden tener un efecto potencial en la comunidad
bacteriana mixta, en procesos de bioconservacion en diferentes productos

derivados de la carne, lacteos y vegetales.

Esta misma informacién lo corrobora Gandhi et al., (2020), en el que caracterizaron
proteinas intracelulares del género Pediococcus spp., mostrando actividad
antimicrobiana usando zimograma con el mismo sustrato usado en este trabajo,
arrojando un espectro de inhibicion cerca de los 11, 15, 23y 35 kDa, las dos ultimas
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con mayor actividad litica; en este mismo trabajo se llevé a cabo una prueba de
autolisis con el concentrado de proteinas usado en el zimograma, obteniendo una

autolisis del 30% para P. acidilactici.

Recordemos que P. acidilactici y P. pentosaceus tienen una estrecha relacion
filogenética, Poonam y col., (2019) realizaron una caracterizacion secuencial del
genoma de Pediococcus acidlilactici y la comparé con diferentes bacterias acido
lacticas, obteniendo una similitud con la proteina ribosomal con diferentes cepas de
P. acidiliactici y P. pentosaceus, esta Ultima en especifico de la cepa ATCC 25745,
la cual tiene relacion de acuerdo con la identificacion por 16S ARNr y espectrometria

usadas en este trabajo para la cepa en estudio.

11.2.2 Efecto de la actividad antimicrobiana
Se observd el efecto inhibitorio de las proteinas obtenidas por precipitacion
utilizando Listeria innocua como célula objetivo a una densidad optica de 600 nm,
obteniendo lecturas durante 20 h como lo describe el apartado 8.3. Los resultados
obtenidos indican un efecto bacteriostatico, como lo menciona Paredes & Roca
(2004) este efecto se define cuando un agente antimicrobiano inhibe el crecimiento
bacteriano, manteniendo al microorganismo viable, de forma que, cuando se
suspende el agente antimicrobiano puede volver a multiplicarse manteniéndola en

la fase estacionaria (Pankey & Sabath, 2004).

El efecto bacteriostatico de las proteinas intracelulares de Pediococcus
pentosaceus 1101 se puede observar en la grafica 3. en la cual hay una disminucién
de la densidad éptica con respecto al control positivo (C+) y manteniendo a Listeria
innocua en su fase estacionaria en D2, D3 Y D4, este grafico se obtuvo a partir de
las lecturas en los diferentes tiempos con un ajuste sigmoide, obteniendo la
densidad Optica maxima alcanzada en cada una de las diluciones probadas (ver
tabla 11).
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Gréfica 3. Efecto bacteriostatico de proteinas intracelulares.

Tabla 11. Diluciones para observar el efecto de las proteinas intracelulares.

Proteina (ug/ml) Densidad 6ptica % disminucion

maxima (600nm) delaD.O
Control negativo 0.850 0%
(C)
Dilucién 1 (D1) 10.65
Dilucion 2 (D2) 1.065 0.515 40
Dilucion 3 (D3) 0.1065 0.537 37
Dilucion 4 (D4) 0.01065 0.639 25

La densidad 6ptica maxima alcanzada de Listeria innocua fue de 0.850, la cual fue
disminuyendo al ser incubada con diferentes concentraciones de proteinas, la
dilucién D2 alcanz6 una disminucion del 40% con respecto al control negativo, cabe
mencionar que este fue una primera aproximacion para conocer la concentracion
minima inhibitoria 50 (CMI50), por lo que valores de concentracion de proteina
cercanos en la D2 nos da un indicativo de poder obtener dicha concentracion, por
definicion la CMI50 es la concentracion necesaria para disminuir una poblacion
bacteriana en un 50% después de 24 horas de incubacion (Horna et al., 2005). Es

de interés identificar las concentraciones antes mencionadas ya que no se tiene
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reporte de este tipo de proteinas con actividad antimicrobiana de efecto

bacteriostatico por bacterias acido lacticas.

12 Analisis Bioinformatico

12.1 Determinacion del peso molecular aparente

A las bandas observadas y mencionadas en el numeral 11.2.1 correspondientes a
las proteinas intracelulares de la condicién de crecimiento de 44°C (Figura 12, carril
3) se midi6 su avance de migracién en centimetros, o movilidad relativa de acuerdo
con Neville (1971), las cuales tuvieron actividad antimicrobiana contra Micrococcus
lisodeyticus para la determinacion de su peso molecular aparente con una curva de

calibracion.

La curva se realiz6 con los datos obtenidos del recorrido del marcador pretefiido y
el peso de cada uno (cm, log(kDa)), para posteriormente obtener la ecuacion del
ajuste lineal e interpolar los pesos moleculares de las bandas problema (Grafica 4).

Los pesos aparentes de las bandas problema se interpolaron con la ecuacion de
ajuste lineal, las cuales se muestran en la tabla 12 junto con la movilidad relativa
(Rf) en el gel y el codigo que se colocd a cada banda problema provenientes del

Zimograma (Figura 12, carril 4).

Curva estandar (marcador Kda)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Movilidad relativa Rf
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Gréfica 4. Ajuste lineal para interpolacion de las bandas problema.

Tabla 12. Interpolacion de bandas problema mostrando los centimetros recorridos y sus pesos
aparentes.

Interpolacion

Bandas Rf Peso aparente kDa
problema Movilidad relativa
(cm) (cm)
a 1.25 103.42
b 2.15 70.89
c 2.85 52.84
d 3.35 42.83
e 6 14.08

12.2 Busqueda de proteinas

Se seleccionaron las cepas de Pediococcus pentosaceus de acuerdo con la
identificacidn previa, tomando como referencia el genoma completo de la cepa 1101
el cual fue secuenciado en el trabajo doctoral de Escobar (2022) en el laboratorio
W207 de la UAM-I con ndmero de acceso a GeneBank JAOANDO000000000,
ademas se seleccionaron cepas dentro del banco de NCBI las cuales tienen
similitud con la secuencia de la cepa 1101; cepa ATCC25745, SL001, y GDIASO001.
En estas cepas de genoma completo se hizo la busqueda utilizando las palabras
claves referentes a peptidoglucano hidrolasas (Peptidoglucano, N-
acetilmuramidasa, N-acetylglucosaminidasa, Endopeptidasa, Carboxypeptidasa) ya
gue como lo menciona Mora et al., (2003) este tipo de proteinas son responsables
de actividad autolitica como actividad antimicrobiana con enzimas de tipo

peptidasas, de los cuales se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 13. Cepas con genomas cerrados buscados en la base de datos de NCBI.

CEPA NOMBRE DE LA PROTEINA ID GEN BANK PESO  MOLECULAR
EN BASE DE DATOS
KDA
. . 68.30
UAM 1101 Oligoendopeptidasa WP_11515504
8.1
. . . 40.54
Proteina de la familia de las Peptidasas S66 ~ WP_11515511
6.1
. . 15.89
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrE WP_06074332
9.1
Peptidoglucano especifico de division celular  ABJ68209.1 44.44
Peptidoglucano-N-acetilmuramato O- ABJ68761.1 73.17
acetiltransfersa
Peptidasa procesadora de bacteriocinas ABJ67196.1 81.54
Lizozima M1(1,4-beta-N-acetilmuramidasa) ABJ67868.1 48.19
Lizozima M1(1,4-beta-N-acetiimuramidasa) ABJ68041.1 42.58
ATCC25745 Nuetral endopeptidasa ABJ67399.1 71.98
Amidasa/carboxipeptidasa metal-dependente  ABJ67241.1 42.09
D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa ABJ68736.1 45.93
Proteina que contiene dominio de union a QDZ70213.1 48.24
peptidoglucano LysM
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrrE QGZ70104.1 15.22
N-acetilmuramidasa QDz69788.1 80.31
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrE ~ QDZ69434.1 15.17
SLOO1 Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrfE~ QDZ69542.1 16.71
Oligoendopeptidasa F QDZz70437.1 68.38
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrE  QDZ71034.1 46.64
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrE ~ QDZ71037.1 15.74
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LD-carboxipeptidasa QDZz70263.1 40.47

D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa QDz70363.1 46.00
1,4-beta-N-acetilmuramidasa QGZ70045.1 48.81
1,4-beta-N-acetilmuramidasa QGZ70144.1 46.69

Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrfE QGZ69994.1 15.49
Metal-endopeptidase de la familia ImmA/IrfE QGZ70104.1 15.22

GDIAS001 Peptidoglucano DD-metaloendopeptidasa QGZ70137.1 109.58

Oligoendopeptidasa F QGZz70770.1 68.30

De las proteinas encontradas en los genomas, se calcul6 el peso molecular proteico
en kDa con la herramienta Protein Molecular Weight de la plataforma Secuence
Manipulation Suite (SMS) que se muestran en la tabla 14. Posteriormente, se
descartaron las proteinas que no coincidieron con el peso aparente que se
calcularon de las proteinas provenientes del zimograma (Figura 12) con la finalidad
de obtener las proteinas que se acercan al peso aparente para utilizar la plataforma

psortb 3.0 y predecir su localizacion celular (Yu et al., 2011).

Tabla 14. Relacién de pesos aparentes de las bandas problemas y peso proteico de las proteinas
seleccionadas de la busqueda en base de datos de NCBI.

Banda CEPA ID Nombre Peso Ubicacion celular

problema Aminoacidos molecular (Psortb 3.0)

/Peso proteico

aparente (kDa)

a/103.42kDa GDIASO QGZ70137.1 Peptidoglucano  109.58 Citoplasma/pared

01 DD- celular/extracelular

metaloendopepti
dasa

b/ UAMI WP_115155  Oligoendopeptid = 68.30 Citoplasma

70.89 kDa 1101 048.1 asaF
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c/ ATC257 ABJ67868.1 @ Lysozyme 48.19 Pared

52 84 kDa 45 M1(1,4-beta-N- celular/Extracelula
acetylmuramida r
se)
d/ UAMI WP_115155 @ Lizozima 40.54 Citoplasma
42.83 1101 116.1 M1(1,4-beta-N-
acetilmuramidas
a)
e/ UAMI WP_060743  Metalo- 15.89 Citoplasma
14.08 1101 629.1 endopeptidasa
de la familia
ImmA/IrrE

En la tabla 14 se presentan los pesos moleculares, tanto de los obtenidos a partir
de las bandas del zimograma como los datos buscados en la base de datos de
NCBI, los cuales son correspondientes a peptidoglucano hidrolasas, ya que como
lo menciona Zolls et al., (2010) las autolisinas son enzimas que participan en
mecanismos de division celular, peptidoglucano hidrolasas, que pueden jugar dos
papeles importantes, participacion en la lisis celular y como antimicrobianos, los
cuales también pueden inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables y

mejoran las propiedades organolépticas del producto final (Garcia et al., 2015).

Las autolisinas antes mencionadas estan presentes en el género Pediococcus como
lo han reportado de Mora et al. (2003), donde muestran autolisis en dos especies,
Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus, las cuales presentan un rango
del 65-95%, ademas demuestran actividad semejante a la mutalonisina (N-
acetiimuramidasa), ambas actividades demuestran una correlacion entre la

sensibilidad de la pared celular a la mutanolisina y la actividad autolitica.

Es por ello el interés que se tiene en este tipo de proteinas con doble actividad litica,

ya que puede inhibir microorganismos patdgenos como pueden ser Listeria

monocytogenes (Mora et al.,2003) y Listeria innocua. Por otro lado, Garcia et al.,
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(2019) menciona que el género Pediococcus puede presentar N-Acetilmuramidasa,
N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa o actividades de N-acetilglucosaminidasa

contra un amplio espectro de bacterias patégenas encontradas en los alimentos.

Por todo lo antes mencionado en la tabla 14 se presentan las proteinas buscadas
en los genomas completos de Pediococcus pentosaceus en las plataforma de NCBI,
las cuales tienen actividades de PGH’s como lo es la N-acetil muramidasa, similar
a la que reporta Mora et al, (2003) con una actividad cercana a los 116 kDa y un
espectro de inhibicion por bandas secundarias desde los 30 a los 100 kDa contra
Listeria. monocytogenes y Micrococcus lysodeikticus tanto para Pediococcus
acidilactici y Pediococcus pentosaceus, estos mismos rangos de actividad reportan
Gandhi et al. (2020) con bandas de pesos aproximados de 11 kDa (menor actividad
litica), 15, 23 y 35 kDa (mayor actividad litica) contra Micrococcus lysodecikticus
para una cepa de Pediococcus acidilactici. Cabe mencionar que se ha demostrado
la cercania filogenética entre estas dos especies (P. acidilactici y P. pentocaseus)
como lo reporta Poonam et al. (2019) en un estudio de secuenciacion de nueva

generacion donde presentan similitud de la proteina ribosomal.

12.3 Disefio de primers

De las secuencias obtenidas de acuerdo con los pesos proteicos de las bandas
presentadas en el zimograma se realiza el disefio de primers utilizando la plataforma
de IDT inc., como lo menciona Chuang et al., (2013) en el disefio del cebador,
muchas condiciones limitantes deben considerarse simultaneamente, como

consideraciones tipicas que se muestran en la siguiente tabla (15).

Tabla 15. Criterios para el disefio de primers.

%CG Temperatura No. Pares de
de bases

alineamiento

40-60 55-65 18-23
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Los primers obtenidos a partir de las secuencias seleccionadas después de realizar

un multialineamiento con cepas de Pediococcus pentosaceus para cada una de las

proteinas que tuvieron semejanza a las bandas presentes en el zimograma son los

gue se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Primers disefiados para cada uno de las proteinas con actividad de peptidoglucano

Peso
molecul
ar
proteico
(kDa)

109.58

68.30

48.19

40.54

15.89

CEPA/

ID
Aminoacid
0s
GDIAS001

QGZ70137
1

UAMI 1101

WP_11515
5048.1

ATC25745

ABJ67868.
1

UAMI 1101

WP_11515
5116.1

UAMI 1101

WP_06074
3629.1

Nombre

Peptidoglucano
DD-
metaloendopept

idasa

Oligoendopepti
dasa F

Lizozima
M1(1,4-beta-N-
acetilmuramida

sa)

Proteina de la
familia de las

peptidasas S66

Metalo-
endopeptidasa
de la familia

ImmA/IrrE

hidrolasa.
BLAST

CEPA/

ID nucleotidos

ATCC 25745

CP000422.1

SS1-3

CP023008.1

GDIAS001

CP046938.1

SS1-3

CP023008.1

SS1-3

CP023008.1
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Primers

Forwrad /

Reverse

GGTGAGTGGTACTGG
TATCT/

AATTGGGCTGGGTCTT
TG

GATATGCGGCTCGGG
TTAAT/
CTTCAGCAGGAGTAAG
GGTATG

AGTTGCTAGTGCGCTT
AAT /

CAGCAATGATAGCGTC
TGT

GCACTAGTACGCGGT
GATAAA /
CGCCTGAACTGCCCTA
ATAA

CTGCTGATCCGTTTGT
CATTG /
GTCTGATTCGTGCTCT
AGCTTA

Tamafio
de
amplicon
(pb)

215

243

200

315

257



Los primers obtenidos se prueban en la plataforma SMS con las herramientas PCR
products y PCR map, en el cual dan como resultado la amplificacion de los
amplicones esperados para cada una de las secuencias y la ubicacion de
posicionamiento de inicio y final de cada cebador respectivamente, por lo que se
debe de dar primero la amplificacion para que se pueda observar el posicionamiento
posteriormente. Se tomd en cuenta un total de 33 cepas de genoma completo en la
plataforma de NCBI de Pediococcus pentosaceus para este ejercicio, de las cuales

se informa los cédigos de acceso, asi como el nombre en el anexo 4, tabla 25.

Los productos obtenidos in sillico en las diferentes cepas muestran una
amplificacion con el nimero de pares de bases esperados para cada uno de los
cebadores disefiados (tabla 16), de acuerdo al peso molecular se mencionan de
mayor a menor con su numero de amplificaciones obtenidas; proteina
Peptidoglucano DD-metaloendopeptidasa 109.5 kDa 2 amplificaciones,
Oligoendopeptidasa 68.30 kDa 13 amplificaciones, Lizozima M1 (1,4 N-
acetiimuramidasa) 48.1 kDa 2 amplificaciones, Proteina de la familia de las
peptidasas S66 40.51 kDa 17 amplificaciones, por ultimo, la Metalo-endopeptidasa
de las familia Imma/IrrE 15.89 kDa 4 amplificaciones del total de cepas de genoma

completo de NCBI que se probaron.

Las amplicones obtenidos de la proteina identificada para la banda B (Neutral
endopeptidasa) se les realizé un alineamiento para observar las regiones consenso
en ellas, por lo que se puede visualizar en la figura 13 que dichos amplicones se
alinean posicionandose en forward- reverse (9 amplicones) y reverse- forward (10
amplicones), estos ultimos siendo los reversos complementarios del gen que

codifica a dicha proteina.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
CGTTCAGGTGCCARRGAACCTAATACGCCAGART TAARRGARTTTATCARGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCAARARACGGGACGARGATGGAGTAARACCA

ATCC
GDIASOOL CGTTCAGGTGCCAAAGARCCTAATACGCCAGAART TARARGARTTTATCAAGT TTTATGAAATTGCAGCTGATTTCAARRRACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
KCCH CGTTCAGGTGCCAARGARCCTAATACGCCAGART TAARRGARTTTATCARGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCARRRAACGGGACGAAGATGGAGTARARCCA
SRCH102736 (FORHARD CGTTCAGGTGCCAARGAACCTARTACGCCAGAAT TAAARGARTTTATCAAGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCAARARACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
‘DAARGDS_873(FORHARD CGTTCAGGTGCCARAGARCC TARTACGCCAGART TARARGARTTTATCAAGT TTTATGAARTTGCAGCTGATTTCAARARACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
SRCH102740(FORHARD CGTTCAGGTGCCAARGARCCTAATACGCCAGAART TARARGARTTTATCAAGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCAARRAACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
SL4(FORHARD CGTTCAGGTGCCAARGAACCTARTACGCCAGRAT TRAAARGARTTTATCAAGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCAARARACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
JOI-7(FORHARD CGTTCAGGTGCCARAGAACC TARTACGCCAGART TARARGARTTTATCAAGT TTTATGAAATTGCAGCTGAT TTCAARARACGGGACGARGATGGAGTARARCCA
561-3 CGTTCAGGTGCCARRGARCCTARATRCGCCAGAAT TARARGARTTTATCARGT TTTATGAARTTGCAGCTGATTTCARRRRACGGGACGARGATGGAGTARARCCA

‘DAARGOS.1011(REVERS TACACCACCAGCCCATAAARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAARTCAGG=TTCARTACCTARATCTACTGGTA===ATTCTACGCCATTAARARATAATTCTTTTARGTTGGCATTTA====
‘DAARGOS_1134(REVERS TACACCACCAGCCCATARARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAAATCAGG-TTCARTACCTARATCTACTGGTA=--=ATTCTACGCCATTARRARATAATTCTTTTARGTTGGCATTTA====
SRCH102734(REVERSE TACACCACCAGCCCATARARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAAATCAGG-TTCARTACCTAAATCTACTGGTA-~~ATTCTACGCCATTARRAARTAATTCTTTTARGT TGECATTTA==---
SRCH102738(REVERSE TACACCACCAGCCCATARARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAAATCAGG-TTCARTACCTAAATCTACTGGTA-~-~ATTCTACGCCATTARRAARTAATTCTTTTARGTTGECATTTA====
‘DAARGOS.1009(REVERS  TACACCACCAGCCCATARARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAARTCAGG-TTCAATACCTARATCTACTGGTA=---ATTCTACGCCATTAARARATAATTCTTTTARGTTGGCATTTA====
SLOO1(REVERSE TACACCACCAGCCCATARRACATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTARATCAGG-TTCARTACCTARATCTACTGGTA---ATTCTACGCCATTARRARRTAATTCTTTTAAGT TGGCATTTA====
SRCH100892(REVERSE TACACCACCAGCCCATARARCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAAATCAGG-TTCARTACCTAAATCTACTGGTA-~~ATTCTACGCCATTARRAARTAATTCTTTTARGTTGGCATTTA=---
‘DARRGOS_1010{REVERS TACACCACCAGCCCATARRRCATTGCGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTAAATCAGG=TTCARTACCTARATCTACTGGTA===-ATTCTACGCCATTARRARATAATTCTTTTARGT TGECATTTA====
SRCH100194(REVERSE  TACACCACCAGCCCATARARCATTGTGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTARATCAGG-TTCARTACCTARATCTACTGGTA-=-ATTCTACGCCATTAARAARTAATTCTTTTAAGTTGGCATTTA==-==
wikin20(REVERSE TACACCACCAGCCCATARARCATTGTGTTTATCTGCTCCATTACCCTTTARATCAGG-TTCARTACCTARATCTACTGGTA-~-ATTCTACGCCATTARAAARTAATTCTTTTARGTTGGCATTTA----

C [ aaaacattgeGTTLALeTGCLccAtLACCcLt TRaatCAGg. TTeAAtaccTaaATCLAcTggTA. . At TetachGlcat TaaaAAALAALLctLLLARGLTGGCaTLLA, . ..

Figura 13. Alineamiento de productos de PCR usando los primers disefiados para la banda B en
los genomas completos de Pediococcus pentosaceus

En el blast (nucledtido-proteina) realizado a los amplificaciones obtenidos mostro
una identificacibn a una familia de peptidasas (M13), que de acuerdo con la
informacion de la base de datos de superfamilias de proteinas homoélogas en la
plataforma InterPro, esta familia es un grupo de metalo-endopeptidasas que
incluyen una variedad de endopeptidasas que pueden estar en una amplia gama de
bacterias, ademas de que son proteinas metalodependientes de zinc (Bland et al.,
2008), estas metaloendopetidasas se reporta que se pueden unir con uno a cinco
iones metalicos, que en la mayoria de los casos pueden ser zinc, también se incluye
a cobalto, manganeso, hierro o cobre. Las proteinas dentro de esta familia pueden
ser endopeptidasas, pero también se presentan las aminopeptidasas,
carboxipeptidasas, dipeptidasas, peptidildipeptidasas, dipeptidilpeptidasas vy
tripeptidilpeptidasas (Rawlings & Bateman, 2019).

De acuerdo con Rawlings y Bateman (2019) dentro de esta familia se encuentran
28 homologos de proteinas en bacterias que codifica el gen pepO (oligopeptidasas),
de la cual se ha reportado que este tipo de proteinas codificadas por el gen antes
mencionado tiene una participacion proteolitica en los procesos de maduracién y
desarrollo del sabor en queso (Christensson et al., 2002) y aumentan las
propiedades benéficas de las leches fermentadas, férmulas infantiles y helados
(Jeaner et al., 2005), hasta el momento no se tiene reporte de la participacion de
este tipo de proteinas codificados por el gen pepO en productos carnicos

madurados.
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Es de interés el identificar la proteina que se observa en la banda B con un peso de
71.9 kDa posiblemente perteneciente a la familia M13, puesto que podria ser la
primera reportada en este género de bacterias acido lacticas, ya que como lo
menciona Sridhar et al., (2005) estas enzimas proteoliticas intracelulares tienen
funciones fisioldgicas primarias implicadas en la adquisicion de aminoacidos
esenciales para apoyar el crecimiento bacteriano, ademas de que promueven la
hidrolisis de péptidos que son resistentes a la actividad aminopeptidasa. Estos datos
son similares a los reportados de las funciones del peptidoglucano hidrolasas, que
promueven a la ruptura de la pared celular para el crecimiento, division bacteriana,
aunado a ello, se reportan que proteinas intracelulares de bacterias acido lacticas
presentan actividad antimicrobiana contra agentes patdégenos y alterantes en
alimentos, como se han reportado para el género Pediococcus spp. y en otras
bacterias acido lacticas (Mora et al., 2003; Garcia et al., 2011; Gandhi et al., 2020).

Christensson et al. (2002) reportan la clonacion y expresién de una oligopeptidasa
perteneciente a la familia M13 de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 con un peso de
70.9 kDa (peso similar a la calculada en la banda B de este trabajo) demostrando
actividad especifica para la a-caseina, asi mismo Sridhar et al., (2005) reportan la
expresion de tres proteinas similares utilizando la secuencia de genes pepO de
Lactobacillus helveticus (GENBANK AF019410) y de Lactobacillus gaseri
(GENBANK NC_008530.1) para tal fin, demostrando especificidad para -caseina
y a Sl-caseina de la leche. Janer et al., (2005) identificaron, caracterizaron y
expresaron una endopeptidasa intracelular de Bifidobacterium animalis subsp.
Lactis (GENBANK AJ844608) con un peso cercano a los 74 kDa, mencionando que

esta proteina pertenece a la familia de las peptidasas M13.

Los cédigos de acceso antes mencionados de los genes que codifican a las
proteinas se utilizaron para obtener las secuencia en nucleétidos y probar los
primers disefiados para la banda B, en el cual no se obtuvieron amplificaciones en
ellos (ver anexo 4, tabla 26) sin embargo, las secuencias del gen pepO de
Lactobacillus helveticus y de Lactobacillus gaseri muestran regiones consenso con

las secuencia de la familia de las peptidasas M13 (Figura 14), por lo que se muestra
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF019410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ844608

a

b €=
c

mayor interés por la proteina marcada en la banda B en el gel de zimograma que
presenta actividad antimicrobiana (Figura 12) ya que hasta la fecha, no se ha
reportado proteina perteneciente a la familia M13 en bacterias acido lacticas
presente en el proceso de fermentacién en productos carnicos como lo demuestra
tener la cepa de Pediococcus pentosaceus 1101 aislada de un chorizo tipo espafiol
(Juarez 2019).

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

5749699, 1H13fan  GTVPEKLIITEPKFYENLHOIYHADTFEDYKKHAYVNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGOQESHTOEKSAFYLARRTFSOVVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_159253934.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYYNHVRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGRAESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDVHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_195750535.1 GTVPEKLIITEPKFYENLHOIVHADTFEDYKKHAYYNHYRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGOQESHPOEKSAFYLARRTFSOYYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_115154589.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYVNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGOQESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HWP_159231729.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYYNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGRAESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_205313237.1 GTVPEKLIITEPKFYENLHOIVHADTFEDYKKHAYVNHYRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGOQESHPOEKSAFYLARRTFSOYVGEY YGHKYFGETAKKDVHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_069825088,1 GTVYPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYVNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGAQESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYVSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_002832731.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIYHADTFEDYKKHAYYNHYRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGQQESHPOEKSAFYLARRTFSOYYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_159250999.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIYHADTFEDYKKHAYYNHYRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGOOESHPOEKSAFYLARRTFSOYYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
WP_160208534.1 GTYPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYYNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGOQESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDVHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_132981245.1 GTVPEKLIITEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYVNHVRSLSGYLSEEFLOIGGTFGRALSGRQESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_011672991.1 GTVYPEKLIITEPKFYENLHOIYHADTFEDYKKHAYYNHYRSLSGYLSEEFROIGGTFGRALSGOQESHPOEKSAFYLARRTFSOYYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
WP_167399758.1 GTYPEKLITTEPKFYENLHOIVNADTFEDYKKHAYVNHVRSLSGYL SEEFROIGGTFGRALSGOAESHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHKYFGETAKKDYHDHYYSHIDY YEKRLAENTHLGDATRS
HP_159208383.1 GTQPEQIIYTEPRFYENLNOVANDETFADFKSHAYYNHVRSLTGYL SEEFROIGGHYGRALSGOKYSHPOEKSAFYLARRTFSOVYGEY YGHRYFGEAAKKDYHEHYYAHINY YEKRLANNDHLGERATKQ
Lactobacillus EKKPHYVVYSEPKFLDHFNELFHQESFDELKGHLISIFINKARAFLSEEFROAAFPFKOATYGOKELPSOEKEAYYKANNLFDDYIGYYYGRTYFGEDAKADYEDHIHRMIDY YEQRITHNEHLSPATKE
Lactobacillusgasseri PEHPAKYIVAEPRYFKHINDFLHESEFEEFKGHHIIKFINKSATYLSQDFREAAFPFROAVYGYPELPSODKHAYRLANAAFDEYIGIYYGKTYLGDEAKADYISHIKKHLKY YEQRIQNNSHLSEDTKK
Consensus gt,.Pek,!!LEPk¥yenln#, N, ,tFe# K, Hayvnn!rsl,gil S##FR#igeg,.%grAlsGq,esn,0#KsA%ylArrtFs#Y!GeYYGh, YFG#,AKKDVhdH v HidVYEkR1a#N, HLg . aTk,
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1
HP_195749699.1M13fan KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAREGGSLYKNYOEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEMHHSADTYNAYYSPEGNLICFPARILOAPFYSLEQTASONYGGIGAYHAHEISHAF DPNGALFDEF
HP_159253934.1 KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAREGGSLYENVOEFSRIFLEDOLAKYGKEVDRSEMHHSADTYHAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEATASONYGGIGAYHAHEISHAF DPHGALFDEF
HP_195750535,1 KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAREGGSL VENVOEFSRIFLEDOQLAKYGKEVNRSEMHHSADTYNAY YSPEGHL ICFPARILOAPF YSLEQTASONYGGLGAYHAHE ISHAF DPHNGALFDEF
HP_115154589.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAAEGGSLYENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEQTASAONYGGIGAYMAHE ISHAF DPNGALFDEF
WP_159231729.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAVYKKLKTKTAAEGGSL VENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEHHHSADTYNAYYSPEGNLICFPARTILOAPFYSLEQTASONYGGIGAYNAHEISHAFDPNGALFDEF
HP_205313237,1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAVYKKLKTKTAAEGGSL VENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEVDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPF YSLEATASANYGGIGAYHAHE ISHAF DPHGALFDEF
HP_069825088.1 KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAAEGGSLVENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEVDRSEMHHSADTYNAYYSPEGNLICFPARILOAPF YSLEQTASANYGGIGAVHAHEISHAF DPNGALFDEF
HP_002832731.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAREGGSLYENYOQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEMHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEQTASONYGGIGAYHNAHEISHAFDPNGALFDEF
HP_159250999.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAVYKKLKTKTAAEGGSL VENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEVDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEQTASONYGGIGAYHAHE ISHAFDPNGALFDEF
HP_160208534.1 KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAAEGGSLVENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEVDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHNLICFPARILOAPF YSLEQTASANYGGIGAYNAHE ISHAF DPNGALFDEF
HP_132981245.1 KALTKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAREGGSLYENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEMHHSADTYNAYYSPEGHNLICFPARILOAPFYSLEQTASQNYGGIGAYHAHEISHAF DPHGALFDEF
HP_011672991.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAVYKKLKTKTAAEGGSL VENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEQTASONYGGIGAYHAHE ISHAFDPNGALFDEF
HP_167399758.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKAYYKKLKTKTAAEGGSL YENYQEFSRIFLEDOLAKYGKEYDRSEHHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLEATASONYGGIGAYHAHE ISHAFDPNGALFDEF
HP_159208383.1 KAITKLRSLKILYGYPDELKPYYKKLKTKTAROGGSLYENVONFSRIFLEDOLAKYGKKYDRSEMHHSADTYNAYYSPEGHLICFPARILOAPFYSLKOTASONYGGIGAYHAHEISHAFDPHNGALFDEY
Lactobacillus KATTKLRALYLKIGYPNKIDHYYDLFQVTPANEGGNL YSHNOANIREYSLKHNFDKLYKPYDRSEHYHPGHLINACYDPORNDITFPAATLEAPF YDINASRATHYGGIGYYIAHE ISHAF DNNGAKYDEF
Lactobacillusgasseri QALIKLKALKLKYGYPEKNRALFDNLYYDPNK===TLYENHYLINQERIKDILQRLNKKPDKSIHEHPGHLNNACYDPYKNDLTFPAGILOAPF YDAKOSRAARNYGGIGATIGHEYSHAF DNNGAQFDEK
Consensus kAItKLrslLkil!GYP#elkavikklktktaaeggslvelvq.fsrifledqlakygK.vDrSelhtsa#tviAyYsPegllicFPAaIL #APFYsl.qtasqNYGGIGavnaHE ! SHAFDpHGALZDEF

Figura 14. Alineamiento de secuencias de proteinas de la familia M13 de Pediococcus
Pentosaceus (a) con la secuencia del gen pepO de Lactobacillus helveticus (b) y Lactobacillus
gaseri (c).

Los amplicones obtenidos in silico usando los primers disefiados para para las
diferentes bandas, la que obtuvo mayor numero de réplicas fue la neutral
endopeptidasa con un peso de 71.9 kDa (banda B), seguido de las proteinas
Peptidoglucan DD-metaloendopeptidase con peso de 109.5 kDa (banda A) y
Lysozyme M1 M1(1,4-beta-N-acetylmuramidase con un peso de 48.19 kDa (banda
C) por ultimo las proteinas Lysozyme M1(1,4-beta-N-acetylmuramidase) con un
peso de 42.58kDa (banda D) y ImmA/IrrE family metallo-endopeptidase con un
peso de 15.22kDa (banda E); por consiguiente de acuerdo a los datos obtenidos en
la identificacion de estas proteinas seria conveniente comprobar los productos
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esperados de cada uno de los cebadores disefiados mandando a sintetizarlos y
utilizarlos en la cepa de Pedioccus pentosaceus 1101, los cuales se obtuvieron a
partir de las bandas con los diferentes pesos moleculares de acuerdo al zimograma
realizado con las diferentes condiciones de crecimiento, las proteinas
correspondientes de cada banda hasta ahora no se ha encontrado reporte donde
identifiquen y prueben su expresion mediante PCR con el uso de cebadores
especificos, sin embargo, se han encontrado un espectro con actividad
antimicrobiana similar como lo que reporta Mora et al, (2003) que demuestra
autolisis por PGH’s y actividad antimicrobiana en un rango de 30 kDa a 110 kDa
contra Listeria monocytogenes, asi mismo Garcia et al. (2019) menciona que las
peptidoglucano hidrolasas bifuncionales pueden ser muy prometedoras en el campo
de antimicrobianos en la industria alimentaria, las cuales pueden provenir de
bacterias acido lacticas que han abierto campo de investigacion en proteinas

nuevas con esta doble funcion.
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13 Conclusiones

e Se corrobor6 la identificacion de la cepa 1101 como Pediococcus

pentoaseceus con métodos moleculares y espectrometria de masa.

e De las 6 fracciones obtenidas de la cepa 1101, 5 mostraron actividad contra

Listeria innocua, asi también las proteinas intracelulares .

e Las proteinas intracelulares presentaron actividad con efecto bacteriostatico,
en zimograma a condicion de 44°C se observaron bandas con pesos
aparentes de 103.4, 70.8, 52.8, 42.8 y 14.8kDa.

e Las bandas observadas se identificaron como proteinas con actividad
especifica de PGH que podrian inactivar BAL que alteran y deterioran las

propiedades organolépticas en alimentos.

e Se logro identificar por andlisis in vitro e in silico a las proteinas intracelulares

con actividad antimicrobiana de la cepa Pediococcus pentosaceus 1101.
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14 Perspectivas

* Secuenciar las bandas visualizadas en el perfil proteico de Pediococcus
pentosaceus 1101 de la fraccidn intracelular bajo la condicion de crecimiento
a 44°C.

* Sintetizar los primers disefiados y verificar su amplificacion de N-
acetilmuramidasa y endopeptidasa en la cepa de Pedioccous pentosaceus
1101.

« Probar la actividad antimicrobiana de las proteinas intracelulares de
Pediococcus pentosaceus 1101 contra diferentes microorganismo alterantes
y patdégenos en alimentos

» Trabajar los péptidos antimicrobianos de la fraccién soluble del citosol de la

cepa de Pediococcus pontosaceus 1101 en un producto alimenticio.

» Trabajar la fraccién de restos celulares debido a que se encontr6 mayor
actividad antimicrobiana que la fraccién soluble del citosol, inactivando
completamente las células viables y obteniendo los compuestos que

pudiesen presentar actividad antimicrobiana.
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16 Anexos

Anexo 1-. PCR componentes.
Tabla 17. Componentes de PCR

Componente pL
Buffer PCR 10x (-Mg) 5
MgCl2 1.5
dNTP mix 1
Forward primer 1
Reverse primer 1
ADN genomico 1
ADN polimerasa Tag.Platinum 0.2
Agua libre de nucleasas 39.5
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Anexo 2. Cinética de crecimiento y diferencias entre grupos

Tabla 18. Densidad 6ptica (600 nm) de cinética de crecimiento de Pediococcus pentosaceus 1101.

Tiempo (hrs) Promedio Desviacion
DO(600nm) estandar

3 0.47 0.1
4 0.55 0.0
5 0.63 0.0
6 0.86 0.1
7 1.02 0.1
8 1.14 0.0
9 1.25 0.0
10 1.33 0.0
11 1.38 0.0
12 1.36 0.0
13 1.43 0.0
14 1.47 0.0
15 1.48 0.0
16 1.50 0.0
17 1.53 0.1

Medicion de densidad Optica realizadas por triplicado en cada lectura.
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Tabla 19. mm de halos de inhibicién de células de Pediococcus pentosaceus 1101.

Tiempo (hrs) Promedio Desviacion

mm  halos estandar

de

inhibicion
3 0.14 0.053
4 0.39 0.026
5 0.53 0.025
6 0.59 0.012
7 0.60 0.006
8 0.66 0.051
9 0.71 0.012
10 0.75 0.020
11 0.61 0.012
12 0.56 0.006
13 0.52 0.017

Medicion de halos de inhibicién realizadas por triplicado en cada lectura.
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Tabla 20. Andlisis de varianza para la densidad 6ptica de Pediococcus pentosaceus 1101.
de Cuadrado Radio-F Rechazo de

Fuente

variacion

Tiempo (hrs)
Error ajustado
Total ajustado

Total

de

Grados
de
libertad

14

30

44

45

Suma

cuadrados

5.49801

0.03906

medio del igualdad(a=0.05)

error
0.3927152 301.5731 Si

0.00120022

Efecto significativo P<0.005, Efecto no significativo P>0.005

Tabla 21. Diferencias entre grupos para la densidad 6ptica de Pediococcus pentosaceus 1101.

Realizado por triplicados con una significancia del 5%

Tiempo (hrs) Mediana

10

11

12

13

14

0.44

0.55

0.63

0.83

1.0

1.1

1.2

1.3

1.3

1.3

1.4

1.4
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Diferencia con los

grupos
10,11,12,13,14,15,16
11,12,13,14,15,16,17
13,14,15,16,17
13,14,15,16,17
14,15,16,17
14,15,16,17

16,17

3

3,4

3,4

3,4,5,6,7

3,4,5,6,7



15 1.4
16 1.5
17 1.4

3,4,5,6,7,8
3,4,5,6,7,8,9

3,4,5,6,7

Tabla 22. Andlisis de varianza para la actividad inhibitoria de Pediococcus pentosaceus 1101.

Fuente de variacion Grados Sumade
de cuadrados
libertad

Tiempo (hrs) 10 0.83752

Error ajustado 22 0.01586

Total ajustado 32

Total 33

Cuadrado Radio-F Rechazo de
medio del igualdad(a=0.05)

error
0.0837552 116.1269 Si

0.0007212

Efecto significativo P<0.005, Efecto no significativo P>0.005

Tabla 23. Diferencias entre grupos por Kruskal-Wallis para la actividad inhibitoria de Pediococcus

pentosaceus 1101.

Realizado por triplicados con una significancia del 5%

Tiempo (hrs)

mediana

0.1

0.4

0.5

0.6

0.6
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Diferencia
con los
grupos
6,7,8,9,10,11
7,8,9,10,11
9,10

3

3,4



10

11

12

13

0.6

0.7

0.75

0.61

0.56

0.52

Anexo 3. Concentracién minima inhibitoria.

3,4,13
3,4,5,13
3,4,5,12,13
3,4,12

10

8,9,10

Tabla 24. Valores de concentracién de proteina y mm de halos de inhibicién en diluciones del
concentrado de células de 10 horas resuspendidas en BFS.

Concentracion
de proteina en

pozo (mg)

mm halo de

inhibicion

Concentrado
de células

1.5372

7.5

Dilucién 1:2

0.7686

4.0

Dilucion 1:20 Dilucién

1:200
0.07686 0.007686
0.7 Sin

inhibicion




Anexo 4.

Tabla 25. Cepas de genoma completo para el analisis de proteinas.

Cepa de Pediococcus pentosaceus

Codigo de acceso GENBANK

ATCC 25745 CP000422.1
GDIAS001 CP046938.1
SRCM102736 CP028259.1
FDAARGOS_1011 CP065967.1
JQI-7 CP023655.1
ZPA017 CP015206.1
FDAARGOS_1007 CP066046.1
SRCM103387 CP035154.1
SL4 CP006854.1
FDAARGOS_1134 CP068104.1
FDAARGOS_1010 CP066081.1
FDAARGOS_1009 CP066043.1
KCCM 40703 CP020018.1
FDAARGOS_873 CP065723.1
SRCM100194 CP021927.1
Wikim20 CP015918.1
SL001 CP039378.1
SRCM100892 CP021474.1
SS1-3 CP023008.1
FDAARGOS_1134 CP068104.1
Ca-4 CP118739.1
SMFM2016-NK1 CP127866.1
7761 CP129525.1
SRCM102740 CP028269.1
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SRCM102739 CP028266.1
SRCM102738 CP028264.1
SMFM2016-YK1 CP127868.1
MGB0620 CP085471.1
MGB0941 CP085178.1
SRCM102734 CP028254.1
EN5 CP115739.1
LA0061 CP137627.1
MRO01 CP047081.1

Tabla 26. Resultado de aplicacion de primers disefiadas para la banda B en el gen pepO de
diferentes especies reportadas

GEN Bacteria GENBANK Amplicones
obtenidos
pepO Lactobacillus AF019410 No
helveticus
Lactobacillus gasseri  NC_008530.1 No
Bifidobacterium AJB844608 No

animalis subsp. lactis
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