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RESUMEN

Las bacterias acidas lacticas (BAL), son un grupo heterogéneo de
microorganismos compuesto por varios géneros bacterianos (Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, entre otros). Las BAL son muy
utilizadas en los procesos de fermentacion en la industria alimentaria dado que
son capaces, entre otras propiedades, de acidificar y preservar los alimentos.
Ademas, pueden presentar actividad antimicrobiana que se atribuye
principalmente a la produccion de diferentes sustancias, entre las cuales se
encuentran péptidos denominados bacteriocinas. El espectro de accion de
algunas bacteriocinas producidas por BAL es amplio e incluye microorganismos
alterantes y/o patégenos de los alimentos como, por ejemplo, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Clostridium botulinum entre otros.
En trabajos previos realizados en la Unidad Académica Ciencia y Tecnologia
de la Leche (UACTL) de la Facultad de Veterinaria, UdelaR se logro
implementar una técnica de purificacion de la/s bacteriocinas producidas por un
L. lactis subsp. lactis GU 967439, una cepa nativa aislada de quesos
artesanales de la region de Colonia-Uruguay. En este trabajo nos propusimos
caracterizar e identificar estas sustancia/s inhibitoria/s mediante un abordaje
genético y protedmico. Nuestros resultados muestran que L. lactis GU 967439
presenta en su genoma, el gen estructural de la nisina, una bacteriocina
ampliamente  estudiada por su accion sobre diferentes patégenos de
importancia en inocuidad de alimentos. A su vez, en fracciones proteicas
provenientes de los medios en los que se cultivé L. lactis GU 967439, pudimos
determinar mediante espectrometria de masa, una sefal igual a la reportada
para la nisina Z. Si bien los resultados indican que la cepa nativa es productora
de nisina Z, los ensayos de actividad antimicrobiana en presencia de enzimas
proteoliticas, podrian sugerir la produccion conjunta de otra bacteriocina o
sustancia antimicrobiana de distinta naturaleza. Estos resultados, sumado a
otros estudios realizados por este equipo, contribuye al desarrollo de un cultivo

nativo con propiedades bioprotectoras, de interés para la industria lactea.



INTRODUCCION

BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
heterogéneo formado por cocos y bacilos Gram positivos que se caracterizan
por ser no esporulados, aerotolerantes, oxidasa y catalasa negativos y acido-
tolerantes, dado que producen acido lactico como principal producto de la
fermentacion de carbohidratos (Ramirez et al., 2011). En este sentido, es que
son considerados como BAL los siguientes géneros: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella (Waters et al., 2015)

Las BAL se localizan frecuentemente en hdbitat ricos en nutrientes, a bajas
tensiones de oxigeno, en presencia de carbohidratos solubles y productos de la
degradacion de proteinas y vitaminas. La leche y los productos lacteos son el
medio tipico y satisfactorio para la proliferacion de las BAL, aunque también se
las puede encontrar en otros tipos de alimentos (Vazquez et al., 2009). Estas
bacterias son muy utilizadas en los procesos de fermentacion en la industria
alimentaria, no solo por su habilidad para acidificar y preservar los alimentos,
sino también por su implicancia en la textura, sabor y desarrollo de aromas en
productos fermentados (Adolfo & Huertas, 2010). Por ello, estos
microorganismos son generalmente utilizados como cultivos iniciadores en la
elaboracion y conservacion de productos lacteos tales como leche acidificada,

yogur, quesos, mantecas y cremas (Carro et al., 2005; Garcia et al., 1998).
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Actividad antimicrobiana de las BAL

Algunas BAL son capaces de inhibir el crecimiento de otros microorganismos.
Esta actividad antimicrobiana se basa principalmente en la produccion de
acidos organicos (fundamentalmente &cido lactico), derivado de la fermentacion
de carbohidratos presentes en los diversos habitats en los que se encuentra,
con la consecuente disminucion del pH. Estas bacterias también tienen la
capacidad de producir otros metabolitos con actividad inhibitoria, como el
peroxido de hidrogeno, diacetilo y péptidos con actividad antimicrobiana

denominados bacteriocinas (Ramirez et al., 2011).

El uso de las BAL y de sus productos metabdlicos son considerados por la FDA
(Food and Drug Administration) como seguros o0 GRAS (Generally Recognized
as Safe). Por esta razdn, en la industria alimentaria, pueden ser utilizadas con
el objetivo, entre otros, de inhibir de forma natural el crecimiento de
microorganismos potencialmente patégenos para el hombre, sobre una amplia
variedad de alimentos. La inhibiciobn de patdgenos transmitidos por alimentos
mediante el uso de bacterias &cido lacticas es una de las formas de
bioconservacion, la cual se define como la prolongacion de la vida atil que
contribuye a la inocuidad de los alimentos mediante la microbiota natural o sus
metabolitos (Beristain-Bauza et al., 2012; Favaro et al., 2015; Holzapfel et al.,
1995). En este sentido es que las BAL, sus metabolitos o0 ambos, lo que incluye
las BLIS (por sus siglas en inglés: bacteriocin-like inhibitory substances ), son
considerados candidatos idoneos para formar parte de cultivos bioprotectores
que permitan mejorar la calidad de los alimentos (Hernandez etal.,, 1993;

Nilsen et al., 1998; Revello, 2016)



BACTERIOCINAS

Varios estudios han demostrado que las bacteriocinas producidas por las BAL
tienen efecto antimicrobiano sobre otras bacterias, algunas de las cuales son
patogenas. Esta inhibicidn del crecimiento sobre microorganismos patdégenos
se ha podido evidenciar mediante ensayos in vitro, asi como in situ. En los
primeros, se comprueba su actividad colocando una suspension de la
bacteriocina sobre un cultivo de la bacteria patégena, manifestandose dicha
inhibiciébn como halos circundantes entorno a donde se inoculo la bacteriocina;
mientras que en los segundos, en general se elabora el alimento en conjunto
con la sustancia inhibidora (BAL productora de bacteriocina o la bacteriocina) y
se inocula con un microorganismo patégeno en determinada concentracion.
Luego se realiza el recuento de dicho patdégeno y se compara respecto a un
control, elaborado sin inhibidor (Victoria-Le6n et al., 2006;Alonso, 2018;
Benech et al., 2002).

El uso de bacteriocinas en el control de patdégenos es de especial interés en
alimentos frescos, en general se aplica a leche pero también a vegetales,
carnes, etc. o sobre alimentos minimamente procesados como quesos Y
conservas, donde Listeria monocytogenes y Clostridium botulinum representan
los principales peligros en este tipo de productos. Esto se debe a que estos
microorganismos patégenos tienen la capacidad de crecer a temperaturas de
refrigeracion y/o formar esporas resistentes a procesos térmicos moderados,
pudiendo luego germinar y desarrollarse (Schneider, 2007).

Estos y otros patdgenos son de gran importancia en Salud Publica por generar

Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA), las cuales, segun la
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS), constituyen uno de los problemas
sanitarios mas comunes que padecen las personas en el mundo y afectan con
mayor severidad a grupos vulnerables como por ejemplo niflos, mujeres
embarazadas y ancianos. Dentro de las ETA, la listeriosis es la causante de
mayor letalidad dentro de estos grupos (20-30%) y si bien la mayoria de los
casos relacionados reportados son esporadicos, la distribucion de éstos es

amplia a nivel mundial (Ocampo Ibafiez et al., 2019; Soto Varela et al., 2016).

Por todas estas razones, el empleo de bacteriocinas como una alternativa
natural para la preservacion de los alimentos ha despertado interés en la
industria alimentaria, donde no sélo interesa una reducida carga microbiana,
sino la ausencia de patdgenos de importancia que constituyen un riesgo para la

salud de los consumidores.

Bacteriocinas: definicion, estructuray clasificacion

La palabra “bacteriocinas” fue utilizada por primera vez por Jacob vy
colaboradores en 1953, para referirse a las sustancias proteicas que
presentaban actividad antimicrobiana. Posteriormente en 1976 Tagg Yy
colaboradores las definieron como un grupo de sustancias antimicrobianas de
origen bacteriano, caracterizadas por poseer un componente activo y tener

efecto bactericida (Gonzalez-Londofio & Rincon-Nufiez, 2015).

Las bacteriocinas son péptidos bioactivos  antimicrobianos de sintesis
ribosomal y de bajo peso molecular, conformadas hasta por 60 aminoacidos en

la cadena peptidica y pueden presentar modificaciones postraduccionales.



Son sintetizadas durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano y
suelen presentar actividad antimicrobiana con espectros de accion diferentes,
teniendo un efecto bactericida o bacteriostatico sobre otras bacterias, pudiendo
ser éstas de la misma especie, o que se denomina espectro reducido; o de
géneros diferentes o sea: espectro amplio (Balciunas et al., 2013 ; Cotter et al.,
2005 ; Del Campo et al.,, 2007; Moraes et al.,, 2010 ; Riley & Wertz, 2002;

Taranto et al., 2005 ; Yang et al., 2014).

Estructuralmente las bacteriocinas comparten similitudes, generalmente se
caracterizan por presentar en el extremo carboxi-terminal una region mas
hidrofébica respecto del amino-terminal y ésta Ultima interacciona con la
membrana celular conduciendo a la lisis y muerte de la célula ( Aguado, 2013 ;
Dal Bello et al., 2012 ; Ghrairi et al., 2005). A pesar de ello, presentan una gran
heterogeneidad estructural, lo que les confiere diferentes propiedades
fisicoquimicas que han permitido su clasificacidon agrupandolas en distintas

clases.

Clasificacion

Las bacteriocinas se han clasificado de diversas maneras utilizando distintos
criterios, una de ellas es la clasificacion de Klaenhammer, 1993. Esta forma de
clasificacion sirvi6 como base a otras clasificaciones como la presentada por
Drider et al, 2006 que organiza a las bacteriocinas en tres clases diferentes en

funcién de sus propiedades bioquimicas y genéticas.



Clase | o lantibi6ticos

Aqui se incluyen las bacteriocinas que son modificadas postraduccionalmente
en algunos residuos aminoacidicos, dando como resultado algunos
compuestos inusuales tales como lantionina, B-metil-lantionina, deshidroalanina
y deshidrobutirina. Esto sucede como resultado de una reaccion de
deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, con la posterior
condensacion de la cisteina con los deshidroaminoacidos mediante enlace

tioéter (Figura 1) (Arnison et al., 2013;Nissen-Meyer et al., 2009).

Dentro de este grupo la bacteriocina mas representativa es la nisina, que ha

sido extensamente caracterizada (Lopez et al., 2008).

Clase Il

Esta clasificacion incluye bacteriocinas que poseen entre 30—60 aminoacidos
en su estructura (<10 kDa), son termoestables y no presentan modificaciones
postraduccionales. Tienen carga global positiva con puntos isoeléctricos que
varian entre pH= 8.3 y 10. Se proponen tres subdivisiones de esta clase, de

acuerdo con Drider et al., 2006 que se puntualizan a continuacion.

Clase lla

En este grupo se encuentran las bacteriocinas que presentan en su estructura
entre 37 y 48 residuos de aminoacidos con una porciéon C- terminal que
contiene una o dos estructuras en a- hélice. Las mas representativas de este

grupo son pediocina PA-1 y sakacina-P, con una secuencia consenso



YGNGVXaaC en el extremo N-terminal, donde Xaa representa cualquier
residuo aminoacidico (Ahmad et al.,, 2017; Gonzalez-Martinez et al., 2003).
Esta secuencia se encuentra conservada en otras bacteriocinas producidas
por especies bacterianas como Pediococcus acidilactici, lo que sugiere que

dicha region es importante en el modo de accion de la bacteriocina (Lozano

et al., 1992).
A Serina
OH
g -
&N/\/\
/\N)kﬂ/\ H o C >
Deshidroalaniné s Y Thr CYS

(Dha) s ) )
/\Nj\j n\(\ Deshidratacion
H 0 H o !
Lantionina @ .Cys.

Treonina Condensacion

OH
ANI(\ con Cisteina

H O Cisteina
3 - 000
/\Nj\n/\
- Y
H O
Deshidrobutirina "

(Dhb)
&x A
\ Y

H O H

B-metil-Lantionina

Figura 1. Formacion de lantipéptidos. A) Deshidratacion de serina para formar
deshidroalanina (Dha), la cual reacciona con una cisteina para dar lantionina. B)
Deshidratacion de treonina, para formar deshidrobutirina (Dhb), la cual reacciona con una
cisteina para dar B-metil-lantionina. C) Se esquematiza la formaciéon de (B-metil-lantionina (d-
Abu — S — Ala) mostrada en B, cuando los amino&cidos precursores treonina (Thr) y cisteina
(Cys), forman parte de la misma cadena polipeptidica. Modificado de (Zhao et al., 2020)

Clase llb
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Las bacteriocinas de este grupo son heterodiméricas por lo que requieren la
actividad combinada de dos péptidos, teniendo esto un efecto sinérgico sobre
su actividad. Bacteriocinas representativas de esta clase son lactococcina G y

lactacina F (Woraprayote et al., 2016).

Clase llc

Aqui se incluyen péptidos que cumplen con la estructura de ciclacién cola-
cabeza de sus extremos carboxilo y amino terminal mediante enlace covalente.
Algunas de las bacteriocinas de esta subclase son enterocina  AS48,

gassericina A y reuterina 6 (Yang et al., 2014).

Clase Il

Dentro de este grupo se encuentran las bacteriocinas termoestables con una
masa molecular mayor a 30 KDa. Presentan actividad y estructura proteica mas
compleja que las bacteriocinas mencionadas anteriormente. La mayoria son
producidas por el género Lactobacillus spp., siendo las méas representativas
helveticina J y lacticina B. En esta clasificacion esta incluida la clase IV
propuesta por Klaenhammer 1993, pero que actualmente se reunio en la clase

[l (Oscériz & Pisabarro, 2001; Mondragén Preciado et al., 2013).

Modo de accidén
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El mecanismo de accion de las diferentes bacteriocinas estd intimamente
relacionado con su estructura (Figura 2). Normalmente actian contra
microorganismos Gram positivos, dado que la susceptibilidad de las bacterias
Gram negativas es mucho mas limitada. Hasta hace poco no se conocian
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas activas naturalmente frente a
Gram negativas (Vasquez et al., 2009), pero se han encontrado algunas cepas
como L. curvatus y L. casei que inhiben el crecimiento de cepas patdgenas de
E. coli y Salmonella entérica sin necesidad de tratamiento previo (Rodriguez et
al., 2006).

La sensibilidad de los microorganismos a las bacteriocinas se debe a su
interaccion con la superficie celular bacteriana y con la membrana celular, de
manera que la permeabilizacion de la célula y la formacién de poros es el
principal mecanismo por el cual las bacteriocinas atacan a sus células diana.
Las bacteriocinas son capaces de asumir configuraciones de manera tal que
sus grupos cargados positivamente interactlen electrostaticamente con la
superficie de la célula bacteriana cargada negativamente; propiedad conferida
por sus componentes de pared (fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol,
lipopolisacéarido, acido lipoteicoico y cardiolipina); permitiendo su pasaje a
través de la pared celular y llegada a la membrana plasmatica. Una vez alli, las
superficies hidrofébicas se alinean con la bicapa lipidica ingresando en la
misma. Luego de esta perforacion de la bicapa, los péptidos se auto asocian o
polimerizan para formar complejos de tipo poro. De esta manera, las
bacteriocinas inducen la permeabilizacion de la membrana de la célula diana,
probablemente formando poros selectivos de iones que causan disipacion del

potencial de membrana y por ende agotamiento del ATP intracelular, ademas
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de la fuga de sustratos intracelulares,

lo que conlleva a la detencién del

crecimiento y eventualmente la muerte (Kumariya et al., 2019)

LI

7

&

*884

Clasz Il Clase | 2o Clase lll
il ',m,":“ y *
AT D //"
oD A
. Se l—./
Pared celular fo
DOOOPOOOOOOOO0O0OO00 Wio," W
'y

Subunidad de pepidoglicano 4

DOOOOOOOOCO0) ’L

|
?O
OROFOPOROO0O000000 ?o?

Lipido ll

....00..0.0.....0'.0.0‘..0.0...00 -

’ Membrana celular a

18880080000 .0.0..;.00.(0.0....\.. &

Figura 2. Imagen

representativa del modo de accién de diferentes bacteriocinas segun

su clasificacion. Las bacteriocinas de clase Il, luego de atravesar la pared celular mediante
interacciones electrostaticas (representado por la flecha), pueden insertarse en la membrana
celular debido a su estructura helicoidal. Las bacteriocinas de clase I, luego de atravesar la
pared celular, se unen al lipido Il ubicado en la membrana celular, inhibiendo el transporte de
péptidoglicano hacia la pared celular. También pueden utilizar al lipido Il como acoplador para
la formacion de poros. Las bacteriocinas de clase Ill (bacteriolisinas) actian directamente sobre
la lisis de la pared celular. En todos los casos se genera inestabilidad de la membrana celular,
conduciendo a la muerte a celular. Adaptado de (Cotter et al., 2005).
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Se ha demostrado que algunos miembros de las bacteriocinas de clase |, como
la nisina, tienen un modo de accion dual (Figura 2). Pueden unirse al lipido I, el
principal transportador de subunidades de péptidoglicano desde el citoplasma a
la pared celular y, por lo tanto, impiden la correcta sintesis de la pared, lo que
lleva a muerte celular. Ademas, pueden utilizar el lipido Il como molécula de
acoplamiento para iniciar un proceso de insercion de membranas y formacién
de poros que conduce a una rapida muerte celular (Cotter et al., 2005).

En general, la bacteriocinas de clase Il tienen una estructura helicoidal
anfifilica, lo que les permite insertarse en la membrana de la célula diana, lo
que conduce a la despolarizacion y la muerte. Mientras que las grandes
bacteriocinas de clase lll, que poseen actividad bacteriolitica, pueden ejercer
su accion directamente sobre la pared celular de la bacteria diana; lisan la
pared celular, en general, mediante el dominio catalitico (homdlogo a las
endopeptidasas) ubicado en el extremo N-terminal, conduciendo a la muerte
celular (Figura 2) (Cotter et al., 2005).

Las cepas productoras de bacteriocinas estan protegidas de la actividad de sus
propios productos por los denominados sistemas de inmunidad. Muchos de
estos sistemas suelen depender de la produccién de una Unica proteina que
bloguea la entrada de la bacteriocina a nivel de la membrana celular, dado que
se ha encontrado anclada en la misma u ocupando gran parte del espacio entre
la pared y la membrana celular. En otros casos, la auto-inmunidad resulta de la
accion combinada de una proteina de inmunidad analoga, que se une a
moléculas de bacteriocina en la membrana celular bacteriana y un
transportador de union a ATP (denominado transportador ABC), bombea la

bacteriocina fuera de las células (de Freire Bastos et al., 2015).
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NISINA

Desde 1951 la nisina juega un papel importante en la conservacién de los
alimentos. Reportes indican que la primera preparacion comercial de este
conservante se obtuvo en Inglaterra en1953 (Cano-Serna et al., 2015). Dentro
de las BAL, Lactococcus lactis lactis es una de las especies mejor
caracterizada y reconocida por ser productora de la bacteriocina nisina, un
lantibidtico de clase | mencionado anteriormente (Allam et al., 2017)

El espectro antimicrobiano de la nisina abarca patégenos Gram positivos como
Listeria. monocytogenes y Clostridium botulinum, pero también es efectiva
contra algunos Gram negativos como Escherichia coli y Salmonella spp.

Nisina es la bacteriocina mejor caracterizada y mayormente comercializada con
Status GRAS. Su utilizacion como aditivo alimentario fue aprobado por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO, por sus siglas en inglés) y por la OMS en 1969. Se encuentra
documentada como E234 y la concentracibn maxima a la cual esta permitida su
utilizacion es de 12,5 mg de nisina pura por Kg (Codex Stan 283 — 1978)
(Sierra et al., 2012).

En la actualidad es utilizada como conservante en mas de 50 paises y se la
puede encontrar en productos carnicos, lacteos, vegetales y frutas en
conserva, huevos y productos de pescado (Kaprinski et al., 2013 ; Sanchez-
Martin et., al 2019), En Uruguay, es apta su aplicacion en quesos, segun el
Reglamento Bromatolégico Nacional vigente (Uruguay MSP, 1994), siendo la

concertacion maxima de uso 12,5 mg/kg (Rodriguez, 1996)

15



Propiedades fisicoquimicas y variantes moleculares de nisina

La nisina es sintetizada a nivel ribosomal como un péptido precursor de 57
aminoacidos denominado prenisina, conformada por 23 residuos aminoacidicos
en el extremo N-terminal, lo que se denomina region lider y 34 en la region
estructural (pronisina) (Rodriguez et al., 1996). Posteriormente, la region lider
es removida por accion enzimatica en la fase postraduccional, resultando una
molécula con peso molecular de 3.5 kDa (Jozala et al., 2015). Ademas de la
remociéon del péptido lider, los aminoacidos de la regidén estructural, serina y
treonina sufren deshidratacion formando o dehidroalalnina (Dha) vy
dehidrobutirina (Dhb) respectivamente. Algunos de estos deshidroaminoacidos,
son capaces de reaccionar con cisteinas ubicadas en la propia cadena
peptidica, formando puentes tioéter.; lo que resulta en la formacion de los

aminoacidos lantionina (Figura 3) (Melo et al., 2005)

Figura 3. Estructura primaria del lantibiético nisina A. Se indican los residuos de lantionina
en negro como Ala — S — Ala, mientras que los residuos de R-metil-lantionina se muestran en
negro como Abu — S — Ala. Dha (dehidroalanina). Dhb (dehidrobutirina) (Lépez et al., 2008).
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Se han podido identificar distintas variantes de nisina cuya denominacion es: A,
Z, F,y Q (Field et al., 2019). Las variantes A y Z son las formas mas activas,
las méas estudiadas y ademas las que se encuentran comercializadas
actualmente. Ambas variantes difieren Unicamente en un aminoacido en la
posicion 27 de la cadena peptidica (Figura 4). En la nisina A se encuentra el
aminoacido histidina en dicha posicidon mientras que en la nisina Z se encuentra
el aminoacido asparagina. Esta modificacion genera cambios estructurales y
fisicoquimicos como diferencias en la resistencia a cambios de pH, estabilidad
térmica, sensibilidad a enzimas proteoliticas, que se ve reflejado en el espectro

de accién (Shin et al., 2016).
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Figura 4. Secuencia aminoacidicas de nisina A (A) y Z (B). En ambas figuras se observan
las estructuras primarias de nisina A y Z respectivamente. Con flecha roja se indican en ambas
estructuras primarias en la posicion 27 el aminoacido que las diferencia. En ambas estructuras
aminoacidicas se observan en amarillo los puentes sulfuros de los lantibiéticos (Ala — S — Ala
y Abu-S-Abu). En la figura B y en azul se observa una estructura secundaria de alfa hélice
(http://bactibase.hammamilab.org/main.php).

Otra diferencia es el aumento de solubilidad de la variante Z con respecto a la
A, cuando se encuentran a un pH cercano a la neutralidad. Esto se explica por
la mayor polaridad de la asparagina con respecto a la histidina. Esto no afecta
la actividad antimicrobiana de ambas moléculas, sin embargo, la difusion de la
nisina Z en alimentos semisolidos es mucho mayor que la variante A (Shin

et al., 2016).

Gen estructural de Nisina

En la biosintesis de bacteriocinas producidas por Gram positivas y en particular
los lantibiéticos como la nisina, estan involucrados un grupo de 11 genes
(Figura 5), dentro de los cuales se encuentran los genes responsables de la
biosintesis y los de inmunidad. Dentro del grupo de genes necesarios para la
biosintesis, se incluye un gen para el pre péptido: prenisina (nisA). La prenisina
formada es procesada posteriormente en el citoplasma por la maquinaria
celular. Los genes que codifican para enzimas que modifican aminoacidos
mediante reacciones de deshidratacion y formacion de la estructura anillada

(formacion de lantioninas) son nisB y nisC; un gen para la secrecion, nisT y otro
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para la escision del péptido lider (nisP). Los genes nisl, nisF, nisG y nisE,
confieren inmunidad a la cepa productora sobre sus propios productos de
secrecion. La regulacion de la expresion de la bacteriocina est4 dada por los
genes nisR y niskK, los que se encuentran relacionados con la auto-regulacion
de la expresion de la Nisina, a través de un sistema de regulacion de 2
componentes. NisK es un receptor de nisina madura que se encuentra
localizado en la membrana citoplasmatica. Una vez dada la union receptor-
ligando comienza una cascada de fosforilacion, donde el activador de la
transcripcion NisR, es fosforilado por NisK. NisR fosforilado es capaz de unirse
al ADN en la regidon promotora PnisA. La activacion de este promotor inicia la
expresion de los genes niSABTCPRK y nisFEG. Estos genes estan localizados
en cromosomas o en plasmidos (Ben Lagha et al., 2017; Kaufmann 2018;

Mufoz-Rojas, 2004).

DR R0

993 600 414 245 682 228 446 225 241 214 aa

Figura 5. Organizacion de los genes implicados en la biosintesis de la nisina, se
observan los 11 genes. » Promotor, T: terminador; nisA, gen estructural; nisB, C,
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modificacién postraduccional; nisT, transporte; nisl, F, E, G, transporte / inmunidad; nisR, K,
sistema de regulacion de dos componentes (Cano et al., 2015).

Métodos para deteccion e identificacion de bacteriocinas

Existen una gran variedad de estudios publicados en los que se ha utilizado la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para confirmar el
origen de la actividad antimicrobiana de la bacteria en estudio. En este sentido,
se utilizan cebadores especificos para detectar la presencia de genes
involucrados en la produccion de bacteriocinas (Juturu & Wu, 2018; Martinez,
1996). Esta técnica también se utiliza en conjunto con otras técnicas como la
espectrometria de masas, en casos donde se han hallado compuestos
antimicrobianos en sobrenadantes libre de células (SLC), provenientes de
cultivos del microorganismo productor de dichos agentes antimicrobianos. De
esta manera, se busca identificar de forma especifica el agente inhibidor

(Saraiva et al., 2020a).

La espectrometria de masas se introdujo en el ambito del analisis de
biomoléculas al final de la década de los afios 70 del siglo pasado y se
reconocio por primera vez en 1988 como un método para examinar moléculas
grandes y actualmente la espectrometria de masas MALDI-TOF MS (por sus
siglas en inglés: Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) se ha convertido en una herramienta esencial en protedmica
(Khatun et al., 2007; Mingorance et al., 2016 ; Rose et al., 1999). Esta técnica
consiste, a grandes rasgos, en la obtencion de iones a partir de moléculas

organicas en fase gaseosa. Para ello, la muestra introducida en el
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espectrometro es ionizada y los iones generados son sujetos a campos
magnéticos y eléctricos a fin de separarlos de acuerdo a su relacion
masa/carga (m/z). En este caso, esa separacion se realiza mediante el analisis
de los tiempos de vuelo de los iones generados (TOF — Time of Fly). Por lo
tanto, iones de mayor masa, tendran tiempos de vuelo mayores, porque son
mas pesados, mientras que iones de menor masa tendran tiempos de vuelo

mas pequefos (Gallegos-Perez, 2009).

Esta técnica presenta varias ventajas que la hacen adecuada para el analisis y
caracterizacion de bacteriocinas, como lo son su facilidad de uso, la
sensibilidad (de picomol a femtomoles), £ 0,1% y su tolerancia relativa a los

contaminantes en la muestra (Rose et al., 1999).

De hecho, se ha demostrado que la espectrometria de masas MALDI-TOF ha
sido una técnica apropiada para identificar y diferenciar eficazmente nisina y

lacticina 481 en SLC de cepas de Lactococcus (Zendo et al., 2008)

En trabajos previos realizados en el laboratorio donde se desarroll6 la presente
tesis (Unidad Académica Ciencia y Tecnologia de la Leche de la Facultad de
Veterinaria, UdelaR) se han caracterizado péptidos antimicrobianos producidos
por L. lactis subsp. lactis y se ha estudiado su accion sobre diferentes
patégenos de importancia en inocuidad de alimentos. En este sentido, en el
trabajo realizado por Rodriguez (2017), se logré implementar una técnica de
purificacion de la/s bacteriocinas producidas por un L. lactis subsp. lactis GU
967439 nativo. Esto implico caracterizar el SLC de un cultivo bacteriano de este
microorganismo, determinar su actividad antimicrobiana frente a Listeria
innocua y el origen peptidico de la misma. Ademas, fue posible purificar la/s

bacteriocina/s producidas mediante un sistema de precipitacion con sulfato de
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amonio y posterior concentracibn mediante cromatografia de intercambio
ionico. Las fracciones de esta cromatografia, con actividad antimicrobiana,
fueron conservadas a -20°C, para su posterior andlisis e identificacién de los
agentes inhibitorios alli presentes, mediante alguna técnica que lo permita,

como ser la espectrometria de masas.

En este contexto y a partir de estos avances, es que se disefid esta
investigacion, donde los ensayos realizados fueron enmarcados en esta tesina

de grado.
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2. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar mediante aproximaciones génicas y protedmicas, la/s
BLIS, producidas por una cepa nativa de Lactococcus lactis GU 967439,
aislado en queserias artesanales provenientes del Departamento de Colonia,

Uruguay.

2.1 Objetivos Especificos

2.1.1. Corroborar la produccion y naturaleza de la/s sustancias/s con
capacidad antimicrobiana en el sobrenadante libre de células de cultivos de L.

lactis GU 967439.

2.1. 2. Determinar si el gen estructural de nisina esta presente en el genoma de

L. lactis GU 967439.

2.1.3 Identificar mediante espectrometria de masas el/los péptidos con
actividad antimicrobiana presentes en el sobrenadante libre de células de

cultivos de L. lactis GU 967439.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Equipos y Materiales

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron materiales y equipos
provistos por el Laboratorio de la UACTL y por el Departamento de Biologia

Celular y Molecular - Area Biofisica, ambos en Facultad de Veterinaria UdelaR.

3.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se utiliz6 la cepa nativa L. lactis GU 967439.

Este aislamiento se trata de una BAL nativa con efecto inhibidor del
crecimiento frente a Listeria monocytogenes (L.monocytogenes), Listeria
innocua (L.innocua) y Streptococcus bovis (S.bovis) (Fraga Cotelo et al., 2013),
posiblemente por produccion de BLIS. Como cepa control se utilizd L. lactis
ATCC 11454, productora de nisina A (Fernandez et al., 2013). Ambos L. lactis
fueron mantenidos a -20°C en caldo M17 Broth (Himedia®) con glicerol (15%,
v/v).

Los microorganismos indicadores de actividad antimicrobiana utilizados en los
ensayos fueron Listeria innocua American Type Culture Collection ATCC 3309
y Streptococcus bovis spp. 2.5 WT provisto por el Departamento de
Microbiologia del 1IBCE (Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable), el cual fue utilizado como microorganismo indicador por Fraga (2013).

Se utiliz6 Listeria innocua debido a que es una especie no patégena y
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cercanamente relacionada a la especie patégena L. monocytogenes (Milillo

et al., 2012)

Para el crecimiento y ensayos de inhibicion de L. innocua se utilizé el medio de
cultivo Brain Heart Infusion (BHI HiMedia®, India) suplementado con 0.6% (p/v)
de extracto de levadura (Ye) (HiMedia®, India), a 37°C por 24 h en condicién

de aerobiosis.

Para el crecimiento y ensayos de inhibicion de S. bovis 2.5 WT se utiliz6 medio
Mann-Rogosa-Sharpe (MRS, Difco, USA) bajo las mismas condiciones de

crecimiento mencionadas para L. innocua.

La pureza de todos los cultivos utilizados en este trabajo fue evaluada

mediante examen macroscopico de las colonias por tincion de Gram.

3.3 Obtencién del sobrenadante libre de células

Considerando que las sustancias inhibitorias del crecimiento son secretadas
por las bacterias al medio de cultivo (medio extracelular), fue necesario obtener
este medio extracelular pero libre de células bacterianas, al cual
denominaremos sobrenadante libre de células (SLC). De esta manera, se
procedié a obtener el SLC de cultivos de L. lactis GU 967439 y L. lactis ATCC
11450 en fase de crecimiento exponencial, dado que, de acuerdo a estudios
previos, es cuando son secretadas las sustancias inhibitorias del crecimiento
(Rodriguez, 2017). Para ello se partid de un cultivo puro de ambas cepas, se
inocul6 una colonia aislada en 5mL de caldo M17 Broth (Himedia®) y se incubo

durante 12 h a 30°C en microaerofilia, condiciones 6ptimas determinadas por

25



Lorenzo y Raffo (2015), quienes evaluaron mediante curvas de crecimiento la

cinética de produccioén de la/s bacteriocina/s para L. lactis nativo GU 967439.

Posteriormente, se realizé una dilucién al 1% en caldo M17 Broth (Himedia®) y
se re-incubd en idénticas condiciones. Los repiques en cultivos seriados se
realizaron con la finalidad de aumentar la biomasa y por tanto el aumento de la
produccion de BLIS. Finalmente, el cultivo se centrifugé a 10000xg durante 15

minutos a 4°C (centrifuga SENOVA®) y se recupero el sobrenadante obtenido.

3.4 Determinacioén de la actividad antimicrobiana

Con el objetivo de determinar la presencia de BLIS en el sobrenadante, se
ensayo la técnica well diffusion (Fraga Cotelo et al., 2013 ; Perelmuter et al.,
2008). Este es un método que permite cuantificar la capacidad antimicrobiana
de una sustancia por medio de la difusion de la misma en un medio semi-sélido
(soft agar) y de esta manera inhibir el crecimiento de microorganismos
presentes en dicho medio (Bonev etal., 2008). A los microorganismos
evaluados se les denomina microorganismos indicadores. Los cultivos de L.
innocua ATCC 3309 y S. bovis spp (indicadores), fueron obtenidos mediante la
siembra de colonias aisladas en 5 mL de medio de cultivo (ver punto 3.3) y

fueron incubados over-night (ON) a 37°C en aerobiosis.

Con la finalidad de obtener una concentracién final aproximada a 1x10°
UFC/mL de microorganismo indicador en cada placa a ensayar con agar semi-
sélido, se realizaron diluciones seriadas en base 10 de los cultivos antes

mencionados en solucién salina estéril (NaCl 0.85%). De la dilucién 1/1000 se
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tomé 1 mL y se inoculd6 en medio de cultivo correspondiente para cada

microorganismo (ver punto 3.3), conteniendo 1.5 % de agar.

Cada medio fue previamente fundido y templado a 45°C y una vez conteniendo
los microorganismos indicadores, fueron volcados en placas de Petri, a las que
previamente se les ubicaron cilindros de metal estériles, los que se retiraron

una vez solidificado el medio, generando los pocillos de siembra.

En dichos pocillos fue sembrado el SLC proveniente de cultivo de L. lactis GU
967439, cuyo pH fue previamente ajustado a 6.5 con NaOH 1M, para descartar
el efecto inhibitorio sobre los microoganismos indicadores de los &cidos

organicos generados durante la fase exponencial de crecimiento de las BAL.

Con la finalidad de observar la minima concentracion a la cual el SLC presenta
actividad antimicrobiana, se realizaron diluciones seriadas en base 2 del SLC

(pH 6.5), con Solucion Buffer Fosfato estéril (PBS 10 mM pH 7).

Por ultimo, 100 L de estas diluciones fueron inoculados en los pocillos de las
placas de agar semi-sélido. Como control positivo se utiliz6 100 yL de una
solucién de Nisina (Nisaplin®, Danisco) 100 mg/mL en HCl 0.02 N (pH 2,
actividad 6ptima de nisina) y como controles negativos se utilizaron iguales
volimenes de caldo M17, HCI 0.02 N o PBS (10 mM, pH 7), dependiendo del
ensayo realizado. Finalmente, la incubacion de las placas se realiz6 a 37°C
durante 12 h en aerobiosis. Al cabo de ese tiempo, se realiz6 la lectura de los
halos de inhibicion (actividad antimicrobiana) presentes alrededor de los
pocillos sembrados. Esta se expresé en unidades arbitrarias de actividad por
mililitro (UA/mL), siendo una UA el inverso de la dilucion mas alta que presento

un halo de inhibiciébn del crecimiento frente al microorganismo indicador
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(Schillinger et al., 1991). Por ejemplo: dilucién 1/16 del SLC, es la ultima de las
diluciones seriadas que presenta actividad inhibitoria frente al indicador,
entonces la actividad antimicrobiana de ese SLC es 16 UA. Este ensayo se

realiz6 por triplicado.

3.5 Tratamiento enzimético

Con el objetivo de corroborar la naturaleza de la sustancia BLIS presente en el
SLC de cultivos de L. lactis GU 967439 se propuso evaluar la actividad
antimicrobiana remanente luego de la incubacién con diferentes enzimas
proteoliticas. Dichas enzimas fueron: Pepsina, Tripsina, Proteinasa K, a
Quimiotripsina y Pronasa E. Las soluciones enziméticas fueron preparadas a
una concentracion de 10 mg/mL (Perelmuter etal.,, 2008). En tubos tipo
eppendorf estériles se colocaron 900 pL del SLC y 100 pL de solucién de cada
enzima. El pH de la mezcla fue ajustado a pH 7 excepto para Pepsina que se
ajusto a pH 3. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 1 hs. Finalmente, el
pH del SLC tratado enzimaticamente fue nuevamente ajustado a 6.5 y su
actividad fue evaluada mediante la técnica de well diffusion (Fraga et al., 2008)

anteriormente descripta.

3.6 Deteccion del gen estructural de Nisina

Extraccion de ADN

Para cumplir con este objetivo se realiz6 la extraccibn de ADN gendmico a
partir de las cepas de L. lactis ATCC 11454 y L. lactis GU 967439. A partir de
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colonias puras y aisladas, se realizaron cultivos ON en caldo M17 Broth
(Himedia®) con un volumen final de 5 mL, a 30°C en condicion de
microaerofilia. Una alicuota del cultivo (1 mL) fue centrifugada a 5000 xg
durante 5 minutos a 4°C. El lavado del pellet o sedimento se realiz6 dos veces
con 1 mL de PBS salino (10 mM NaCl pH 7.4). El pellet se resuspendié en 100
uL de una solucién de PBS 10 mM pH 7.4 y Tween 20 al 0.05 % y se llevo a
ebullicion durante 10 minutos (Longhi et al., 2003). Posteriormente se
centrifugd a 16000xg durante 15 minutos. ElI sobrenadante, fraccion

enriquecida en ADN gendmico, fue recuperado y se almacené a -20 °C.

Control de integridad y pureza

Para evaluar la integridad del ADN extraido se realiz6 una corrida
electroforética en gel de agarosa al 0.8 % en TBE (Tris-Borato-EDTA). Se
sembraron alicuotas de ADN de las cepas de L. lactis GU 96743 y L. lactis

ATCC 11454 puros y en una dilucién 1:10.

La concentracion y pureza del ADN obtenido fue evaluada mediante
espectrofotometria (Nanodrop™ 1000 Spectrophotometer by Thermo Fisher

Scientific).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacién mediante PCR para detectar el gen estructural que codifica
para la nisina se realiz6 en base al protocolo propuesto por Alegria et al., 2010.

En este trabajo se utilizaron los primers:
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Nis-F: 5-CGGCTCTGATTAAATTCTGAAG-3" y

Nis-R: 5"GGATTAGCTAGTAGTAACTGTTC-3". La mezcla de reaccion de
PCR, contenia 100 ng de ADN gendmico, 0.4 uM de cada primer, 200 uM de
dNTP’s, 1.5 mM de MgCl, y 1 U/uL de Taq polimerasa, el volumen final fue de
25 yL. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: la desnaturalizacion
inicial se realizé durante 10 minutos a 92°C, seguida de 30 ciclos de 54
segundos para la desnaturalizacion a 94°C, hibridacion durante 45 segundos a
50°C y la extension durante 45 segundos a 72°C. La extension final fue por 1

minuto a 72°C.

Los productos de PCR fueron evaluados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % en TBE en presencia de Syber safe®. Las bandas
correspondientes al producto de PCR en el gel de agarosa fueron observadas

bajo luz UV en un transiluminador (Fisher Scientific®).

3.7 Espectrometria de masas

La identificacién de las BLIS en el SLC fue determinada mediante su analisis
por Espectrometria de Masas (Maldi Tof/Tof 4800; AB/Sciex; Instituto Pasteur
de Montevideo). Las fracciones utilizadas para dichas determinaciones fueron
obtenidas por Rodriguez (2017), utilizando la metodologia que se describe a
continuacion. ElI SLC de cultivos de L. lactis GU 967439 se precipitaron con
sulfato de amonio y el concentrado proteico fue sometido a cromatografia de

intercambio idnico. Las fracciones generadas en la cromatografia enriquecidas
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en proteinas y que presentaron actividad antimicrobiana (evaluada mediante la

técnica de well-diffussion — ver 3.4), fueron almacenadas a -20°C.

Las fracciones con actividad antimicrobiana (1uL) se depositaron en una placa
de MALDI TOF/TOF (Opti-TOF 384 Well insert, AB Sciex), sobre ellas se les
depositdé 1uL de una suspension de 10 mg/mL de &acido a-ciano-4-
hidroxicinamico en acetonitrilo al 60% y TFA al 0,1% y se mantuvieron en una
camara de flujo laminar horizontal hasta su co-cristalizacion. Se realizd una
medida de masa entera en un rango de m/z 800 - 6000. Los espectros de masa
se obtuvieron en un modo reflector positivo con un laser (YAG) a 355 nm hasta
un maximo de 3125 disparos por espectro. El voltaje final del detector fue de
2.015 kV. La calibracion de los espectros se realiz6 con una mezcla de

calibracién comercial (Mass standard kit for calibration Cal Mix 1, AB Sciex)
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RESULTADOS

4.1 Determinacién de la actividad antimicrobiana

Con el objetivo de confirmar la actividad antimicrobiana de los cultivos de L.
lactis GU 967439 realizados para este trabajo, se probd la actividad inhibitoria
del SLC de estos cultivos, frente a L. innocua y S. bovis, las cuales ya han sido
reportadas (Fraga Cotelo et al., 2013 ; Rodriguez, 2017). Uno de estos ensayos

de inhibicién se puede observar en la Figura 6.

Figura 6: Técnica well diffusion. Actividad antimicrobiana presente en el SLC de L. lactis
GU967439 frente a Listeria innocua ATCC 3309. Las flechas muestran el halo de inhibicién.
Los simbolos de C+ y C- en los pocillos centrales hacen referencia a los controles positivo
nisina (100mg/mL) y negativo HCI (0.02N) respectivamente. El nimero fraccionario presente en
los pocillos circundantes hace referencia a las diluciones en base 2 del SLC sembradas en los
mismos.
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A partir de estos resultados se determind la actividad antimicrobiana del SLC
de L. lactis GU 967439 en UA/mL. El titulo de actividad antimicrobiana del SLC
obtenido para cada microorganismo indicador se muestra en el Cuadro I,
siendo mayor la actividad inhibitoria frente a S. bovis 2.5 WT que frente a L.

innocua ATCC 3309.

Cuadro I. Actividad antimicrobiana presente en el SLC de L. lactis GU
967439 frente a dos microorganismos indicadores determinada mediante
la técnica well diffusion.

Microorganismos Indicadores Actividad inhibitoria (UA/mL)
L.innocua ATCC 330909 80
S. bovis spp. 320
nisina A (Nisaplin®) (control positivo) presenta
HCI 0.02N pH 2 / M17 (controles negativos) no presenta

4.2 Tratamiento con enzimas proteoliticas

El tratamiento con enzimas proteoliticas sobre el SLC de L. lactis GU 967439
se realiz6 con el fin de confirmar el caracter peptidico del mismo. Los
tratamientos proteoliticos se realizaron en paralelo para ambos
microorganismos indicadores con el objetivo de comparar si aln se conservaba
el efecto inhibitorio de la/s moléculas presentes en el SLC luego dicho

tratamiento.
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Frente a ambos microorganismos indicadores el SLC muestra pérdida de
actividad cuando es tratado con Pronasa E y Tripsina. Sin embargo el
tratamiento con a-Quimiotripsina y Proteinasa K evidencié un comportamiento
opuesto sobre uno u otro indicador (Cuadro Il). A excepcion del tratamiento con
Tripsina, el cual fue incorporado en el desarrollo de este trabajo y solo se
realiz6 frente a S. bovis, los resultados para los restantes tratamientos
enzimaticos ya fueron reportados de manera independiente para S. bovis spp.y
para L. innocua (Fraga et al.,, 2013 y Rodriguez, 2017, respectivamente),
mostrando la reproducibilidad de los resultados en el tratamiento proteolitico

del SLC de L. lactis GU 9674309.

Cuadro Il. Tratamiento con enzimas proteoliticas. Ensayo de actividad
antimicrobiana remanente (técnica well diffusion) del SLC neutralizado
frente a dos microorganismos indicadores luego del tratamiento con
diferentes enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas

Indicador Pepsina a Quimiotripsina Proteinasa K PronasaE Tripsina

L.innocua NR 7

S.bovis spp.

+/-): presencia/ausencia de halo de inhibicion en el ensayo de well diffusion.NR (no realizado).
Ya reportado por Rodriguez, 2017. * Ya reportado por Fraga et. al, 2013.
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Considerando que la nisina A es producida por Lactococcus lactis lactis, al
igual que el microorganismo motivo de estudio en el presente trabajo, podria
esperarse la presencia de esta bacteriocina en el SLC de cultivos de L. lactis
GU 967439. En este contexto es que se utilizd la nisina A comercial
(Nisaplin®), como control del tratamiento enzimatico realizado con las enzimas

proteoliticas al SLC, frente a los mismos microorganismos indicadores.

Cuadro Ill Ensayo de actividad antimicrobiana de nisina A (Nisaplin®)
(100 mg/ml) frente a dos microorganismos indicadores luego del
tratamiento con diferentes enzimas proteoliticas.

Enzimas proteoliticas

Indicador Pepsina o Quimiotripsina Proteinasa K
L.innocua S S -
S. bovis spp.

-(-): ausencia de halo de inhibicién en el ensayo de well diffusion. Ya reportado por Rodriguez,
2017.

En el cuadro lll se puede apreciar el comportamiento de nisina A luego del
tratamiento enzimatico realizado con las enzimas proteoliticas: Pepsina, a-
Quimiotripsina y Proteinasa K, bajo las mismas condiciones y respecto a los

mismos microorganismos indicadores que para el SLC. En todos los casos se
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observa que la actividad antimicrobiana remanente de nisina A, resulta en
pérdida total de actividad y ademas exhibe un comportamiento idéntico sobre
ambos microorganismos indicadores. La sensibilidad de la nisina A frente a
estas enzimas proteoliticas ha sido reportada ampliamente (et

al.,1993;Vasquez et al., 2009; Tenea et al., 2018)

4.3 Deteccioén del gen estructural de Nisina

Este procedimiento se realiz6 para comprobar si la actividad antimicrobiana de
caracter peptidico observada en el SLC pos tratamiento enzimatico, podria
vincularse con la expresién del gen de nisina, la bacteriocina mayormente

expresada por L. lactis spp. (Cleveland et al., 2001)

4.3.1 Control de integridad

La integridad del ADN gendmico (ADNg) extraido de cultivos puros de L. lactis
GU 967439 se comprob6é mediante electroforesis en gel de agarosa. En
paralelo también se realiz6 la extraccidbn de ADNg a partir de cultivos puros de
L. lactis ATCC 11454, dado que dicho microorganismo sera utilizado como

control positivo de la PCR, por ser productor de nisina (Dussault et al.,2016).
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MPM L. lactis L. lactis
pb GU 96743 ATCC 11454

15000
10000

5000

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. Se observa la presencia de bandas de alto
peso molecular, correspondientes a los ADNg de los microorganismos ensayados. Carril 1:
Marcador de peso molecular Invitrogen™ 1Kb Plus DNA Ladder; Carriles 2 y 3: L. Lactis GU
967439 (1 pg); Carriles 4y 5 L. lactis ATCC 11454 (1pg).

La electroforesis en gel de agarosa presentd para ambos microorganismos una
sola banda de alto peso molecular, con ausencia de bandas de pesos
moleculares inferiores, descartando posible degradacion y efectivamente

confirmando la integridad del ADNg extraido (Figura 7).

4.3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir del ADNg obtenido para L. lactis GU967439 se realiz6 PCR utilizando
cebadores (primers) para el gen de nisina, que da por resultado un amplicon de
513 pb. Los productos de PCR para la cepa control L. Lactis ATCC 11454 y la

cepa problema L. Lactis GU 967439 fueron del tamafio esperado (500 pb),
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confirmando la presencia del gen estructural de nisina en el genoma de L. lactis

GU967439 (Figura 8).

MPM L. lactis L. lactis
pb GU 967439 ATCC 11454 C-

1500

500

Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Se observa el producto de PCR del peso
esperado (513 pb) para el gen de nisina, utilizando como molde el ADNg de L. lactis GU
967439 (Carriles 2 y 3) y de L. lactis ATCC 11454 (Control Positivo , Carriles 4 y 5). Carril 6:
control negativo, PCR sin molde.

Considerando que los primers utilizados son genéricos para nisina, no es
posible confirmar cual/es tipo/s de nisina (A, Z, Q, F, etc.) es la que se

encuentra presente en el genoma L. lactis GU 967439.

4.4 Espectrometria de Masas

Con el objetivo de identificar la/s sustancia/s inhibitoria/s de origen proteico

presentes en el SLC de los cultivos de L. lactis GU 967439, se llevaron
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adelante ensayos de espectrometria de masas Maldi-TOF. Es importante
resaltar que en esta técnica, los iones generados a partir de la muestra,
generalmente son monocargados, por lo tanto, la relacion masa/carga de estos

iones es practicamente igual a su masa (Gallegos-Perez, 2009).

La Figura 9-A muestra el espectro de masa (full scan) de una de las fracciones
proteicas del SLC de cultivos de L. lactis GU 967439 obtenidas mediante
cromatografia de intercambio i6nico y que demostraron conservar actividad
inhibitoria frente a L. innocua ATCC 3309. Alli se pueden observar picos
diferentes en funcién de la masa de los iones detectados por el equipo (Eje x:
masa (m/z)). La altura de esos picos (Eje y: Intensidad (%)) corresponde con la
abundancia relativa de cada una de esos iones, en funcion del ion mas
abundante detectado por el espectrdmetro. En este espectro y a valores de
relacion m/z comprendidos entre 800 y 2000 (Fig. 4-A flecha negra), se
presentan una serie de picos correspondientes a masas repetitivas dado que la
diferencia de masa entre picos es siempre la misma (44 Da). Este patréon se
asocia habitualmente a la presencia de polimeros (ej: plasticos) o
contaminantes (ej: detergentes) en la muestra. Sin embargo, se puede
observar una serie de picos a valores de m/z cercanos a 3000 (Fig 9-A flecha
roja). Es en esta region del espectro donde se espera sefial, dado que
usualmente las bacteriocinas producidas por L. lactis lactis son de Clase |
(peso molecular menor a 5 kD)(Balciunas et al., 2013). La Figura 9-B muestra
esa region del espectro full scan, amplificada. La medida de m/z obtenida a
3329, 56 m/z, coincide segun la bibliografia con la masa esperada para la

nisina Z (3330, 93 Da) (Saraiva et al., 2020b). También se puede observar
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derivados oxidados del compuesto de interés (3345,5 m/z= 3329.56+16 (masa

de un &tomo de oxigeno)).

Intensidad (%)

/

Intensidad (%)
K—(qﬁma

o
3315.0 33316 33482 33648 33614

Masa (m/z)

Figura 9. Espectrometria de masa de fraccién proteica obtenida a partir de SLC de cultivos de
L. lactis GU 967439. A.-espectro de masa full scan, donde se observan picos correspondientes
a masas repetitivas (flecha negra) y picos correspondientes a valores de masa en el entorno de
3000 m/z (flecha roja). B-Ampliacion del espectro full scan mostrado en A, en la region
sefializada por la flecha roja. Se observa pico a una masa de 3329.56 m/z (flecha negra entera)
y derivados oxidados de ese compuesto a 3345.5 m/z (flecha negra punteada)
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DISCUSION

La produccion de las bacteriocinas depende del crecimiento y actividad
fisiologica de la cepa productora. Por lo tanto, la naturaleza de la cepa, la
composicién del medio de cultivo (relacidon entre carbono, nitrégeno y fosforo),
las condiciones de fermentacién (temperatura, tiempo de crecimiento, pH inicial
y final, agitacién, aireacion, etc.) son factores muy importantes que influyen en

la produccién de las bacteriocinas (Wu et al., 2004).

En este sentido y como punto de partida de este trabajo fue que nos
propusimos chequear la produccion de sustancias inhibidoras por parte de L.
lactis GU 967439, reproduciendo las condiciones de crecimiento y de obtencion

del SLC puestas a punto por Rodriguez (2017).

En estas condiciones, el SLC obtenido a partir de L. lactis GU 967439,
demostré tener la capacidad de inhibir el crecimiento de los microorganismos
indicadores S. bovis y L. inocua lo cual ya habia sido reportado previamente
por Fraga et al. (2013) y Rodriguez, (2017). Ademas, se pudo confirmar que la
capacidad de produccién de dichas sustancias inhibitorias por L. lactis GU
967439 fueron mantenidas a lo largo del tiempo y en condiciones de

conservacion a bajas temperaturas (20% glicerol, -20°C).

Las sustancias BLIS son segregadas por un gran numero de BAL para inhibir el
crecimiento de otros microorganismos competidores, sin embargo también son
capaces de producir otro tipo de sustancias inhibitorias como los &acidos
organicos, principalmente acido lactico y sustancias volatiles como el diacetilo y

metabolitos activos del oxigeno, entre otros (Jamili 2008).

41



En este trabajo los ensayos fueron realizados con el SLC a pH neutro para
descartar el efecto inhibitorio proveniente de la produccién de acido lactico, el
cual forma parte del SLC. Otras sustancias que podrian encontrarse alli, son el
diacetilo y el perdxido de hidrogeno, sin embargo son productos muy volatiles y
no fueron considerados como interferentes debido a que si consideramos el
volumen de SLC que se coloca dentro del pocillo en los ensayos de well
difussion, asi como la temperatura y el tiempo de incubacion; es probable que
estas sustancias, de encontrarse en el SLC se volatilicen y no participen en la

inhibicién de los indicadores (Martinez-Cuesta et al., 2001).

Esto sugiere que el SLC presenta actividad antimicrobiana debido a la
presencia de sustancias tipo BLIS, tal como lo reportaron Fraga et al. (2013) y

Rodriguez (2017).

En este ensayo también se observd que ambos microorganismos indicadores
presentaron un comportamiento diferente frente al SLC. Esto se manifesté en
los titulos de actividad inhibitoria que presentaron ambos microorganismos
(Cuadro 1), donde un mayor valor de UA/mL reflejaria una mayor sensibilidad
frente a las sustancias inhibitorias presentes en el SLC. En el Cuadro | se
puede observar que la sensibilidad de S. bovis fue mayor con respecto a la de
L. innocua frente a las misma/s molécula/s tipo BLIS presentes en el SLC y
bajo las mismas condiciones experimentales, por lo tanto dicha diferencia de

sensibilidad entre ambos podria ser inherente a cada indicador.

En la literatura estd ampliamente reportado que las bacteriocinas producidas
por microorganismos tienen efecto antimicrobiano frente a especies
filogenéticamente cercanas (Juliana & Duque, 2015; Vasquez et al 2009). Esto

se debe a cambios en la composicion de la membrana y/o pared celular, lo cual
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se relaciona con cambios en la resistencia a las sustancias BLIS. En la figura
10, se observa que Streptococcus se encuentra mas cercano filogenéticamente
a L. lactis que Listeria (Bern et al 2005). Esto podria explicar la mayor

sensibilidad de S. bovis frente al SLC.

Proteobacteria 5

Neisseria izobi
Y Xylellax m's Fwwmes«:!rhlzol:lmm o
- Brucella
H,aﬁm?"pm””‘"” : Caulobacter

Rickettsia
Escherichic

Helicobacter 85 hauliex

Thermotoga
€

Campylobacter Fusobacterium

Chiamydophila

Staphylococcus

Firmicutes

Bacillus (Low GC Gram+)

Chlamydia

Borrelia \\ Cbsu%qe;nobadlus
. S Ui
Spirochaetes *\ Thermoanaerobacter
T A Bacteroides Chlorobium Chloroflexus

& N°s'°°. Cyanobacteria
Mycobacterium 2 ystis

: Deinococcus
Corynebacterium| L

Actinobacteria Bifidobacterium 0.1 substitutions per site
(High GC Gram+)

Figura 10. Arbol filogenético de bacterias adaptado y calculado a partir de proteinas
representativas. Se puede observar la cercania de Lactococcus spp. (Indicado en color celeste)
de Streptococcus spp. (en color naranja). Ambos parten de la misma bifurcacién, en cambio
Listeria spp. (Indicado en color verde), se halla en otra rama en un plano inferior. Esta imagen
muestra las diferentes distancias filogenéticas entre la especie productora de BLIS y ambos
microorganismos indicadores utilizados en los ensayos del presente trabajo. (Bern et al.; 2005)

Siguiendo con los resultados obtenidos y en linea con aproximarnos a la

naturaleza del inhibidor, es que se realizaron los ensayos con enzimas
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proteoliticas del SLC. Es importante considerar que los ensayos enzimaticos
solo aportan informacion para desarrollar una caracterizacion preliminar de los
SLC con actividad asociada a BLIS y brindan Unicamente una aproximacion
sobre la naturaleza quimica de los componentes activos presentes en dicho
SLC. Sin embargo la sensibilidad a las proteasas es un criterio clave para la
caracterizacion de una sustancia inhibitoria tipo bacteriocina, ya que refleja la
composicién peptidica/aminoacidos y en algunos casos el estado
conformacional especifico, estando esto relacionado intimamente con el modo

de accion.

En este trabajo, en los tratamientos de digestion enzimatica se utilizé un panel
de enzimas que permitié caracterizar a la sustancia inhibidora. A excepcién del
tratamiento con tripsina, el cual fue incorporado durante el desarrollo de este
trabajo, los resultados para los restantes tratamientos enzimaticos ya fueron
reportados de manera independiente para los indicadores L. innocua y S. bovis
spp. (Rodriguez, 2017 y Fraga et al., 2013, respectivamente); mostrando la
reproducibilidad de los resultados en el tratamiento proteolitico del SLC de L.
lactis GU 967439 (Cuadro II). En algunos casos la actividad se mantuvo y en
otros hubo pérdida total de la misma posterior al tratamiento, sugiriendo que la
sustancia/s inhibitoria/s presentes en el SLC son de caracter peptidico. Es
importante destacar que el perfil inhibitorio del SLC tratado con las enzimas
proteoliticas, sobre los indicadores utilizados, fue diferente. Por ejemplo,
cuando el SLC fue tratado con a-Quimiotripsina y Proteinasa K, ambos
microorganismos indicadores se comportaron de manera diferente frente al
mismo SLC tratado bajo idénticas condiciones. Si bien ambos microorganismos

indicadores son Gram positivos, pertenecen a diferentes especies, por lo que la
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composiciéon quimica de su membrana podria variar. Esto es relevante
considerando que la molécula de nisina para ejercer su efecto inhibitorio no
requiere de un receptor unido a la membrana de la célula microbiana blanco, ya
que reconoce la composicion fosfolipidica de la membrana citoplasmética de la
célula, uniéndose a ésta a través de interacciones electrostaticas con los
fosfolipidos cargados negativamente. Luego del reconocimiento, las moléculas
de nisina se insertan en la membrana con una reorientacion que depende del
potencial de membrana, del pH y la composicion fosfolipidica de la membrana
diana (Gonzéalez-Martinez et al 2003). Esto podria explicar las diferencias de
sensibilidad entre microorganismos indicadores cuando son enfrentados a una
misma sustancia inhibidora (Cardoso, 2010 ; Lisboa et al., 2006 ; Willey & Van

Der Donk, 2007).

Por otra parte, dependiendo del tipo de enzima proteolitica utilizada, seran los
patrones de inhibicibn que muestre la sustancia tipo BLIS en el SLC. Por
ejemplo, cuando se utiliza Tripsina, que escinde en sitios especificos donde se
encuentran aminoacidos cargados positivamente principalmente lisina, se
obtendran péptidos de menor tamafio, que podrian 0 no mantener la actividad
antimicrobiana, si es que estos péptidos conservan aminoacidos capaces de

unirse a la membrana y de ejercer funcién antimicrobiana.

Por lo tanto, la funcién antimicrobiana posterior al tratamiento va a depender de
las caracteristicas del sitio de corte de dichas enzimas y de la secuencia
aminoacidica de la BLIS presente en el SLC asi como de la nisina. Pero si la
actividad de la BLIS depende de la conformacion, es necesario que el motivo
responsable de la actividad, se encuentre en algin péptido post-protedlisis, que

ademas mantenga dicha estructura tridimensional. De hecho, las estructuras
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secundarias de los péptidos con actividad antimicrobiana tienen un rol muy
importante en dicha actividad bioldgica debido a que las a hélices y las laminas
B plegadas presentes en las bacteriocinas son anfifilicas, sugiriendo una
oligomerizacion de los mondémeros, los cuales se unen en primer lugar a la
membrana celular mediante la regiébn N-terminal de la bacteriocina (region
hidrofilica). Asi es como sobre la membrana diana luego se forma el
denominado barrel-stave o pentagrama de barril, en donde las caras
hidrofébicas se orientan hacia la parte lipidica de la membrana y las

hidrofilicas forman el canal del poro (Araujo, 2015; Heredia- castro et al 2017).

Entonces para que se mantenga la actividad inhibitoria del SLC pos tratamiento
proteolitico, es necesario se conserve de alguna manera la secuencia/motivo
responsable de dicha actividad en la sustancia tipo BLIS presente. Si bien la
resistencia a proteasas es comun en algunos compuestos como los
lantibidticos, los cuales, Iluego de sufrir grandes modificaciones
postraduccionales, son altamente resistentes a la accion de estas enzimas
hidroliticas (Willey & Van Der Donk, 2007), el mantenimiento de la actividad
inhibitoria post-protedlisis también podria deberse a un resultado falso positivo,
generado por una protedlisis incompleta de la sustancia tipo BLIS, presente en
el SLC. Para evaluar dicha posibilidad, es que con las enzimas que se mantuvo
la actividad (Pepsina, a-Quimiotripsina y Proteinasa K), se realizé un ensayo
proteolitico sobre ambos indicadores con la nisina comercial, en las mismas
condiciones (cuadro IIl) y con una concentracién (100 mg/mL) muy superior a la
gue posiblemente se pueda encontrar cualquier sustancia inhibitoria tipo BLIS
en el SLC. Sin embargo los resultados obtenidos muestran pérdida total de

actividad inhibitoria de la nisina, sobre ambos indicadores, cuando son tratadas
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con las enzimas antes mencionadas, bajo esas condiciones. Esto permite no
sblo validar los resultados obtenidos para el SLC donde se mantuvo la
actividad inhibitoria, sino que también muestra un perfil de respuesta totalmente
distinto entre el SLC y la nisina A, frente al mismo panel enzimético. Sin
embargo, el panel de enzimas utilizado no permite descartar la presencia de la
nisina A en el SLC, por lo cual, todos los resultados tomados en su conjunto,
sugieren la presencia de otra/s BLIS en el SLC distinta a la nisina A y/o una

mezcla de ellas.

Otro abordaje utilizado para identificar las BLIS producidas por L.lactis GU
967439 fue mediante la realizaciéon de PCR; con el objetivo de verificar si la
actividad inhibitoria presente en el SLC podria deberse a la expresion génica
de alguna sustancia antimicrobiana de caracter peptidico codificada en su
genoma. En este caso, nos propusimos estudiar la presencia del gen
estructural de nisina en L.lactis GU 967439, considerando que Lactococcus
lactis lactis es una de las especies mejor caracterizada y reconocida por ser

productora de la bacteriocina nisina (Marwa G.M. Allam et al., 2016).

Nuestros resultados ratifican la presencia del gen estructural de nisina en el
genoma de L. lactis GU 967439. Dado que en este ensayo se utilizaron
cebadores genéricos, no fue posible distinguir qué variante de nisina fue la
detectada en dicho genoma. De hecho, las variantes de nisina A 'y Z se
diferencian entre si por sustitucion de sélo una base nucleotidica generando un
cambio en un aminoacido, (ANDI & SALAZAR., 2021) por lo tanto, la
identificacion de variantes de nisina utilizando PCR deberia complementarse

con otro abordaje técnico, como ser la secuenciacién del fragmento de interés
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(es decir que contenga la/s base/s nucleotidica/s que cambian) amplificado por

PCR.

Otra opcidn para determinar variantes proteicas presentes en una mezcla, es la
utilizacion de la espectrometria de masas. En nuestro caso, este abordaje nos
permitiria detectar no solo la variante de nisina expresada por L. lactis GU
967439, sino también la posible expresion de otra/s bacteriocinas cuya
presencia no fue testeada en el genoma bacteriano. Con este propdsito, fue
que se llevaron adelante los ensayos de protedmica en fracciones
cromatograficas con actividad inhibitoria, obtenidas a partir del SLC de cultivos

de GU 967439 por Rodriguez (2017) (Ver 3.7).

El analisis de protedmica revel6 una sefial en masa igual a la reportada para la
nisina Z: 3329,5 Da (Margarete etal., 2014), lo cual permitié definir, no
solamente que uno de los componentes activos y responsables de la actividad
antimicrobiana del SLC es una bacteriocina, sino que ademas se trata la de la
variante de Z de nisina. Estos resultados a su vez apoyan el hallazgo de la
presencia del gen estructural de nisina en el genoma de L. lactis GU 967439 y
confirma las diferencias exhibidas en el perfil de inhibicibn posterior al
tratamiento proteolitico con la cepa control utilizada (L. lactis ATCC 11545), la

cual es productora de nisina A.

Cabe destacar que este resultado se obtuvo de una fraccion cromatografica,
en un total de once fracciones obtenidas luego de realizar la cromatografia de
intercambio idnico, que mantenian actividad inhibitoria. Para asegurar que es
la Unica bacteriocina producida por la cepa se tendrian que haber analizado
todas las fracciones eluidas, ademas de confirmar la presencia de las mismas

en el genoma bacteriano mediante PCR.
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CONCLUSIONES

En relacion a los objetivos planteados podemos concluir que fue posible
confirmar la produccién de sustancias con capacidad antimicrobiana en el SLC
de L. lactis GU 967439 y conocer su naturaleza que resultd ser de caracter
peptidico. También se pudo comprobar que la capacidad de produccion de
dicha/s sustancias BLIS fueron mantenidas por L. lactis GU 967439 a lo largo
del tiempo y en las condiciones de conservacion en que se mantuvieron. La
caracterizacion de esta/s sustancia/s inhibitorias mediante ensayos de
sensibilidad a las proteasas sugieren la presencia de otra/s BLIS en el SLC

distinta a la nisina A y/o una mezcla de ellas.

Se pudo determinar la presencia del gen estructural de nisina en el genoma de

L. lactis GU 967439.

Por ultimo, se pudo identificar la presencia de nisina Z en el SLC lo que
permite concluir que L. lactis lactis GU 967439 proveniente de queserias
artesanales del Departamento de Colonia, Uruguay es una cepa productora de

nisina Z, pero no se puede descartar la presencia de otras bacteriocinas.
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