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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) se presentan al consumir alimentos
contaminados con agentes quimicos o bioldgicos, siendo estos ultimos los de mayor relevancia, ya
que han provocado graves brotes de ETAs a nivel mundial. Una de las estrategias para reducir la
contaminacién de los alimentos, es el uso de bacterias acido lacticas (BAL) o sus metabolitos como
agentes antibacterianos, un ejemplo son las bacteriocinas, que han demostrado tener un uso
potencial en alimentos para humanos y/o animales.

En nuestro grupo de trabajo se logro aislar e identificar a Pediococcus pentosaceus CM175, una
BAL epifita de melon cantaloupe, ésta inhibe el crecimiento de Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, pero se desconoce el mecanismo que utiliza para inhibir el
crecimiento de esta enterobacteria. Aunque existen trabajos previos acerca de bacteriocinas
producidas por bacterias del género Pediococcus, hasta ahora no se ha reportado ninguna que
presente antagonismo contra Salmonella Typhimurium, por lo que comprobar que la cepa CM175
es bacteriocinogénica, caracterizar esta bacteriocina y comprobar su antagonismo contra este
patdgeno seria novedoso.

Se determino el espectro antagonico del sobrenadante libre de células (SLC) producido por CM175,
para después establecer la naturaleza del compuesto antagonista, purificarlo y caracterizarlo
fisicoquimica y biogquimicamente. Después de la purificacion del compuesto antagonista, se evaluo
su efecto sobre la membrana de bacterias Gram positivas y negativas. Por ultimo, se realizo la
identificacion del compuesto antagonista, mediante espectrometria de masas.

Los resultados muestran que el SLC de CM175 inhibio el crecimiento de bacterias Gram positivas
y negativas, este antagonismo se debe a la presencia de compuestos de naturaleza acida y
proteinica. EI componente proteinico se purificd y caracterizd, siendo termoestable a 100 °C,
resistente a pH 4acidos y neutros, y sensible a proteasas. Ademas, se comprobd, mediante
microscopia de fluorescencia y microscopia electronica de transmision, que tiene capacidad de
ejercer dafio a la membrana sin causar lisis celular. La identificacion de la molécula antagdnica
muestra una proteina idéntica a una perteneciente a un fago especifico de P. pentosaceus. Se han
reportado bacteriocinas ligadas a fagos, pero, ésta seria la primera reportada en el grupo de BAL.

En conclusion, Pediococcus pentosaceus CM175 produce una proteina derivada de fagos, la cual

14



no ha sido reportada, ni caracterizada. Esta proteina resultd antagonista contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas, estable a pH &cidos, termoestable y susceptible a proteasas que dafia

la membrana de Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium.

Palabras clave: Bacteriocinas ligadas a fagos, compuesto antibacteriano, termoestabilidad,

microscopia electronica de transmision, microscopia de fluorescencia.
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ABSTRACT

Foodborne diseases occur when consuming food contaminated with chemical or biological
agents, the latter being the most relevant, since they have caused serious outbreaks of these diseases
worldwide. One of the strategies to reduce food contamination is the use of lactic acid bacteria
(LAB) or their metabolites as antibacterial agents, an example, are bacteriocins, which have shown
potential use in food for humans and/or animals.

In our work group, it was possible to isolate and identify Pediococcus pentosaceus CM175, an
epiphytic LAB of cantaloupe melon, which inhibits the growth of Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, but the mechanism used to inhibit the growth of this enterobacterium
is unknown. Although there are previous studies on bacteriocins produced by bacteria of the
Pediococcus genus, until now none have been reported that present antagonism against Salmonella
Typhimurium, so verifying that the CM175 strain is bacteriocinogenic, characterizing this
bacteriocin and verifying its antagonism against this pathogen would be novel.

The antagonistic spectrum of the cell-free supernatant (CFS) produced by CM175 was determined,
in order to later establish the nature of the antagonist compound, purify it and characterize it
physicochemically and biochemically. After purification of the antagonist compound, its effect on
the membrane of Gram positive and negative bacteria was evaluated. Finally, the antagonist
compound was identified by mass spectrometry.

The results show that CFS of CM175 inhibited the growth of Gram positive and negative bacteria,
this antagonism is due to the presence of compounds of acid and protein nature. The protein
component was purified and characterized, being thermostable to 100 °C, resistant to acidic and
neutral pH, and sensitive to proteases. Furthermore, it was verified by fluorescence microscopy
and transmission electron microscopy that it can exert damage to the membrane without causing
cell lysis. The identification of the antagonistic molecule shows a protein identical to that belonging
to a specific phage of P. pentosaceus. Phage-linked bacteriocins have been reported, but this would
be the first reported in the LAB group.

In conclusion, Pediococcus pentosaceus CM175 produces a protein derived from phages, which
has not been reported or characterized. This protein was antagonistic against Gram positive and

negative bacteria, stable at acidic pH, thermostable and susceptible to proteases that damage the
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membrane of Listeria monocytogenes and Salmonella Typhimurium.

Keywords: Phage-linked bacteriocins, antibacterial compound, thermostability, transmission

electron microscopy, fluorescence microscopy.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) aquejan a la poblacién mundial, éstas
se presentan cuando se ingieren alimentos contaminados con componentes quimicos o
microbioldgicos (Ford et al., 2015). De estos contaminantes, los de origen microbiolégico toman
gran relevancia debido a que son los que causan un mayor nimero de brotes de ETAs a nivel
mundial (Tack et al., 2019).
Los principales microorganismos ligados con brotes de ETAs son agentes bacterianos, entre los
que destacan Salmonella spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Campylobacter spp (Gallo et al., 2020). Estas bacterias se han relacionado al consumo de alimentos
frescos como lo son frutas y hortalizas (FyH), las cuales han provocado varios brotes multiestatales
en los Estados Unidos de América (CDC, 2020a).
Las fuentes de contaminacion por microorganismos en FyH pueden ser muchas a lo largo de la
cadena productiva, del campo al consumidor. Desde el agua que se utiliza para el riego de las
plantas, el manejo poscosecha, los fertilizantes, los plaguicidas, la higiene de las instalaciones y
del personal, el transporte de FyH (Martinez-Téllez et al., 2007) e incluso hasta el mismo
consumidor preparando sus alimentos son potenciales fuentes de microorganismos que pueden
llegar a contaminar estos alimentos (Nerin et al., 2016), algunas de estas fuentes se encuentran en
la figura 1. Todas estas vias de contaminacidn suponen que se deben de seguir las buenas practicas
agricolas, de higiene y desinfeccion con el fin de evitar los brotes que a la fecha se siguen
presentando.
En la actualidad, los métodos que se utilizan para desinfeccion de FyH no han sido tan eficaces
como se esperaria, y esa es la principal razon de la busqueda de nuevas estrategias para la
desinfeccidn de estos alimentos. En todas las etapas de produccién de FyH se debe de contar con
estrategias eficientes, entre ellas esta la capacitacion de los trabajadores hasta la desinfeccion
directa de estos alimentos. Una de las estrategias propuestas que ha Illamado la atencion de nuestro
grupo de investigacion, es la utilizacion de bacterias acido lacticas (BAL) o de sus metabolitos
secretados como agentes antimicrobianos que controlen el crecimiento de bacterias patdgenas
(Wadamori et al., 2017). En trabajos previos, se logré el aislamiento de una BAL identificada como

Pediococcus pentosaceus CM175, la cual logré ejercer un efecto antagonico en contra de
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Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (Aguilar, 2016). Sin embargo, no se
identific el agente responsable del efecto antibacteriano, pudiendo ser un componente secretado
por la bacteria o0 a un antagonismo célula-célula, lo cual es el inicio de una potencial investigacion
para identificar compuestos antagonistas contra bacterias patdgenas. Dentro de los compuestos
antibacterianos secretados por BAL estan los acidos organicos, el peroxido de hidrogeno y las
bacteriocinas.

Las bacteriocinas son proteinas secretadas por bacterias que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias (Jordan et al., 2014). Estas moléculas tienen caracteristicas importantes
de termoestabilidad, resistencia a diferentes pH y susceptibilidad a proteasas que le permitirian ser
utilizadas en diversas areas, como en tecnologia de alimentos, asi como en otras actividades de la
vida diaria. Dentro del género Pediococcus, se han caracterizado algunas bacteriocinas con
antagonismo sobre bacterias Gram positivas (Albano et al., 2007), sin que alguna de ellas presente
antagonismo contra bacterias del género Salmonella. Por lo que hipotetizamos que el antagonismo
que P. pentosaceus CM175 present6 contra S. Typhimurium, puede deberse a una bacteriocina que
sera diferente de las que se han caracterizado a la fecha.

Debido a lo anterior, esta investigacion tiene como objetivo principal purificar y caracterizar
fisicoquimicamente al menos una bacteriocina antagonista contra bacterias Gram positivas o Gram
negativas, producida por Pediococcus pentosaceus CMI175, asi como definir su secuencia

aminoacidica y su efecto en la membrana de Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

En la actualidad, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son un problema para la
poblacién mundial. Estas enfermedades se presentan por el consumo de alimentos contaminados
con agentes quimicos o biolégicos, causando infecciones o intoxicaciones (Ford et al., 2015). Esta
contaminacién se puede presentar en cualquier parte del proceso de la cadena de produccion, que
abarca desde el campo hasta la mesa (Nerin et al., 2016). Estos datos revelan la necesidad de
mejorar la inocuidad en cada una de las etapas de produccion y procesamiento de alimentos, con
el fin de reducir su posible contaminacion y sus respectivas ETASs.

Las ETAs son definidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como enfermedades que
resultan de la ingestion de alimentos o productos alimenticios contaminados con parasitos, agentes
quimicos o patogenos (Ford et al., 2015). De tal manera, que pueden ser varios los agentes
causantes de estas enfermedades y estos pueden ser incorporados involuntariamente en los
alimentos en cualquier parte del proceso de produccién y manejo, asi como en el procesamiento de
los mismos. Para que una ETA se presente por causas de contaminacién microbiana y se convierta
en una enfermedad infecciosa deben de presentarse condiciones muy especificas. Las condiciones
que propician una infeccion son: 1) alta virulencia del microorganismo presente en el alimento; 2)
alta carga microbiana en el alimento; 3) condiciones de respuesta no aptas del sistema inmune del
consumidor (Gallo et al., 2020).

En el afio 2019, en Estados Unidos de América se presentaron 19 brotes multiestatales, debidos
Unicamente a agentes biologicos, que presentaron 1163 casos y 5 muertes (CDC, 2020a). En
México, desde el afio 2010 al 2015 se reportaron mas de 28 millones de personas con enfermedades
intestinales atribuibles al consumo de alimentos (Cofepris, 2015). Estos valores son un reflejo de
la necesidad de mejorar las medidas de control de los riesgos de contaminacion para asegurar la
inocuidad de los alimentos. A pesar de que las ETAs no son exclusivamente causadas por
microorganismos, estos agentes son los que mas ETAs generan y los que son reportados

mayoritariamente por las agencias gubernamentales correspondientes (CDC, 2020b).
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2.2 Microorganismos Causantes de ETAs

Los principales microorganismos ligados con las ETAS son virus, parasitos y bacterias. Los virus
mayormente involucrados incluyen a norovirus y al virus causante de hepatitis A. En cuanto a
parésitos, los mas relevantes en este tema son Cyclospora cayetanensis y Cryptosporidium parvum.
Las bacterias causantes de ETAs con mas relevancia son: Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Salmonella spp y Escherichia coli, no obstante, otras bacterias también se han presentado
en infecciones debidas a consumo de alimentos, por ejemplo, Campylobacter jejuni, Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae y Vibrio
parahaemolyticus (Gallo et al., 2020). Los virus y los parasitos suelen presentar bajos porcentajes
de hospitalizacion (<0.1%), por lo tanto, muchos de los sintomas causados por estos
microorganismos son leves y sin gravedad, siendo los alimentos frescos o alimentos procesados
con malas practicas de higiene los principales vehiculos (FDA, 2012; Scallan et al., 2011). A
diferencia de los virus y parasitos, las bacterias causan un gran nimero de brotes de ETAs y suelen
causar problemas méas graves debido a que su infeccion debe ser tratada con antibioticos, ya que
las consecuencias pueden variar desde una diarrea leve e incluso hasta la sepsis bacteriana por mal
manejo de la enfermedad (FDA, 2012).

Las bacterias Salmonella spp y E.coli patogénica, son patdégenos que han tomado importancia ya
que han provocado muchos problemas en los Gltimos afios, lo cual queda de manifiesto con la gran
cantidad de brotes de ETAs que han provocado. Estas bacterias provocan mas del 90% de los brotes
que reportan los centros de control y prevencion de enfermedades (CDC por sus siglas en inglés)
y la administracion de alimentos y medicamentos (FDA por sus siglas en inglés), y se han ligado
con una gran variedad de alimentos donde destacan alimentos frescos o mal cocinados (CDC,
2020b; FDA, 2012). En México, Salmonella spp. ha provocado mas de medio millén de casos en
el periodo 2010-2015, donde también se han relacionado los alimentos preparados con estos casos
de ETAs pero los reportes acerca de infecciones por E. coli no se encuentran especificados
(Cofepris, 2015).
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2.3 Principales Alimentos Relacionados con ETAS

Los alimentos proporcionan a los seres vivos los componentes necesarios para vivir, sin embargo,
éstos también pueden ser transporte para diversos organismos que causan enfermedades en
humanos. Todos los alimentos pueden ser causantes de ETASs, tanto alimentos de origen animal
como de origen vegetal se han relacionado con diversos brotes de estas enfermedades (Cuadro 1)
(CDC, 2020a). Aquellos alimentos que se consumen crudos o sin un tratamiento térmico son los
que mayormente se han implicado con estos brotes en Estados Unidos, aunque, no son los Gnicos

responsables de estas afecciones (CDC, 2020b).

Cuadro 1. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos.

Alimento Agente etioldgico Afio del brote
Embutidos Listeria monocytogenes 2020
Duraznos Salmonella Enteritidis 2020
Seta de oreja de madera | Salmonella Stanley 2020
Cebollas Salmonella Newport 2020
Huevos cocidos Listeria monocytogenes 2019
Meldn pre-cortado Salmonella Carrau 2019
Lechuga romana Escherichia coli O157:H7 2019
Carne molida Salmonella Dublin 2019
Harina Escherichia coli 026 2019
Papaya Salmonella Uganda 2019
Atln crudo congelado | Salmonella Newport 2019
Embutidos y quesos Listeria monocytogenes 2019
Papaya Salmonella Uganda 2019
Almejas crudas Multiples agentes 2019

En el mercado actual ha surgido un nuevo tipo de alimentos llamado alimentos listos para ser
consumidos, estos alimentos estan tomando gran poder, no obstante, también han causado diversos

problemas. Los alimentos listos para ser consumidos son alimentos que ya han sido procesados y/o
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preparados y el consumidor solo los compra y los ingiere sin realizar ningin procedimiento
(Makinde et al., 2020). El consumo de este tipo de alimentos se encuentra al alza debido a su
disponibilidad, facil preparacion, y comodidad; pero, la falta de higiene al prepararlos y
consumirlos sin ningun tipo de procesamiento posterior pueden ser las causas de ETAs (Al Mamun
etal., 2013).

Las frutas y hortalizas (FyH) son alimentos cuya ingesta, al igual que los alimentos listos para su
consumo, se encuentra al alza, debido a su facil acceso y a su asociacion con la vida saludable. La
OMS recomienda un consumo de 400 g diarios de FyH para prevenir diversas enfermedades
cronicas como diabetes, cancer, entre otras (OMS, 2003). Sin embargo, estos alimentos también
tienen una tendencia a causar ETAs debido a su alto consumo sin tener una coccion previa (Callejon
et al., 2015). Las FyH generalmente se consumen frescas, lo cual las hace alimentos que, si se
encuentran contaminados, facilmente provocaran una ETA, esto es una parte de las razones que

puede explicar la gran cantidad de brotes alimentarios debido al consumo de estos alimentos.

2.4 Brotes de ETAs Causadas por Consumo de Frutas y Hortalizas

Como se mencioné anteriormente, el consumo de FyH se ha relacionado con un estilo de vida
saludable, por lo que a partir de finales del siglo pasado existe una tendencia a elevar su consumo;
sin embargo, como consecuencia también se ha elevado el nimero de brotes relacionados con estos
alimentos (Carstens et al., 2019). En el periodo de 2004-2012 la CDC report6 377 brotes debido
Unicamente al consumo de FyH en E.U.A., mientras que, en Europa, la Autoridad de la Seguridad
Alimentaria Europea (EFSA por sus siglas en inglés) reportd en este mismo periodo 197 brotes
debidos al consumo de FyH (Callejon et al., 2015). Ademas, en el periodo 2010-2017 la CDC
reportd 85 brotes multiestatales de ETAs que fueron provocados por este tipo de alimentos
(Carstens et al., 2019). Estos brotes multiestatales representaron mas de 4500 personas enfermas
con mas de 1100 hospitalizaciones, de las cuales 55 personas perdieron la vida. Estos nimeros
alarmantes dan una muestra clara de gque la inocuidad en estos alimentos no esta siendo la indicada,
que estan fallando los sistemas de vigilancia y que las fuentes de contaminacion no estan siendo

monitoreadas como se debiera.
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Una de las causas principales del gran nimero de brotes de ETAs causados por FyH, es que estos
pueden ser consumidos frescos 0 minimamente procesados. Al ser alimentos que no se cocinan, se
deben de cuidar todas las etapas, desde su produccion en el campo, hasta el momento en que se

sirve al consumidor final, trayecto por el cual el alimento puede ser facilmente contaminado.

2.5 Fuentes de Contaminacién de FyH

Las fuentes de contaminacion de FyH puede ser muy variada, éstas se pueden encontrar en
cualquier etapa de la cadena de produccion de una fruta u hortaliza, como lo puede ser pre-cosecha,
cosecha o poscosecha. La contaminacion en precosecha se puede deber basicamente a que la gran
mayoria de FyH tienen contacto con el suelo, agua de riego (contaminada), otras plantas,
infestacion por insectos, contacto con heces de animales, compostas mal tratadas, asi como algunos
fertilizantes, durante su crecimiento y maduracion (Alegbeleye et al., 2018). La contaminacion en
cosecha se puede presentar debido al contacto de FyH con equipo contaminado, contenedores de
transporte y herramientas contaminados, e incluso por manos o guantes del personal que se
encuentren contaminados (Carstens et al., 2019; Wadamori et al., 2017). Por ultimo, la
contaminacion poscosecha puede ocurrir durante el transporte, almacenamiento 0 manejo de la
fruta u hortaliza, esto puede ocurrir por contaminacion cruzada, por equipo contaminado o por el
manejo inadecuado por parte del personal que va a manejar el alimento (Carstens et al., 2019; Mir
et al., 2018). Las FyH generalmente no son procesadas o tienen un minimo procesamiento, que va
desde lavado, secado y corte de la fruta, en cualquier parte de este proceso puede ocurrir una
contaminacién por alguna de las maneras antes mencionada. Debido a la diversidad de las fuentes
de contaminacidn que existen durante todo el proceso de la cadena de produccién de una fruta y/u
hortaliza (figura 1), las estrategias para evitar contaminaciones deben ser estrictas y eficientes.
Actualmente, las estrategias que se utilizan no son 100 % efectivas, lo que queda de manifiesto al
ver el gran nimero de ETAS que se presentan afio tras afio, por lo cual es una prioridad la busqueda

de estrategias novedosas que permitan asegurar la inocuidad de FyH.
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» Agua de riego y/o + Superficies
manejo poscosecha \ de empaque

* Personal * Transporte contaminado

Figura 1. Ejemplos de fuentes de contaminacion de frutas y hortalizas. Imagen adaptada de Mir
et al. (2018).

2.6 Estrategias para Combatir ETAs Relacionadas con FyH

A pesar de que en la actualidad se practican diversas técnicas de desinfeccion para FyH, no se ha
logrado obtener los resultados deseados, impulsando la busqueda de alternativas que se ha
convertido en un punto importante de los productores de estos alimentos y con ello, de los
investigadores dentro de este campo (Nithya et al., 2014). Dentro de los riesgos en la etapa
precosecha, el suelo ocupa los primeros lugares de contaminacion, por lo que se ha propuesto
cuidar y hacer un analisis de suelos donde se va a sembrar una fruta u hortaliza, agregar barreras
fisicas para que animales no tengan contacto con el cultivo y se recomienda realizar analisis
periddicos de la calidad microbioldgica del agua utilizada en riegos, asi como instruir de manera
adecuada a los trabajadores del campo y desinfectar todos los utensilios y equipo que se va a utilizar
en el cultivo (Alegbeleye et al., 2018). Estas especificaciones fueron incluidas en la nueva ley de
modernizacion de la inocuidad de los alimentos (FSMA por sus siglas en inglés) emitida por la
FDA vy puesta en vigor a partir del 2018 para todos los productores nacionales e internacionales
interesados en comercializar su producto en los E.U.A (FDA, 2020). En la etapa poscosecha se han
propuesto varias estrategias desde fisicas como lavados con agua a altas temperaturas o irradiacion
con luz ultravioleta, hasta quimicas como lavados con diferentes sales u 0zono gaseoso. Ademas,

se ha propuesto la utilizacion de atmosferas modificadas, agua electrolizada oxidante, estricto
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manejo de temperatura y tiempos de almacenamiento, e incluso ha surgido como estrategia de
desinfeccion la utilizacion de bacterias benéficas como las bacterias &cido lacticas (BAL) y algunos
de sus productos secretados como las bacteriocinas (Wadamori et al., 2017).

En cuanto al uso de BAL, nuestro grupo de trabajo logro aislar e identificar una BAL de mel6n
cantaloupe antagonista del crecimiento de Salmonella Typhimurium, bacteria patogena altamente
ligada con brotes de ETAs. Esta BAL se identificO como Pediococcus pentosaceus CM175
(Aguilar, 2016). En este trabajo no se demostrd el mecanismo que esta bacteria utiliza para ejercer
la actividad antagdnica. En este sentido, se ha reportado que las BAL pueden utilizar diferentes
estrategias para ser antagonistas de otras bacterias, incluidas, pero no limitadas a la produccion de
acidos organicos y produccidn de bacteriocinas. Una hipdtesis interesante que se generd en nuestro
grupo de trabajo es que la actividad antag6nica de esta bacteria este mediada por algiin compuesto
antagonista secretado, entre los que pueden estar acidos organicos o bacteriocinas, causando un

gran interés la caracterizacion de esta hipotética proteina.

2.7 Antagonismo de Bacterias Acido Lécticas

El antagonismo bacteriano se refiere a la accion que una bacteria puede ejercer contra otra para
impedir su proliferacion o eliminarla. Esta accion esta mediada por diversos mecanismos como
son: competencia por nutrientes o espacio, produccion de enzimas liticas, péptidos antimicrobianos
0 sustancias toxicas como acidos y peroxido de hidrogeno (Janisiewicz y Korsten, 2002; Jordan et
al., 2014). Kim et al. (2003) reportaron que diferentes especies de Lactobacillus presentaron
antagonismo frente a Helicobacter pylori, dicha actividad fue mediada por la produccion de acidos
organicos y bacteriocinas.

La produccion de compuestos antagonistas es una caracteristica que se ha propuesto para ser
aprovechada de gran manera, ya que estos metabolitos pueden actuar de manera negativa contra
diversos patdgenos, por ejemplo, detener la proliferacion e incluso eliminar al patégeno. Este efecto
negativo es independiente de la superficie en la que se encuentre el patdgeno y si la bacteria
productora de compuestos antagonistas no se encuentre cercana a la patdgena. Algunos metabolitos

producidos por bacterias antagonistas han sido relacionados directamente con su capacidad para
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eliminar otras bacterias. Los principales metabolitos relacionados con la actividad antagonica
ejercida por bacterias son: peréxido de hidrdgeno, &cidos grasos de cadena corta, &cido lactico y
bacteriocinas (Cuadro 2) (Ben Said, et al., 2019).

Cuadro 2. Mecanismos de accion de metabolitos antibacterianos producidos por bacterias acido
lacticas. Adaptada de Ben Said, et al., 2019.

Metabolito antibacteriano producido

RPN Modo de accion
por bacterias acido lacticas

Disminucién de pH intracelular que resulta en

Acidos organicos inhibir actividad enzimatica y dafiar proteinas y
ADN.
Peroxido de hidrogeno Produccion de radicales libres que dafian el ADN.

Inhibicidn de la transcripcion de genes y expresion
de proteinas.

Diacetilo Interfiere con la utilizacion de arginina.

Induce estrés oxidativo por interaccion con grupos
tiol.

Inhibicidn de sintesis de pared celular y formacion
de poros.

Diéxido de carbono

Reuterina

Bacteriocinas

El peroxido de hidrégeno es un compuesto altamente reactivo formado por dos oxigenos unidos
entre si y que cada uno tiene un hidrogeno enlazado, ademas, tiene un alto poder oxidante. Este
compuesto tiene la capacidad de producir iones hidroxilo (OH-) que pueden reaccionar
directamente con compuestos que estan presentes en las membranas celulares de otras bacterias
como los lipidos y las proteinas. Algunas bacterias tienen la capacidad de actuar en contra de este
compuesto mediante la produccién de catalasas, las cuales son enzimas que se encargan de la
descomposicion de este compuesto en oxigeno y agua, esto como un sistema de defensa (Tortora
et al., 2007).

Aunque, estudios in vitro han demostrado que Lactobacillus spp. productores de perdxido de
hidrogeno, logran inhibir el desarrollo de Neisseria gonorrhoeae, bacteria Gram negativa causante
de gonorrea. Otros estudios in vivo han presentado resultados contradictorios (Muench et al., 2009).
Estos resultados muestran la variabilidad de resultados que se pueden obtener en experimentos in

vitro comparandolos con experimentos in vivo, debido principalmente a factores, en estos ultimos,
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que no se pueden replicar de una manera exacta en los laboratorios. En este sentido, existen
bacterias muy sensibles al perdxido de hidrégeno y otras en las que este compuesto no provoca
ningun dafio, esta sensibilidad puede deberse a la naturaleza propia de la bacteria y a las
condiciones del medio en el que se encuentran (Muench et al., 2009).

Las bacterias que tienen la capacidad de producir acidos grasos de cadena corta presentan
antagonismo debido a que modifican el pH del medio en el que se encuentran. Los &cidos grasos
de cadena corta que pueden llegar a ser mayormente producidos son acido acético, &cido propiénico
y &cido butirico. Estos &cidos disminuyen el pH de manera que las bacterias susceptibles a pH
acidos no resistiran y moriran, ejemplos de estas bacterias susceptibles son Salmonella spp (Duncan
et al., 2009). El acido propiénico y el acido butirico han logrado inhibir el crecimiento de
Salmonella sp y Escherichia coli en intestino delgado (Ricke, 2003). No obstante, estos metabolitos
no son los Unicos que han demostrado su actividad antagdnica contra bacterias patdgenas, entre
estos metabolitos se encuentran acido lactico y bacteriocinas.

Las bacterias que producen acido lactico como principal producto de fermentacion, son
ampliamente estudiadas por sus caracteristicas particulares, debido a que ejercen antagonismo
bacteriano por diversas vias. Bacterias Gram negativas en el colon humano, como bacterias del filo
de Bacteroidetes y Escherichia coli, han decaido en nimero cuando el pH baja de 6.5, pero existen
cepas del filo antes mencionado que pueden sobrevivir a este rango de pH (Duncan et al., 2009).
Ademas, bacterias productoras de &cido lactico también tienen la capacidad de secretar otros
metabolitos antimicrobianos como bacteriocinas (Ahlberg et al., 2015; Cano-Garrido et al., 2015;
Véasquez et al., 2009).

2.8 Bacteriocinas Producidas por BAL

Las bacteriocinas son péptidos secretados por una bacteria que tiene la capacidad de actuar de
manera selectiva sobre otras bacterias (Jordan et al., 2014). Las bacteriocinas estan catalogadas
como compuestos antimicrobianos, asi como lo son las defensinas (producidas por mamiferos) y
las tioninas (producidas por plantas) (Karpinski y Szkaradkiewicz, 2013). Existe un gran nimero

de bacteriocinas que han sido estudiadas, entre las que se encuentran: nisina, pediocina, piscicolina
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y enterocina. Estas bacteriocinas pueden actuar de manera selectiva contra bacterias Gram positivas
y/o Gram negativas (Abee et al., 1994; Miller y McMullen, 2014; Perez et al., 2016; Venema et
al., 1995).

Las BAL son importantes productoras de bacteriocinas. Dentro de este grupo de bacterias, existen
muchas que son capaces de producir una bacteriocina, incluso puede haber algunas que producen
de 1 a 3 bacteriocinas (Snyder y Worobo, 2014). Estas bacterias, asi como las bacteriocinas que
producen, han sido ampliamente estudiadas, pero los mecanismos por los cuales son producidas,
modificadas o inmunizadas no han sido elucidados del todo (Gabrielsen et al., 2014; Perez et al.,
2016). EI Cuadro 3 presenta cepas de BAL productoras de bacteriocinas, asi como la bacteriocina

que producen.

Cuadro 3. Bacteriocinas y bacterias que las producen.
Bacteriocina (Peso

molecular) Peso molecular Bacteria Referencia

.. Lactococcus lactis ATCC  (Liy O'Sullivan,

Nisina <5 kDa 11454 2002)
.. Pediococcus acidilactici (Venemaet al.,
Pediocina <5 kDa PACLO 1995)
.. _ Lactobacillus plantarum (Anderssen et al.,
PlantaricinaE/FyJK  =5kDa C11 1998)

. - Caernobacterium (Worobo et al.,
Divergicina <5 kDa divergens LV13 1995)
Enterocina NKR-5-3B 6.3 kDa Enterococcus faecium (Perez et al.,
(6.3 kDa) ' NKR-5-3B 2016)

2.8.1 Caracteristicas de Bacteriocinas Producidas por BAL

Muchas BAL son capaces de producir bacteriocinas, estas moléculas pueden ser muy diferentes
dependiendo de la bacteria productora; sin embargo, existen caracteristicas que comparten la
mayoria de estas moléculas. La caracteristica principal que poseen es su capacidad de impedir la
proliferacién e incluso ocasionar la muerte de algunas bacterias susceptibles. Otras caracteristicas

que comparten estas proteinas son su susceptibilidad a proteasas, su punto isoeléctrico basico,
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generalmente de 9 o més, y su carga superficial positiva a pH neutro. Ademas, la mayoria de
bacteriocinas son termoestables y pueden ejercer su actividad en un amplio rango de pH, la gran
mayoria tienen pesos moleculares pequefios, menos de 10 kDa en muchos de los casos, aunque
estan reportadas bacteriocinas con un peso molecular mayor a 50 kDa (O’Connor et al., 2020),
incluso hay dos bacteriocinas reportadas con pesos moleculares mayores a 75 kDa pertenecientes
a Enterococcus faecalis Y1714 (Tomita et al., 2008) y Pediococcus pentosaceus FBB61 (Piva y
Headon, 1994).

Asi como hay caracteristicas que comparten la mayoria de bacteriocinas, existen otras con las que
podemos diferenciarlas, como es la secuencia aminoacidica, la cual tiene una gran utilidad sobre
todo para poder clasificar las bacteriocinas que a la fecha han sido estudiadas. Otra caracteristica
con la cual se pueden diferenciar las bacteriocinas producidas por las BAL son los diferentes modos
de accion que utilizan para ejercer su actividad antagonica (Alvarez-Sieiro et al., 2016).
Bacteriocinas que han sido ampliamente estudiadas de manera molecular han demostrado que sus
genes estan en operones especificos para cada una de ellas, es decir, genes que se encuentran
agrupados y que codifican para proteinas que se involucran en su procesamiento y maduracion, asi
como de la bacteriocina misma (Macwana y Muriana, 2012). Dentro de las bacteriocinas mas
estudiadas con estas caracteristicas se encuentran la nisina y la pediocina, las cuales poseen genes
estructurales NisA y papA respectivamente (Macwana y Muriana, 2012). Tomando en cuenta las
caracteristicas que diferencian unas de otras, han surgido algunas clasificaciones de bacteriocinas

producidas por BAL.

2.8.2 Clasificacion de Bacteriocinas Producidas por BAL

La cantidad y variedad de bacteriocinas que han ido descubriéndose desde la colicina (primer
bacteriocina descubierta) generd la necesidad de crear una clasificacion de las mismas, no obstante,
varias clasificaciones se han generado (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Cotter et al., 2005). Alvarez-
Sieiro et al. (2016) presentaron una clasificacion para bacteriocinas producidas por BAL, la cual
es una clasificacion muy completa y que analiza desde secuencia aminoacidica hasta modos de

accion.
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La clasificacion propone 3 clases de bacteriocinas. Clase I, bacteriocinas con un peso molecular
menor a 10 kDa con modificaciones posttraduccionales. Clase 1l, bacteriocinas con un peso
molecular menor a 10 kDa sin modificaciones posttraduccionales. Clase 11, bacteriocinas con peso
molecular mayor a 10 kDa sin modificaciones posttraduccionales con mecanismos de accion litico
0 no litico.

La clase I, se encuentra dividida en 6 subclases, que van desde la clase la a la clase If. La clase la
pertenece a los lantipeptidos, los cuales son bacteriocinas que poseen aminoacidos inusuales como
la lantionina y la metil-lantionina. La clase Ib o péptidos ciclicos cabeza-cola, como su nombre lo
indica, son péptidos ciclicos, los cuales poseen un enlace peptidico entre su amino terminal y su
carboxilo terminal. La clase Ic o sactibioticos, son aquellos péptidos que contienen un azufre en el
carbono a. La clase Id o péptidos con grupo azol lineal, son péptidos que poseen varios anillos
heterociclicos de tiazoles y metil oxazoles, relacionados con cisteina, serina y treonina. La clase le
o glicocinas, son aquellos péptidos que poseen una glicosilacion en algin residuo. La clase If o
lassopeptidos, son péptidos que poseen una union amida entre el residuo de un aminoéacido del
nucleo de la cadena y el residuo cargado de manera negativa en posiciones +7 0 +9 en referencia
al primero, generando un anillo que abraza la parte lineal del carboxilo terminal. Algunos ejemplos
de bacteriocinas pertenecientes a la clase I son: nisina, bovicina HC5, bificina C6165 y termofilina
1277 (Teixeira-Barbosa et al., 2017).

La clase I, se divide en 4 subclases, de la “a” a la “d”. La clase Ila o bacteriocinas tipo pediocinas,
son péptidos que tienen alta actividad antagonica contra Listeria y poseen un motivo conservado
en su amino terminal “YGNGVXC”. La clase IIb o bacteriocinas dos-peptidos, son aquellas
bacteriocinas compuestas por dos péptidos totalmente diferentes. La clase Ilc o bacteriocinas
sintetizados sin péptido sefial. La clase Ild o bacteriocinas no tipo pediocina es un grupo
heterogéneo no relacionado, que no encaja en las otras subclases. Bacteriocinas representantes de
esta clase son: pediocina, enterocina, lactocina y sakacina (Teixeira-Barbosa et al., 2017).

La clase 111 esta compuesta de proteinas antimicrobianas de alto peso molecular, termolabiles, que
contienen varios dominios a lo largo de su estructura. Dentro de esta clase de bacteriocinas se
encuentran pocos ejemplares. Algunas bacteriocinas pertenecientes a esta clase son: zoocina A Y
Helveticina J (Alvarez-Sieiro, et al., 2016).

En general, esta clasificacion agrupa de una manera concreta las bacteriocinas conocidas que son

secretadas por BAL. Es importante mencionar que todas las bacteriocinas que faltan de ser
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descubiertas deberian de encajar en alguna de las clases mencionadas anteriormente. Al poder
colocar una bacteriocina dentro de la clase correspondiente, se podrian inferir algunas
caracteristicas, las cuales deberian ser comprobadas en algin momento. A pesar de que este texto
no menciona los diferentes modos de accion que utilizan las bacteriocinas para llevar a cabo su
actividad antagonica, esta caracteristica si fue tomada en cuenta al realizar la clasificacion aqui

mencionada.

2.8.3 Modo de Accidon de Bacteriocinas

Las bacteriocinas pueden ejercer su funcion antimicrobiana de diversas maneras, entre las cuales
estan la formacion de poros, dafio a la membrana, lisis celular, inhibicién de la formacion de la
pared celular, de enzimas y de expresion de genes (Cotter et al., 2013). La gran mayoria de las
bacteriocinas reportadas presentan un solo mecanismo de accion en contra de la célula diana,
siendo estas bacterias Gram positivas en su mayoria para la clase I y Il, y Gram positivas y
negativas para la clase I11. Por otro lado, existen bacteriocinas que pueden ejercer una combinacion
de estos mecanismos, un ejemplo es la nisina. Esta bacteriocina puede formar poros en la bacteria
susceptible, asi como, inhibir la sintesis de la pared celular (Snyder y Worobo, 2014) ocasionando
su muerte celular.

La formacion de poros en la membrana es el mecanismo de accion que ejercen la mayoria de las
bacteriocinas pertenecientes a la clase la (lactibioticos), como lo son nisina (Abbe et al., 1994) y
penisina (Baindara et al., 2016). Este mecanismo inicia con la union de la bacteriocina a la molécula
de lipido Il que se encuentra en la célula diana, después, mediante atracciones y repulsiones
electrostaticas la bacteriocina se inserta en la membrana, esto sucede con varias unidades de la
bacteriocina lo que ocasiona la formacidn de poros (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Cotter et al., 2013).
Otro mecanismo por el cual las bacteriocinas pueden producir un poro en la membrana bacteriana
susceptible es dependiente de voltaje y se da con la union al sistema transportador de manosa. Estos
mecanismos son de los mas reportados, por lo tanto, mas estudiados y mayormente elucidados.

La inhibicion de la formacién de la pared celular se da cuando la bacteriocina es capaz de

interactuar y unirse al lipido 11, responsable de la formacion de la pared celular, interrumpiendo la
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biosintesis de este organelo. Ademas, las bacteriocinas también pueden dafar paredes celulares
bacterianas que ya se encuentran sintetizadas, esto mediante la hidrélisis de los enlaces de
peptidoglicano (Snyder y Worobo, 2014).

Otro de los modos de accion de las bacteriocinas es la inhibicion enzimética, este mecanismo se ha
estudiado en varias microcinas, bacteriocinas no producidas por BAL, que acttan contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Duquesne et al., 2007). Debido a la inhibicién de enzimas
importantes en la bioquimica bacteriana se puede inhibir la transcripcidn, la elongacion del ARN
y la sintesis proteinica, procesos que son vitales, ejemplos de bacteriocinas que poseen este
mecanismo son algunas microcinas y lasomicina (Bechinger y Gorr, 2017; Snyder y Worobo,
2014).

Las bacteriocinas de la clase I11 pueden ser liticas o no liticas. Las bacteriocinas liticas poseen una
actividad de peptidasa, la cual le permite degradar la capa de peptidoglicano en la pared celular, lo
que promueve la lisis celular. Por otro lado, las bacteriocinas no liticas pueden causar dafio a la
membrana sin llegar a lisar a la célula, asi como inhibir la sintesis de ADN o de proteinas esenciales
en el metabolismo de la bacteria (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Los diferentes modos de accidn que poseen las bacteriocinas quedan esquematizados en la Figura

2. En esta figura también se muestra la dualidad (doble modo de accion) de la nisina.
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Figura 2. Modos de accion de las bacteriocinas. Imagen traducida de Cotter et al., 2005.
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2.9 Pregunta de Investigacion

Analizando la problemaética de las ETASs, asi como la necesidad de nuevas estrategias para combatir
estas afecciones, aunado con los resultados que ha obtenido anteriormente nuestro grupo de trabajo,
se genera la pregunta de investigacion ¢;Qué caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas tiene el
compuesto producido por Pediococcus pentosaceus CM175 que le pudiera permitir ejercer

antagonismo en contra de bacterias patégenas Gram positivas y/o Gram negativas y de qué manera
actta?
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3. HIPOTESIS

Pediococcus pentosaceus CM175 produce una bacteriocina no conocida antagonista contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, estable a temperatura, pH y susceptible a proteasas y

causante de dafio a la membrana de Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium

35



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Purificar y caracterizar fisicoquimicamente al menos una bacteriocina antagonista contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas, producida por Pediococcus pentosaceus CM175, asi como
definir su secuencia aminoacidica y su efecto en la membrana de Listeria monocytogenes y

Salmonella Typhimurium.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto antagdnico del sobrenadante libre de células de Pediococcus pentosaceus
CM175 contra Salmonella Saintpaul, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.

2. ldentificar la naturaleza del compuesto que confiere antagonismo a Pediococcus
pentosaceus CM175 contra Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium

3. Purificar, al menos, una bacteriocina y realizar pruebas de estabilidad contra temperatura,
pH y proteasas, asi como definir la secuencia aminoacidica mediante espectrometria de
masas.

4. Determinar el efecto de bacteriocina sobre la membrana celular de Listeria monocytogenes

y Salmonella Typhimurium.

36



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Medios de Cultivo, Enzimas y Reactivos Utilizados

Para la realizacion de la presente investigacion se utilizaron los siguientes medios de cultivo
comerciales: agar granulado, caldo y agar de Man Rogosa & Sharpe (MRS), caldo de infusion
cerebro-corazén (BHI), todos estos de Difco (Beckton Dickinson, E.U.A.). Ademas, se utilizaron
las enzimas comerciales: catalasa, proteinasa K, proteasa y tripsina (Sigma-Aldrich, E.U.A). Los
reactivos comerciales utilizados en las microscopias fueron: fluoresceina y el yoduro de propidio
(Sigma-Aldrich, E.U.A), acido fosfotungstico, tetradxido de osmio (OsOa), glutaraldehido y
cacodilato de sodio de Sigma-Aldrich, E.U.A. Por ultimo, el amortiguador de fosfatos de sodio
(Sigma-Aldrich, E.U.A.) se utilizd en diferentes fases de la investigacion, principalmente en la

cromatografia de intercambio cationico.

5.2 Cepas Bacterianas y Condiciones de Cultivo

La bacteria acido lactica (BAL) utilizada en la presente investigacion, Pediococcus pentosaceus
CML175, fue aislada previamente de melon cantaloupe y pertenece al cepario del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal-Molecular del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD,
A.C.). Las bacterias patdgenas Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 fueron donadas
por el Laboratorio de Tecnologias Emergentes de la Coordinacion de Tecnologias de Alimentos de
Origen Vegetal del CIAD, A.C. Salmonella Saintpaul 476 y Escherichia coli O157:H7 K3999
fueron proporcionadas por el Doctor Alejandro Castillo perteneciente de la Universidad de Texas.
La BAL se crecio en caldo de Man Rogosa & Sharpe (MRS) con una incubacién a 37°C por 18-24
horas. Todas las bacterias patdgenas fueron crecidas en caldo de infusion cerebro-corazon (BHI) a
37°C por 18-24 horas.
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5.3 Obtencidn del Sobrenadante Libre de Células (SLC) de Pediococcus pentosaceus CM175

El sobrenadante libre de células (SLC) se obtuvo de la siguiente manera: Pediococcus pentosaceus
CM175, crioconservado a -80°C en el cepario del Laboratorio de Fisiologia Vegetal-Molecular, se
inoculd mediante azada, utilizando un asa redonda, en tubo con 10 mL de caldo MRS, se incub6 a
37°C por 18 horas. Pasado este tiempo, el crecimiento de P. pentosaceus CM175 se utiliz6 para
reinocular un matraz con 90 mL de caldo MRS, el cual se incub6 bajo las condiciones ya
mencionadas. Posterior a la segunda incubacion, se utilizé nuevamente el crecimiento para inocular
un matraz con 900 mL de caldo MRS, el cual se incubd bajo las especificaciones anteriormente
descritas. Después de esta tercera incubacion, se obtuvo el SLC del cultivo mediante centrifugacion
(10,000 x g, 10 min, 4°C), descartando el paquete bacteriano, y filtrando el SLC con un microfiltro
con tamano de poro de 0.22 um (Durapore® Merck Millipore, Irlanda). EI SLC filtrado se liofilizé
utilizando un liofilizador Labconco Freezone 4.5 ( E.U.A.). EI SLC liofilizado se disolvi6 en una
proporcion de 1:10 p:v en buffer de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 = 0.2, en los momentos que

seria utilizado.

5.4 Antagonismo de SLC Contra Bacterias Patdogenas de Humanos

La actividad antimicrobiana del SLC se midi6 utilizando dos técnicas diferentes. La técnica de
difusion en agar suave (Hernandez et al., 2005) con pequefias modificaciones y el ensayo de
inhibicion de crecimiento en microplaca (de Lima Marques et al., 2017).

La técnica de difusion en agar suave se realiz6 en agar suave BHI, y se utilizaron las 5 bacterias
patdgenas para analizar su susceptibilidad al SLC. Estas bacterias se reactivaron en caldo tripticasa
de soya (TSB) a 37 °C por 16 horas, pasado este tiempo se recupero el pellet bacteriano mediante
centrifugacién por 10 minutos a 10,000 x g a 4°C. El paquete bacteriano se lavd con una solucion

amortiguadora de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 £ 02, en dos ocasiones, centrifugando con las
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condiciones anteriores entre cada lavado. Al finalizar los lavados se recuperé nuevamente el
paquete bacteriano mediante centrifugacion con condiciones ya mencionadas. El paquete
bacteriano lavado se resuspendio en la solucién amortiguadora ya mencionada y se ajusto a una
DOsoonm = 0.1 (DOsoonm=0.1 equivale a 1x10® UFC/mL determinado mediante una grafica de
relacion DO vs UFC/mL) en un espectrofotometro UV-visible BioSpec-1601 (Shimadzu, Japén).
Cada una de las bacterias patdgenas se inoculd en el medio a una concentracion final de 1 x 10°
unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. La bacteria se mezclé con el agar suave BHI para
después vaciar 18 mL en las placas Petri (90 mm de didmetro) alcanzando una altura de 5 mm al
solidificarse el agar suave, después las placas se refrigeraron por 30 min a 4°C. Posterior a la
refrigeracion, se procedio a realizar pocillos con un diametro de 5 mm, los cuales se realizaron con
pipetas Pasteur estériles, en cada uno de los pocillos se colocaron 35 L del SLC y se incubd a
37°C por 18-20 horas. La actividad antimicrobiana fue determinada por la medicion de la zona
clara alrededor del pocillo medida en centimetros con un vernier.

El ensayo de inhibicion de crecimiento en microplaca se llevé a cabo en una microplaca COSTAR
de 96 pocillos. Cinco pL de una solucion de bacterias patgenas a una concentracion de 1 x 108
UFC/mL (0.1 unidades de absorbancia a 600 nm determinado mediante una grafica de relacién DO
vs UFC/mL) fueron utilizados para inocular el caldo BHI con 0, 5, 10 0 15 uL del SLC para un
volumen final de 300 uL en cada pocillo. Después de afiadir cada solucion en los pocillos, la
microplaca fue colocada en un lector de microplaca FLUOstar Omega (BMG LabTech, Alemania)
con una incubacién de 37 °C, se realizaron lecturas de densidad dptica (DO) a 600 nm cada 30 min,
con 10 segundos de agitacion antes de cada lectura, por 24 horas. Para verificar la esterilidad, 3
pocillos fueron llenados con caldo BHI sin inocular y 3 pocillos con caldo BHI y SLC sin inocular.
Los valores de densidad dptica fueron graficados contra el tiempo utilizando el software Sigma
Plot 12.0 (Systat software, E.U.A.).

5.5 Parametros Cinéticos de Inhibicion de Crecimiento

Los valores de tasa de crecimiento (expresado como h?), densidad dptica maxima de cultivo (DO

max), tiempo de duplicacion (min) y la duracién de la fase lag de crecimiento, fueron calculados
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con el software GrowthRates 3.0 (Hall et al., 2014). No crecimiento (NC) fue reportado cuando la

DO max fue menor a 0.1 unidades de absorbancia a 600 nm.

5.6 Naturaleza del Compuesto Antagonico del SLC

Para la identificacion de los compuestos antagonistas que son producidos por Pediococcus
pentosaceus CM175 y que estan presentes en el SLC, se llevd a cabo la técnica realizada por Cruz-
Guerrero et al. (2014). La técnica se basa en la busqueda de 3 componentes: &cidos organicos,
peréxido de hidrégeno y compuestos proteinicos (bacteriocinas y/o péptidos antimicrobianos):

o Con el fin de encontrar si el antagonismo es por acidos organicos se neutralizé el pH de
500 pL del SLC utilizando hidroxido de sodio 0.1 M (NaOH 0.1 M), y se almaceno hasta su prueba
de antagonismo.

o Para descartar el antagonismo por perdxido de hidrogeno, el pH del sobrenadante se
neutralizd, se le adiciond catalasa, se incubo por 90 minutos a 25°C y 10 minutos a 65 °C para
posterior almacenaje.

o Si el antagonismo se mantenia, al procedimiento anterior se agrego un paso donde se afadid
proteinasa K, proteasa y tripsina (1 mg/mL), se incubo por 2 horas a 37°C, y después se incubd 10
min a 65°C.

o Para evaluar cada SLC sometido a los diferentes tratamientos se utilizo la técnica de
difusion en agar suave con pocillos utilizando la bacteria Listeria monocytogenes como bacteria

indicadora.

5.7 Identificacion de Genes Estructurales de Bacteriocinas

En concordancia con los resultados obtenidos, se busco la presencia de posibles genes estructurales
que codifiquen para bacteriocinas secretadas por el género bacteriano Pediococcus,

especificamente pediocinas. Se realizd la extraccion del ADN genomico de la cepa CM175
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utilizando el kit comercial QlAamp DNA mini kit y sus respectivas indicaciones (Anexo 1). Los
iniciadores utilizados fueron: sentido 5°’-TTA CTT GTG GCA AAC ATT CCT G-3’ y el
antisentido 5°-TGA TTA CCT TGA TGT CCA CCA G-3’, de acuerdo a las condiciones
establecidas por Macwana and Muriana (2012) para identificar el gen papA. La reaccion de PCR
contenia los siguientes componentes: 10 pL. de SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, CA, E.U.A)),
1 puL de cada iniciador y 12 ng de ADNg para un volumen final de 20 puL. Con estos ingredientes
se realiz6 la corrida en el equipo de PCR en tiempo real StepOne Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, E.U.A.). El producto de PCR se mandd secuenciar a Macrogen Inc (Seul, Corea del
Sur), este resultado se analizé mediante el algoritmo de BLAST y se realizaron comparaciones con

la base de datos GenBank.

5.8 Purificacion del Compuesto Tipo Bacteriocina

La purificacion del compuesto tipo bacteriocina se llevé a cabo realizando una cromatografia de
intercambio cationico para después realizar una separacion de proteinas por tamafio utilizando

amicones con membranas de diferentes tamafios (5, 10, 30 y 50 kDa).

5.8.1 Cromatografia de Intercambio Catidnico y Separacion de Proteinas por Tamafo

La cromatografia de intercambio cationico se llevd a cabo con una columna SP sefarosa de 5 mL.
El equipo en el que se realizaron las corridas cromatogréaficas es un FPLC (cromatografia liquida
de proteinas a alta velocidad) (Pharmacia Biotech Inc., NJ, E.U.A.) y las soluciones amortiguadoras
utilizadas fueron los siguientes: Solucion de lavados (A), fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 £0.2;
solucién de elucion (B), fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5 +0.2, adicionado con cloruro de sodio
1M. Después de realizar la cromatografia, se procedié a realizar una separacion de proteinas en

base a su tamafio, utilizando un sistema de filtracion Amicon® (Merck, Darmstadt, Alemania) de
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diferentes tamafios (3, 10, 30 y 50 kDa) y centrifugando a 4,000 x g por 3 min a 10°C, ademas con

estas condiciones también se elimind la cantidad de sal de la muestra.

5.8.2 Cuantificacion de Proteina

La cuantificacion de proteina se llevé a cabo utilizando un kit comercial del método del &cido
bicinconinico de Termo Fisher Scientific (Pierce® BCA Protein Assay Kit) (anexo 2), teniendo
una curva de albumina sérica (0-2000 pg/mL) como referencia para extrapolar los valores de
densidad dptica previamente obtenidas de las muestras evaluadas.

5.8.3 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en Condiciones Desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para realizar las electroforesis en poliacrilamida con condiciones desnaturalizantes y reductoras se
utilizaron geles de 15% de acrilamida, los cuales fueron tefiidos con tincion azul de Coomassie
(Laemmli, 1970). Posterior a la tincion, se identificaron las bandas de cada muestra y se

procedieron a cortarse e identificarse mediante espectrometria de masas.

5.9 Pruebas de Estabilidad del Compuesto Tipo Bacteriocina: Temperatura, pH y Proteasas

La estabilidad de la bacteriocina se evalué utilizando como variables los siguientes factores:
temperatura, pH, y proteasas. Las técnicas utilizadas fueron las presentadas por Vaillancourt et al.,

2015 con pequefias modificaciones.
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5.9.1 Pruebas de Estabilidad a Diferentes Temperaturas

Se tomaron 100 uL de una solucion de proteina con una concentracion de 200 pug/mL a un pH de
6.5, para evaluar cada una de las temperaturas (4°C, 10°C, 25°C, 37°C, 50°C, 70°C, 90°C, 100°C
y 121°C). Este volumen se dividi6 en dos alicuotas (dos réplicas), ambas se incubaron por 30
minutos a cada una de las temperaturas analizadas. Transcurrido el tiempo, las muestras se
incubaron a temperatura ambiente (25°C) por 10 minutos y se procedié a realizar la prueba de
antagonismo en placa, utilizando L. monocytogenes como bacteria testigo.

5.9.2 Pruebas de Estabilidad a Diferentes Valores de pH

Para realizar las pruebas de estabilidad a pH se utilizé el volumen y la concentracion de proteina
ya mencionada en las pruebas de estabilidad a temperatura, asi como también se realizaron 2
réplicas. Ambas réplicas se incubaron por 60 minutos, a temperatura ambiente, a cada uno de los
valores de pH seleccionados. Transcurrido el tiempo, a las muestras se les ajusto el pH a 7 y se
procedio a realizar la prueba de antagonismo en placa, utilizando L. monocytogenes como bacteria

testigo. Los valores de pH evaluados fueron 3, 5,7, 9y 11.

5.9.3 Pruebas de Estabilidad a Diferentes Proteasas

Para realizar las pruebas de estabilidad a actividad de proteasas se utilizé el volumen y la
concentracion de proteina ya mencionada en las pruebas de estabilidad anteriores, al igual que la
utilizacion de 2 réplicas. Ambas réplicas, se ajusté el pH a 7, se les adicionaron las proteasas por
separado a una concentracion final de 1 mg/mL y se incubaron a 37°C por 120 minutos.
Transcurrido el tiempo, las muestras se incubaron a 65°C por 10 minutos y se procedio a realizar
la prueba de antagonismo en placa, utilizando L. monocytogenes como bacteria testigo. Las

proteasas evaluadas fueron tripsina, proteinasa K y proteasa.
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5.10 Efecto de Bacteriocina sobre Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium.

El efecto de la bacteriocina obtenida de Pediococcus pentosaceus CM175 sobre las bacterias
Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium, se evalu6 mediante microscopia de
fluorescencia y microscopia electronica de transmision, para esto se utilizd una solucion con una
concentracion proteica de 200 pg/mL y se analizaron muestras del tiempo cero, como control, y 2

horas de incubacion después de aplicar la solucién proteinica.

5.10.1 Microscopia de Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se utilizo con el fin de detectar si el dafio que provoca la molécula
tipo bacteriocina producida por Pediococcus pentosaceus CM175, sobre bacterias susceptibles
como lo son L. monocytogenes y S. Typhimurium, es sobre la membrana celular, utilizando una
doble tincién con fluorocromos (yoduro de propidio y fluoresceina) y una concentracion celular de
1x10” UFC/mL con y sin tratamiento. El yoduro de propidio se utilizé a una concentracion de 1
mg/mL mientras que la fluoresceina se utilizo a una concentracion de 50 pM, posterior a la adicion
de los fluorocromos, la mezcla se incub6 a 37°C por 30 minutos. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizaron dos lavados con buffer de fosfatos de sodio 20 mM pH 6.5, al terminar
los lavados, las muestras se colocaron en un portaobjetos y fueron visualizadas utilizando un
microscopio de fluorescencia Axioskope Al (Carl Zeiss, Alemania) equipado con un set de filtros
09 (Fluoresceina) y otro set de filtros 20 (rodamina F). Las imagenes fueron tomadas utilizando el

software Zeiss Axionvision 4.8.3 y el objetivo de inmersidén 100 X (Aguilar-Toala et al., 2017).
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5.10.2 Microscopia Electronica de Transmision

Los experimentos de microscopia electronica de transmision fueron realizados en el Laboratorio
de Microscopia Electronica de Transmision de la Universidad de Sonora (LMET-UNISON).

La morfologia y el dafio celular de bacterias patdgenas fue determinado utilizando imégenes
obtenidas en un microscopio electronico de transmision (MET) JEM 2010F con un voltaje de
operacion de 200 Kv (JEOL, Ltd., Japon) (Laboratorio de microscopia electronica de transmision
Universidad de Sonora). Las diferentes observaciones realizadas fueron utilizando bacterias con y
sin incubacién con la BLIS producida por P. pentosaceus CM175 y utilizando una tincién negativa
con el reactivo cido fosfotlingstico (1%) y realizando cortes generados con un ultramicrotomo.
Para la tincion negativa: Se colocaron 5 pL de una solucion bacteriana a una concentracion de
7x10° UFC/mL en una rejilla de mondxido de silicon tipo A con cobre (300 mesh) (PELCO®, CA,
E.U.A.) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Después de secarse, se agregan 3 pL de acido
fosfotungstico 1% a la rejilla y se incuba por 5 minutos, removiendo el exceso pasado este tiempo.
Las muestras fueron secadas al vacio para su posterior observacion en el MET (Gonzalez-Pérez et
al., 2019). Las imagenes fueron visualizadas y editadas utilizando los softwares ImageJ (National
Institutes of Health) y DigitalMicrograph™ (Gatan Inc.). Ademas, para las imagenes obtenidas de
los cortes obtenidos con el ultramicrotomo se siguio el siguiente procedimiento: se realizaron cortes
de las bacterias utilizando un ultramicrotomo (LEICA EM UC7, Alemania) con un grosor de 80
nm. Para realizar los cortes mencionados, previamente las bacterias se sometieron a un
procedimiento que consta de fijacion, deshidratacion e inclusion de la resina Spurr. La fijacion
consto de los siguientes pasos: 1) Las bacterias se incubaron con glutaraldehido al 2 % por 2 horas
a 4 °C, después, se centrifugd a 10,000 x g x 10 min a 4 °C y se decantd; 2) Se agrego6 cacodilato
de sodio 0.1 M, se resuspendi6 el paquete bacteriano y se incub6 por 10 min a 4 °C, transcurrido
el tiempo se centrifugd la muestra con las condiciones mencionadas anteriormente y se decanto; 3)
Se afiadio tetradxido de osmio al 1%, se resuspendio el paquete bacteriano, se incub6 por 1 h a 4
°C, se centrifugd y se decanto; 4) Nuevamente, se agreg6 cacodilato de sodio 0.1 M, se resuspendio
el paquete bacteriano y se incub6 por 10 min a 4 °C, se centrifugd y se decanto; 5) Por altimo, se
resuspendié el paquete bacteriano y se trasladé la muestra al LMET-UNISON, donde se realizo la

deshidratacion, inclusion de la muestra en resina Spurr y se realizaron los cortes con el
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ultramicrotomo. Las muestras se colocaron en rejillas y fueron secadas al vacio para su posterior
observacion en el MET (Gonzélez-Pérez et al., 2019). Las imégenes fueron visualizadas y editadas

utilizando los softwares ImageJ (National Institutes of Health) y DigitalMicrograph™ (Gatan Inc.).

5.11 Identificacién de la Sustancia Inhibitoria Tipo Bacteriocina Mediante Espectrometria de

Masas

La identificacion de la sustancia inhibitoria tipo bacteriocina (BLIS) se realiz por servicio en el
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) de la Ciudad de San Luis
Potosi, San Luis Potosi, México. La muestra que se envio fue la banda de gel de electroforesis

visualizada con azul de Coomassie, correspondiente a la fraccidn con actividad antagénica.

5.12 Disefio y Analisis Estadistico

5.12.1 Técnica de Difusion en Agar Suave

El factor a evaluar fue la susceptibilidad de cada una de las bacterias patdgenas al SLC. Se
realizaron 4 repeticiones del antagonismo mediante la técnica de difusion en agar suave del SLC
completo, asi como de los ensayos donde se analizd la naturaleza del compuesto antagonico. El
andlisis de los resultados de antagonismo contra las bacterias patdgenas fue estadistica descriptiva,
mientras que, para el ensayo de determinacion de la naturaleza del compuesto antagonico se utilizo
un disefio completamente al azar con un analisis de varianza y una prueba de Tukey-kramer para

comparar medias (p < 0.05). En ambos ensayos la variable respuesta fue el halo de inhibicion.
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5.12.2 Ensayos de Inhibicion de Crecimiento en Microplaca

Los ensayos de inhibicién de crecimiento en microplaca tanto del SLC completo, asi como los
ensayos donde analiz6 el efecto del pH y compuestos proteinicos sobre la actividad antagdnicas se
llevaron a cabo con un disefio completamente al azar, donde la variable respuesta fueron las curvas
de crecimiento, y se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, al comprobar que
habia diferencias entre los datos, se utilizé la prueba de Duncan para comparar medianas. Estos
ensayos se realizaron por duplicado. El factor a evaluar fue la susceptibilidad, al SLC completo, al

pH y a los compuestos proteinicos, de cada una de las bacterias patdgenas examinadas.

5.12.3 Andlisis de Datos Obtenidos de la Curva de Crecimiento Bacteriano

Los valores cinéticos como lo son: fase lag (min), tasa de crecimiento (h), D.O. max (A 600 nm)
y tiempo de duplicacion (min) fueron analizados con estadistica descriptiva. Cada uno de estos

valores fue afectado por la adicion del SLC.

5.12.4 Estabilidad de BLIS

Los diferentes ensayos de estabilidad a temperatura, pH y proteasas fueron analizados mediante

estadistica descriptiva.

47



6. RESULTADOS

Los resultados presentados a continuacion se encuentran en orden de cumplimiento de cada
uno de los objetivos particulares planeados para esta investigacion. El objetivo 1, el cual establece
que se evaluaria el efecto antagdnico del sobrenadante libre de células de Pediococcus pentosaceus
CML175 (aislada de meldn cantaloupe) contra Salmonella Saintpaul, Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, se cumple al obtener
los resultados del perfil antagonico ejercido por el SLC de Pediococcus pentosaceus CM175
(Seccién 6.1)

6.1 Perfil Antagdnico del SLC de Pediococcus pentosaceus CM175

El sobrenadante libre de células (SLC) producido por Pediococcus pentosaceus CM175 logré
ejercer antagonismo contra L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium y S. Saintpaul, bacterias
patogenas utilizadas en el ensayo de difusion en agar suave (Cuadro 4). De estas 4 bacterias, 2 son
Gram positivas (L. monocytogenes y S. aureus) y 2 Gram negativas (S. Typhimurium y S.
Saintpaul). Se observé claramente que la bacteria que presenta mayor susceptibilidad a este SLC
fue L. monocytogenes. Mientras que, E. coli O157:H7 no es susceptible al SLC por medio de la
técnica de difusion en agar suave. Con el fin de comprobar actividad del SLC contra E. coli
0157:H7 se realizé la prueba de inhibicion de crecimiento en microplaca, incluyendo las bacterias

patdgenas analizadas en el ensayo de difusion en agar suave.

Cuadro 4. Antagonismo del sobrenadante libre de células de Pediococcus pentosaceus CM175

por el método de difusion en agar suave.
Bacteria patdgena Zona de inhibicion (cm) Tincion Gram
Listeria monocytogenes 1.7+0.1 +
Staphylococcus aureus 0.7+£0 +
Salmonella Typhimurium 0.6+0.1 -
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Salmonella Saintpaul

06+0

Escherichia coli O157:H7

0

Los resultados estan representados como media + desviacion estandar de 3 replicas.

Como se puede ver en la figura 3, se muestra que 15 pL del SLC son suficientes para inhibir el

crecimiento de L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium y S. Saintpaul, mientras que este

volumen de SLC causa un retraso de 10 horas en el crecimiento de E. coli O157:H7.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de bacterias patdgenas sometidas a tratamientos con

sobrenadante libre de células de Pediococcus pentosaceus CM175. SLC: Sobrenadante libre de

D.0.600 1m

0.0.600 ym

células producido por Pediococcus pentosaceus CM175. Cada punto de las graficas representa la
media de dos experimentos y las lineas representan sus desviaciones estandar. Diferentes literales
representan diferencias estadisticas (p < 0.05)
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Los parametros cinéticos de las bacterias patdgenas se calcularon utilizando los datos de la curva

de crecimiento bacteriano. Estos valores estan representados en el Cuadro 5. Se puede observar la

inhibicién del crecimiento que ejerci6 el SLC sobre las bacterias patdgenas L. monocytogenes, S.

aureus, S. Typhimurium y S. Saintpaul, al no haber crecimiento de estas bacterias no pudieron

determinarse mencionados valores, por otro lado, en la bacteria en la que si se pudieron determinar

(E. coli O157:H7), los valores de la fase lag y el tiempo de duplicacién fueron aumentados 10y 3

veces respectivamente, mientras que la tasa de crecimiento y la D.O. max fueron disminuidos a un

25% y a un 80%, respectivamente.

Cuadro 5. Valores cinéticos obtenidos de la curva de crecimiento de las bacterias patégenas

tratadas con 15 pL de SLC de Pediococcus pentosaceus CM175.

Fase Lag Tasa} d? D.O. max Tiempo de 2

Muestra (min) crfemmlento (. 600 nm) dupllcacmn R
(hh (min)

S. Typhimurium
Control 21.65 + 20.4 492 £0.24 34970 85+04 0.95
SLC CM175 NC NC NC NC -
S. Saintpaul
Control 61.85+25.9 1.99+0.2 3.284+£0.04 210522 0.99
SLC CM175 NC NC NC NC -
E. coli
Control 41.2+195 197 £0.6 2.21 +0.02 22.1+6.8 0.99
SLC CM175 419.6 £21.2 0.56 £ 0.01 1.843+0.04 743%21 0.99
S. aureus
Control 51.1 +22.7 3.43 £ 2.46 3.194+£0.1 16.3+11.7 0.96
SLC CM175 NC NC NC NC -
L. monocytogenes
Control 58.6 + 37.2 1.69 £ 0.55 2438 £0.01 25.95+84 0.99
SLC CM175 NC NC NC NC -

SLC CM175: Sobrenadante libre de células producido por Pediococcus pentosaceus CM175. NC: No
crecimiento. Los resultados estan representados como media * desviacion estandar de 2 mediciones.
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Con los ensayos de inhibicion de crecimiento realizados en este punto, se concluye que el SLC de
P. pentosaceus CM175 puede inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas (L.
monocytogenes y S. aureus) y de bacterias Gram negativas (S. Typhimurium y S. Saintpaul),
ademas logra alargar 10 veces la fase lag de la curva de crecimiento de E. coli O157:H7 mostrando

un efecto bacteriostatico sobre esta bacteria en un lapso de 10 horas.

6.2 Naturaleza del Compuesto del SLC con Actividad Antagdnica

Con el propdsito de cumplir con el objetivo 2, en el cual se identificaria la naturaleza del compuesto
que confiere antagonismo a Pediococcus pentosaceus CM175 contra Listeria monocytogenes
(modelo de bacteria Gram positiva) y Salmonella Typhimurium (modelo de bacteria Gram
negativa), se presentan los resultados obtenidos en la presente seccion.

Después de confirmar que el SLC presenta antagonismo contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, se procedio a determinar la naturaleza de los compuestos con actividad antagdnica que
secreta la bacteria P. pentosaceus CM175. Para lograr esto, se utilizd una bacteria modelo para las
bacterias Gram positivas (L. monocytogenes) y una bacteria para las Gram negativas (S.
Typhimurium). Primeramente, se realizé el ensayo de difusion en agar suave, donde se obtuvieron
los resultados para &cidos organicos (AO), peroxido de hidrogeno (PH) y compuestos proteinicos
(CP), mostrados en el Cuadro 6. Al neutralizar el pH y eliminar el efecto de los AO, la actividad
del SLC, dada por PH y CP no perdi6 actividad contra L. monocytogenes manteniendo halos de
inhibicion alrededor de 1.7 cmy sin haber diferencias significativas en los resultados; sin embargo,
la actividad contra S. Typhimurium se perdié por completo cuando se neutraliz6 el pH del SLC de
P. pentosaceus CM175. La actividad antagonica contra L. monocytogenes se conservo después de
incubar el SLC con catalasa, no obstante, la actividad antagonica se perdio al incubar el SLC con
proteasas. Los resultados muestran que la actividad del SLC contra S. Typhimurium depende
Unicamente de compuestos acidos, entre los que pueden estar acido lactico, acido propionico y/o
acido acético. Por otro lado, se muestra que el SLC contiene compuestos acidos y compuestos de

origen proteinico para generar actividad antagonista contra L. monocytogenes.
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Cuadro 6. Efecto de los metabolitos presentes en el SLC de P. pentosaceus CM175 sobre el
crecimiento de dos bacterias indicadoras (L. monocytogenes y S. Typhimurium) mediante la técnica
de difusién en agar suave.

Bacteria indicadora Metabolito Zona de inhibicion (cm)
Listeria monocytogenes AO, PHyCP 1.775 + 0.05?

PHyCP 1.825 £ 0.05?

CP 1.65+0.13%
Salmonella Typhimurium AO, PHyCP 0.5 +0.082°

PHyCP 0°

CP 0°

AO: Acidos organicos; PH: Peroxido de hidrégeno; CP: Compuestos proteinicos. Los resultados estan
representados como media * desviacion estandar de 4 réplicas. Diferentes literales representan diferencias
estadisticas (p < 0.05)

Después de la obtencion de los resultados del ensayo de difusion en agar suave se procedié a
analizar la naturaleza del SLC mediante el ensayo de inhibicion de crecimiento en microplaca, con
el fin de comprobar que la naturaleza del compuesto antagonista del SLC fueron compuestos de
origen acido y compuestos de origen proteinico. La Figura 4 muestra que la curva de crecimiento
de L. monocytogenes, asi como de S. Typhimurium se modificé por accion del SLC tratado con
diferentes enzimas y/o compuestos. Se puede observar que el SLC, después de haberse sometido a
los diferentes tratamientos, conserva parte de su actividad antagonista, siendo este efecto contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Mediante este ensayo se pudo comprobar que la

actividad del SLC se debe tanto a compuestos acidos como compuestos proteinicos.
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Figura 4. Efecto de los metabolitos presentes en el SLC de P. pentosaceus CM175 sobre Listeria
monocytogenes y Salmonella Typhimurium. Efecto sobre el crecimiento de dos bacterias
indicadoras (lzquierda: Bacteria Gram positiva; Derecha: Bacteria Gram negativa) mediante la
técnica de inhibicion de crecimiento en microplaca. SLC: Sobrenadante libre de células de
Pediococcus pentosaceus CM175. CP: Compuestos proteinicos. AO: Acidos organicos. PH:
Peroxido de hidrégeno. Cada punto de las graficas representa la media de dos experimentos y las
lineas representan sus desviaciones estandar. Diferentes literales representan diferencias
estadisticas (p < 0.05)

Con el fin de establecer bases moleculares para comprobar que la actividad antagonica del SLC
puede estar mediado por la secrecion de una o0 mas bacteriocinas, se realiz6 una PCR en punto final
utilizando iniciadores especificos, y esta amplificacion se mand6 secuenciar a Macrogen Inc. Al
obtener los resultados de la secuenciacion del gen (Anexo 3), se comprobo que en efecto se trataba
de un segmento de ADN que codifica para genes estructurales de bacteriocinas y en especifico del
gen papA que forma parte de los genes estructurales que codifican para pediocinas producidas por
el género Pediococcus.

Con los resultados obtenidos en esta seccion, se puede concluir que la bacteria Pediococcus
pentosaceus CM175 puede ejercer actividad antagonica mediante la produccion de metabolitos de
naturaleza acida y naturaleza proteinica, con lo cual se cumple con el objetivo 2. En especifico,
con el metabolito proteinico fue importante continuar con sus estudios debido a que los estudios
moleculares mostraron genes estructurales de bacteriocinas del género Pediococcus (Anexo 3), lo

que indica la presencia de bacteriocinas en el SLC de la cepa CM175.
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6.3 Purificacion de BLIS, su Estabilidad y su Secuencia Aminoacidica.

El objetivo 3, el cual fue purificar al menos una bacteriocina y realizar pruebas de estabilidad contra
temperatura, pH y proteasas, asi como definir la secuencia aminoacidica mediante espectrometria
de masas, se cumple con los resultados presentados en esta seccion.

Al obtener los resultados que indicaron la presencia de una sustancia inhibitoria tipo bacteriocina
(BLIS, en inglés) en el SLC de P. pentosaceus CM175, se procedié a su purificacion mediante
cromatografia de intercambio cationico, con el fin de obtener una fraccion que conserve su
actividad antagonica. Al realizar la cromatografia se obtuvieron fracciones con proteinas en la
elucion al 10% y al 50% del buffer de elucién. Las fracciones proteinicas que se obtuvieron al
realizar la corrida cromatogréafica fueron analizadas mediante la técnica de difusion en agar suave
utilizando L. monocytogenes como bacteria testigo. La actividad antagonica se presentd en la
fraccion de los lavados y en la fraccion del 50%, eligiendo la fraccion del 50% para seguir con los
andlisis debido a que en los lavados existia una gran cantidad de proteinas y carbohidratos

pertenecientes aun al SLC.

Cromatografia de intercambio cationico
100%
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Figura 5. Purificacion de compuesto proteico contenido en el SLC de P. pentosaceus CM175. A:
Cromatograma de intercambio cationico (CIC) del SLC. B: Ensayo de inhibicion de crecimiento
de fracciones derivadas de la CIC. 1: SLC, 2: Proteina no unida a columna, 3: Elucion al 50%, 4:
Elucion al 10 %, 5: Elucién al 100%. Rojo: BLIS de interés; Verde: Proteina no unida a columna
que mantiene actividad antagoOnica. Bacteria testigo: Listeria monocytogenes. C: Gel de
electroforesis tefiido con azul de Coomasie. 1: Marcador de peso molecular; 2: BLIS >50 kDa.
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La fraccion del 50% se sub-fraccion6 por tamafos, utilizando membranas de tamafios de poros de
3, 10, 30 y 50 kDa. La fraccion con tamafio de 50 kDa o mayor mantuvo la actividad antagénica
por lo que la BLIS que se encuentra causando dafios a bacterias susceptibles es de 50 kDa 0 mas
grande, resultando diferente con la mayoria de bacteriocinas publicadas.

Con el fin de visualizar las proteinas presentes en la fraccion del 50 % del SLC con actividad
antagonica, se realizo la electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE)
después de realizar la separacion de esta fraccion por tamafios. Se detect6 una proteina dentro de
la fraccion del 50 % con un tamafio aproximado a 60 kDa (Figura 5C), evidenciando una
purificacion de la muestra de BLIS, sin embargo, la relevancia de este resultado es que la proteina
presenta un tamafio mucho mas grande que la mayoria de las bacteriocinas reportadas para el
género Pediococcus.

Al comprobar que la actividad antagonica se encontraba presente en la fraccion de BLIS obtenida
al 50% del buffer de elucion por cromatografia de intercambio cationico, se procedio a analizar su
estabilidad a diferentes variables fisicoquimicas como lo son: pH, temperatura, tiempo y proteasas.
La termoestabilidad de la BLIS es bastante interesante, ya que su actividad se mantuvo desde los
4°C hasta los 100°C, no obstante, a 100°C la BLIS no mantiene el 100% de su actividad, mantiene
el 78% de esta. La actividad de la BLIS obtenida de la purificacion parcial pierde totalmente su
actividad a 121°C (Figura 6A). La BLIS de la fraccion del 50 % logré mantener su actividad
después de haber sido sometida a pH acidos (3 y 5) y pH neutro (7), no obstante, la actividad se
pierde al incubar la muestra a pH basicos (9 y 11) (Figura 6B). Las proteasas tripsina, proteinasa
K'y proteasa, inhibieron completamente la actividad bacteriocinogénica de la fraccién del 50 % de
la BLIS estudiada (Figura 6C).

55



E ‘A) Termoestabilidad z | B) Resistencia a pH
= 100 P .- = Z_ 100 4 . - -
P e S B
2 80 | N I 2 504
2 1\ 3
% 60 ‘ % 604
g 40 2 10
£ 20 £ 20
£ 0 . & 0 . -
< <
0 20 40 6 8 100 120 140 2 $ 6 $ 10 12
Temperatura (°C) pH
O) Proteasa Actividad bacteriocinogénica (%)
Tripsina 0
Proteinasa K 0
Proteasa 0

Figura 6. Estabilidad de BLIS producida por Pediococcus pentosaceus CM175. A) Estabilidad a
temperatura; B) Estabilidad a pH; C) Estabilidad a proteasas. Cada punto de las figuras Ay B
representa la media de tres repeticiones * desviacion estandar.

Para cumplir con los objetivos planteados dentro de esta investigacion, se realizé la identificacion
de la BLIS CM175 mediante espectrometria de masas. La banda de 60 kDa que se identifico es la
que se observa en la Figura 7. Los resultados sefialan la identificacion de una proteina que no ha
sido reportada como metabolito de la bacteria Pediococcus pentosaceus (Cuadro 7). Para llegar a
esta conclusion, se identificaron 2 péptidos, cuyas secuencias se encuentran en el Cuadro 7, estos
péptidos s6lo se encuentran en esta proteina dentro del género Pediococcus, lo cual es suficiente
para tener una identificacion aceptable. Al realizar el analisis de esta proteina y realizar un
alineamiento contra las bases de datos se obtuvo una semejanza del 100% con una proteina de
capside de un fago que tiene un peso molecular de 49.2 kDa con un punto isoeléctrico de 4.89
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Datos del analisis por LC-MS/MS para la identificacion de la proteina de Pediococcus
pentosaceus CM175 y busqueda en la base de datos por homologia.

Banda Proteina experimental | Numero PM PM Score @ PM ¢/ Secuencias de los
(Proteina homologa) | de acceso?® | Exp ° | teo/pl scf péptidos
Proteina no AOALYOV 49.2 K.SDPEGKPK.G
A caracterizada (Proteina NL4 60 kDa | kDa 32.56 2/5% | R.NAGEQRLNTLNK.
de capside de fago) 14.89 A

3 Nmero de acceso a la base de datos de proteinas UniProt; ® Peso molecular experimental; ¢ Peso molecular tedrico
y punto isoeléctrico; ¢ PEAKS Score reportado después de la busqueda contra la base de datos de Pediococcus
pentosaceus perteneciente a UniProt (7304 secuencias, noviembre 2020). Score >20 indica identidad o extensa
homologia. ¢ Péptidos emparejados;  Cobertura de la secuencia.

66.2 kDa=p

31 kDamp

21.5kDa=p

14.4 kDa=p

Figura 7. Gel de electroforesis tefiido con azul de Coomasie. 1: Marcador de peso molecular; 2:
BLIS >50 kDa. Rojo: Banda identificada por espectrometria de masas.

Analizando los resultados de esta seccion se puede concluir que la BLIS obtenida de la bacteria P.
pentosaceus CM175, se purifico y se determind que es estable a 100°C por 15 minutos y a pH
acidos. No obstante, esta proteina es susceptible a pH basicos y a las proteasas utilizadas (tripsina,
proteinasa K y proteasa), ademas se identific6 como una proteina que no ha sido caracterizada de
la bacteria P. pentosaceus. Dicha proteina es idéntica a una proteina de capside de un bacterio6fago.
Después de purificar, analizar su estabilidad e identificar la BLIS, se procedioé a cumplir con el

altimo obijetivo.
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6.4 Efecto de BLIS sobre Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium

El objetivo numero 4 y final fue determinar el efecto de bacteriocina sobre la membrana celular de
Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium utilizando técnicas microscdpicas, este
objetivo se cumple con los resultados presentados en la presente seccion.

Un aspecto importante en la caracterizacion de una molécula con actividad antagonista es tratar de
definir el lugar diana de esta, en este sentido las microscopias son una herramienta para tratar de
definir este sitio. En esta investigacion, la microscopia de fluorescencia y la microscopia
electrénica de transmision nos apoyaron para definir el efecto de BLIS sobre la membrana celular
0 su internalizacion a las bacterias susceptibles. La microscopia de fluorescencia nos muestra
claramente que BLIS causa dafios importantes a la membrana, esto se sabe debido a que esta
microscopia consta de una doble tincion, primero en la que se utiliza yoduro de propidio,
fluorocromo que entra a las células y presentan un dafio a la membrana celular que con el set de
filtros 20 se visualizan estas celulas dafiadas de color rojo, y también se utiliza fluoresceina,
fluorocromo que con set de filtros 09 exhibe en color verde a las células que se encuentran sin dafio
a la membrana celular. En las micrografias de fluorescencia podemos ver como el tratamiento, que
en este caso es la BLIS afiadida, causa dafios a las membranas de L. monocytogenes y de S.
Typhimurium, lo cual queda en evidencia en las Figuras 8 y 9, respectivamente, donde con el paso
del tiempo se observa un mayor namero de células de color rojo en comparacion con su control

respectivo.

58



Figura 8. Micrografias de fluorescencia de Listeria monocytogenes con y sin BLIS (Sustancia
inhibitoria tipo bacteriocina). A) Tiempo 0; B), C) y D): Control después de 1, 2 y 4 horas de
incubacion, respectivamente; E), F) y G): Tratamiento (BLIS) después de 1, 2 y 4 horas de
incubacion, respectivamente. Escala = 2um.

Figura 9. Micrografias de fluorescencia de Salmonella Typhimurium con y sin BLIS (Sustancia
inhibitoria tipo bacteriocina). A) Tiempo 0; B), C) y D): Control después de 1, 2 y 4 horas de
incubacion, respectivamente; E), F) y G): Tratamiento (BLIS) después de 1, 2 y 4 horas de
incubacion, respectivamente. Escala = 2um.

En cuanto a la microscopia electronica de transmision, nos muestra imagenes a mayor escala en la
cual se puede observar la estructura de las bacterias y el dafio posible. En este sentido, en la Figura
10 se presentan las micrografias electronicas de L. monocytogenes que fueron obtenidas de dos
maneras, una utilizando una tincién negativa con acido fosfotlngstico, y otra realizando cortes con
un ultramicrotomo y tifiendo con tetradxido de osmio (OsO4). La Figura 10 muestra imagenes del
control (1A y 2A) y del tratamiento (BLIS afiadida) (1B y 2B) donde se evidencia el dafio de la
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membrana de la bacteria, en estas micrografias se observa claramente la pérdida de continuidad de
la estructura de la membrana bacteriana, asumiendo que es el sitio diana de la BLIS en nuestro caso
especifico. En la Figura 10-1A se observa la estructura y forma de una bacteria control mientras
que la Figura 10-1B se observa una estructura totalmente dafiada con una membrana practicamente
destruida. Por otro lado, las Figuras 10-2A y 10-2B son muestras que se capturaron después de
someter la muestra al proceso de ultramicrotomia. En la Figura 10-2A, se observa la estructura de
una bacteria control, con una membrana celular completamente intacta; mientras que en la Figura
10-2B se observa una interrupcién en la integridad de la membrana, que puede ser debida al dafio
que provoca BLIS sobre la pared celular de la bacteria susceptible, lo cual provoco la salida de

material intracelular y por lo tanto, dafio y muerte.

Figura 10. Micrografias electrénicas de transmision de Listeria M6nocytogenes. 1) Micrografias
con tincién negativa, 2) Micrografias con ultramicrotomia; A) Muestras control, B) Muestras
tratadas e incubadas con BLIS por 2 horas.
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7. DISCUSION

Diferentes BAL tienen la capacidad de generar antagonismo contra otras bacterias, sin
embargo, su capacidad inhibitoria actia mayoritariamente contra bacterias Gram positivas y no
contra Gram negativas (Albano et al., 2007). No obstante, Lactobacillus gasseri EV1461
(Maldonado-Barragan et al., 2016) y Lactobacillus coryniformis XN8 (Yi et al., 2016) han
presentado actividad tanto en Gram positivas como Gram negativas, incluso L. coryniformis XN8
presenta antagonismo contra bacterias con resistencia a diversos antibioticos. Los resultados de la
actividad antagdnica obtenidos con el SLC de P. pentosaceus CM175 son bastantes prometedores,
ya que la actividad se present0 tanto contra bacterias Gram positivas como Gram negativas,
resultados mostrados en el Cuadro 4 y Figura 3. Estos resultados demuestran que la molécula que
confiere esta capacidad antagonica a la cepa CM175 tiene potencial para inhibir el desarrollo de
bacterias patdgenas Gram + y Gram -, siendo resultados presuntivos hasta este punto, ya que no se
habia realizado la purificacion de la molécula.

La actividad antagonica tanto en agar como en medio liquido muestra la actividad antagdnica del
SLC ejercida tanto contra bacterias Gram positivas como Gram negativas. La bacteria E. coli
0157:H7 fue la bacteria mas resistente al efecto antagonico del SLC de la cepa CM175 de P.
pentosaceous, esta bacteria incremento su fase lag 10 veces, no obstante, su crecimiento al entrar
en la fase logaritmica fue similar al control. Una posible explicacion de la resistencia de E. coli
contra el SLC de P. pentosaceus CM175 es que la molécula antagonista tenga caracteristicas
bioguimicas y/o estructurales similares a moléculas producidas por esta bacteria, por ejemplo,
bacteriocinas, o que el modo de accion sea inhibido por moléculas secretadas o expresadas en E.
coli O157:H7, por ejemplo, una bomba de expulsién o alguna enzima que tenga la capacidad de
modificar a la molécula antagonista (Meade et al., 2020). La fase lag es el periodo que utiliza la
bacteria para adaptarse al medio en el que se encuentra, produciendo enzimas y todo el material
bioguimico necesario para iniciar su division celular (Varela y Grotiuz, 2008), por lo cual, es valido
hipotetizar que E. coli ampli6 su fase lag con el propésito de degradar los metabolitos antagonistas
presentes en el SLC y poder iniciar su fase logaritmica. El resto de las bacterias patdgenas utilizadas
en las pruebas de antagonismo fueron susceptibles (L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium

y S. Saintpaul). Todorov y Dicks (2009) reportaron la actividad antagonica ejercida por una bacteria
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producida por P. pentosaceus ST44AM. La bacteriocina reportada por estos autores tiene la
capacidad de ejercer actividad antagonica contra L. monocytogenes, S. aureus y E. coli, pero no
logra ejercer esta actividad contra cepas del género Salmonella, lo cual justifica la caracterizacion
de el o los metabolitos antagonistas producidos por la cepa CM175.

Las BAL tienen la capacidad de producir varios metabolitos que pueden actuar de manera negativa
contra otras bacterias entre estos pueden ser &cidos organicos, perdxido de hidrégeno y compuestos
proteinicos (Saeed y Salam, 2013). La actividad antibacteriana del SLC obtenido de P. pentosaceus
CM175 se atribuye tanto a &cidos organico como compuestos proteinicos, ya que la actividad
antagonica se da tanto con el SLC con pH neutro (pH 7) como con el SLC con pH acido no
neutralizado. El SLC de la cepa CM175 tiene un efecto mayor cuando no es neutralizado a
comparacion del SLC neutralizado. Este efecto puede quedar mas claro al regresar al Cuadro 2, ya
que se puede notar que los mecanismos de accion son diferentes entre los &cidos organicos y los
posibles agentes de origen proteinico que producen las BAL, hipotetizando que estas moléculas
puedan estar causando una sinergia en contra de las bacterias susceptibles. En este contexto,
Vijayakumar y Muriana (2015) encontraron cepas de BAL, Lactobacillus curvatus FS47,
Lactobacillus curvatus Beef3, Pediococcus acidilactici Bac3, Lactococcus lactis FLSI,
Enterococcus faecium FS56-1 y Enterococcus thailandicus FS92, que producen SLC que tienen
actividad antagonica, este SLC neutralizado es menos potente que el SLC no neutralizado,
indicando una posible sinergia de compuestos acidos y otro tipo de metabolitos extracelulares.
Los resultados tanto de inhibicidn de crecimiento en agar suave como en caldo dan indicios de la
produccién de compuestos proteinicos por parte de la cepa CM175, los cuales fueron corroborados
con la prueba de biologia molecular donde encontramos el gen papA, relacionado directamente con
genes estructurales que codifican para bacteriocinas en bacterias del género Pediococcus. Reportes
acerca de las bacteriocinas que pueden producirse por bacterias del género Pediococcus sefialan
tres bacteriocinas posibles, 1 perteneciente a la clase I, y 2 pertenecientes a la clase 111 (Alvarez-
Sieiro et al., 2016). Sin embargo, otra investigacion menciona que la bacteria Pediococcus
pentosaceus pueden producir cuatro bacteriocinas, dos de las cuales pertenecen a la clase lla 'y dos
de ellas que no han sido caracterizadas (Woraprayote et al., 2016). Ambos coinciden en que
bacterias del género Pediococcus producen mas de una bacteriocina, lo que motiva la bdsqueda y

caracterizacion de nuevas bacteriocinas dentro de las cepas pertenecientes a este género bacteriano.
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Al comprobar que el SLC de la cepa CM175 tiene un componente proteinico, se decidi6 realizar la
purificacion de este componente. Una desventaja de la purificacion de las bacteriocinas es que
involucra varios pasos, generalmente se realiza una precipitacién y/o algun tipo de cromatografia
(Maldonado-Barragan et al., 2016; Qiao et al., 2020; Todorov y Dicks, 2009). Dentro de esta
investigacion se llevé a cabo cromatografia de intercambio cationico debido a que las bacteriocinas
generalmente poseen un punto isoeléctrico arriba de 9, por lo que a un pH neutro la carga superficial
de estas moléculas es positiva, lo cual tendria afinidad con la columna de intercambio catiénico
que fue utilizada y podria purificarse. Se evalu6 la actividad antag6nica de las fracciones obtenidas
con el fin de comprobar que la molécula de interés habia presentado afinidad y que conservara su
actividad después de haber pasado por el proceso de purificacion. Después, con el fin de tener idea
del peso molecular de la proteina que estaba siendo purificada se realizaron fracciones
diferenciadas por sus tamafios. Al obtener resultados que mostraban al menos una proteina de alto
peso molecular con actividad antagonica se hipotetizd que es una bacteriocina no caracterizada,
pero al no comprobar de una manera concluyente que se trata de una bacteriocina, lo cual se logré
hasta obtener los resultados de la secuencia aminoacidica, la molécula caracterizada le llamamos
sustancia inhibitoria tipo bacteriocina (BLIS, siglas en inglés).

La BLIS secretada por P. pentosaceus CM175 y purificada fue caracterizada utilizando algunos
parametros fisicoquimicos y bioguimicos, entre los que se encuentran la temperatura, el pH y
susceptibilidad a proteasas. Esta molécula mostro tener una termoestabilidad hasta los 100 °C por
15 minutos, lo cual es caracteristico de bacteriocinas de bajo peso molecular pero no de las de alto
peso molecular (Meade et al., 2020). En cuanto a pH, esta molécula resulta ser estable en medios
neutros y acidos, mientras que perdio su actividad por completo al incubarse en un medio basico.
Esta caracteristica pudiera estar directamente ligada con la naturaleza catidnica de la mayoria de
las bacteriocinas, por lo que al alcanzar su punto isoeléctrico o sobrepasarlo en un medio, la carga
superficial cambia e incluso pudiera cambiar su estructura terciaria lo que implicaria cambios en
su actividad antagonica (Kumariya et al., 2019). Las proteasas utilizadas en esta investigacion,
tripsina, proteinasa K y proteasa, lograron inhibir por completo la actividad de la BLIS CM175, lo
cual nos indica de su facil degradacién en caso de ser utilizada en alimentos o aplicaciones ligadas
con humanos (Teixeira-Barbosa et al., 2017).

Una vez definidas las caracteristicas de estabilidad y secuencia aminoacidica de la BLIS CM175,

se optd por tratar de inferir el sitio de accion de esta molécula mediante microscopias. En primera

63



instancia, se obtuvo como resultado, mediante microscopia de fluorescencia, que esta molécula no
causaba lisis celular, ya que las imagenes captadas mostraban células con morfologia similar entre
células vivas y muertas. La naturaleza cationica de la bacteriocina muy probablemente le permite
unirse a los componentes aniénicos de la superficie celular de las bacterias y desestabilizarlas, estos
componentes pueden ser: fosfatidiletanolamina, lipopolisacérido, acido lipoteicoico y cardiolipina
(Kumariya et al., 2019). En este sentido, se utilizaron dos fluorocromos diferenciales, uno fue
fluoresceina, el cual tiene la capacidad de marcar células que tienen intacta su membrana celular y
el otro fue yoduro de propidio, el cual tiene la capacidad de ingresar a la célula tinicamente cuando
su membrana se encuentra comprometida o dafada (Shi et al., 2007). En segunda instancia, se
realizd microscopia electronica de transmision, en la cual los resultados coincidieron con los
resultados de la microscopia de fluorescencia, ya que se logra observar que la integridad de la
membrana bacteriana se encontraba dafiada, esto se observa al ver la membrana bacteriana que
pierde su continuidad, resultados similares mediante esta microscopia se han reportado
anteriormente con una bacteriocina denominada plantaricina y la bacteria susceptible Lactobacillus
plantarum (Zhang et al., 2016). La relevancia de estos resultados es que dentro de las bacteriocinas
de alto peso molecular existe una clasificacion en la que se dividen las bacteriocinas liticas y las
no liticas teniendo pesos moleculares alrededor de 30 y 40 kDa, respectivamente (Meade et al.,
2020), por lo que de comprobarse que nuestra BLIS es una bacteriocina, esta pudiera colocarse
dentro de las bacteriocinas de alto peso molecular con actividad no litica. EI Cuadro 8 muestra las
diferencias que existen entre las bacteriocinas producidas por las diferentes cepas de la bacteria
Pediococcus pentosaceus que ya han sido reportadas y la que mostramos en esta investigacion. Las
caracteristicas muestran que hay evidencias notables en cuanto a tamafio y perfil antagonico de las
bacteriocinas reportadas anteriormente con la que reportamos en esta investigacion, lo cual es de

relevancia ya que seria la primer bacteriocina de alto peso molecular reportada para BAL.
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Cuadro 8. Bacteriocinas producidas por diferentes cepas de Pedioccocus pentosaceus.

Cepa Modo de

Bacteriocina Tamafio = Perfil antagdnico Referencia

productora accion
Bacteriocina | P. pentosaceus 6.5 kDa :; r:(;)l?ocytogenes gsrlr:eabllldad Todorov y Dicks,
ST44AM ST44AM ' ' 20009.
S. aureus membrana
N Gutiérrez-
L P. pentosaceus | 3.5-6.5 Listeria -
Pediocina 147 KkDa monocytogenes ND gglrges, et al,
. P. pentosaceus Bacterias Gram Diep, et al,
PenocinaA | aTcc o575 | 468 KPR ditivas ND 2006.
L. monocytogenes -
Bacteriocin | P. pentosaceus 49 kDa S. aureus ggrlr;eabllldad Presente
CM175 CM175 S. Typhimurium investigacion.
! membrana
S. Saintpaul

ND= No Definido

La identificacion de la BLIS CM175, muestran que se logré identificar una proteina que no ha sido
caracterizada. Al realizar los analisis de alineamiento en las bases de datos, esta proteina es idéntica
a la proteina de la capside de un fago, investigaciones previas han identificado genes de proteinas
de fagos que son integradas al ADN de las bacterias confiriendo caracteristicas relevantes que les
permite adaptarse a diferentes ambientes y sobrevivir o competir por su sobrevivencia de una
manera mas efectiva en el ambiente que se encuentran (Howard-Varona et al., 2017). Existen
reportes previos de proteinas que provienen de fagos que presentan actividad antagdnica contra
bacterias (Al-Wrafy et al., 2019), y reportes previos de bacteriocinas provenientes de fagos que ya
se han clasificado como proteinas de alto peso molecular tipo F (Lee et al., 2016) y tipo R (Gebhart
et al., 2012). La proteina identificada en esta investigacion no es de peso molecular similar a las
bacteriocinas de tipo F 0 R, ya que estas proteinas tienen un tamafio superior a los 200 kDa, sin
embargo, nos permite pensar que pudiéramos estar frente a una nueva clase de bacteriocinas, ya
que es una molécula similar a la encontrada en un fago especifico de la bacteria Pedicoccus
pentosaceus, de un peso molecular de 49 kDa presente en una BAL, grupo de bacterias en las que
no se habia reportado este tipo de bacteriocina anteriormente. Ademas, otra caracteristica que
queda en duda es la manera de produccion de esta proteina, ya que para que las bacteriocinas
ligadas a fagos, tipo F y tipo R, sean liberadas, la célula productora debe ser lisada, lo cual no se
tiene evidencia de que pueda estar sucediendo con la cepa CM175. Los resultados obtenidos en

esta investigacion parecen indicar que se trata de una bacteriocina no caracterizada similar a la
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proveniente de un fago y es la primer bacteriocina de este tipo reportada en el grupo de BAL. Las
caracteristicas de esta proteina permitirian que fuera usada en diferentes ambitos relacionados con
alimentos tanto frescos como cocinados y aquellos que posean un pH acido, esto por su estabilidad
a temperatura y a diferentes valores de pH. Una caracteristica que toma relevancia es la
termoestabilidad de esta proteina teniendo un peso molecular alto, lo que se pudiera inferir en este
sentido es que esta proteina esta conformada por varias hélices a, las cuales le brindan a las

proteinas termotolerancia (Kumar, et al., 2000).
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8. CONCLUSION

Pediococcus pentosaceus CM175 produce una proteina tipo bacteriocina no caracterizada
similar a las derivadas de fagos, antagonista contra bacterias Gram positivas (L. monocytogenes y
S. aureus) y Gram negativas (Salmonella Typhimurium y Salmonella Saintpaul), estable a
temperatura, pH y susceptible a proteasas y causante de dafio a la membrana de Listeria
monocytogenes y Salmonella Typhimurium.
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9. RECOMENDACIONES

La primera recomendacion es elucidar si la proteina tipo bacteriocina produce lisis a la
bacteria que la produce, esto con el fin de elucidar si tiene caracteristicas similares a las
bacteriocinas tipo R o tipo F y comprobar que la bacteria no es productora de fagos y que la proteina
tipo fagos se encuentra dentro del genoma bacteriano sin el resto de los genes necesarios para
sintetizar el viribn. Una recomendacion muy importante es seguir estudiando la bacteria
Pediococcus pentosaceus CM175, entre los experimentos que se proponen es la blsqueda de otras
bacteriocinas y caracterizarlas, asi como evaluar el potencial probiético de esta bacteria. Ademas,
recomiendo ampliamente continuar con la busqueda de bacterias bacteriocinogénicas ya que el
grupo de trabajo cuenta con un gran banco de bacterias que han generado actividad antagonica

célula- célula.
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11. ANEXOS

11.1. Protocolo de Extraccion de ADN

Appendix D: Protocols for Bacteria

These protocols have been used successfully for bacteria such as Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Bordetella pertussis from nasopharyngeal swabs, Borrelia burgdorferi, from cerebrospinal flu

and Legionella pneumophila from broncho-alveolar lavage.

id,

For other bacteria, follow the protocol for Gram-positive bacteria, especially other Gram-positive

bacteria, which may be difficult to lyse.

For isolation of bacterial DNA from urine, either follow the protocol for biological fluids, or use
the QlAamp Viral RNA Mini Kit. Urine contains numerous unidentified PCR inhibitors. Buffer
AVL (included in the QlAamp Viral RNA Mini Kit) is the buffer of choice to destroy these

inhibitors.

Some bacteria (particularly Gram-positive bacteria) require pre-incubation with specific enzymes

such as lysozyme* or lysostaphin* (e.g., staphylococci) to lyse the rigid multilayered cell wall.
these cases the protocol for Gram-positive bacteria should be used.

Additional reagents required

m For swabs: Phosphate-buffered saline (PBS)* containing a common fungicide*

m For Gram-positive and difficult-to-lyse bacteria: 20 mg/ml lysozyme or 200 ug/mi
lysostaphin solution in 20 mM Tris-Cl,* pH 8.0, 2 mM EDTA,* 1.2% Triton®*

Important points before starting

m All centrifugation steps are carried out at room temperature (15-25°C).

m Use carrier DNA if the sample contains <10,000 genome equivalents (see page 17).

In

m Avoid repeated freezing and thawing of stored samples, since this leads to reduced DNA size.

Things to do before starting
m Equilibrate the sample to room temperature (15-25°C).
m Heat 2 water baths or heating blocks: one to 56°C and one to 70°C.

m Equilibrate Buffer AE or distilled water to room temperature for elution.
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m Ensure that Buffers AW1 and AW?2 have been prepared according to the instructions on page 16.
m [f a precipitate has formed in Buffer ATL or Buffer AL, dissolve by incubating at 56°C.

* When working with chemicals, always wear a suitable lab coat, disposable gloves, and protective
goggles.

For more information, consult the appropriate safety data sheets (SDSs), available from the product

supplier.

Isolation of bacterial DNA from biological fluids

D1. Pellet bacteria by centrifugation for 10 min at 5000 x g (7500 rpm).

D2. Resuspend bacterial pellet in 180 ul Buffer ATL (supplied in the QlAamp DNA Mini Kit).
D3. Follow the “Protocol: DNA Purification from Tissues* from step 3 (page 33).

Isolation of bacterial DNA from eye, nasal, pharyngeal, or other swabs+
D1. Collect samples and place in 2 ml PBS containing a common fungicide. Incubate for several
hours at room temperature (15-25°C).

D2. Follow the biological fluids protocol above from step D1.

Isolation of genomic DNA from bacterial plate cultures

D1. Remove bacteria from culture plate with an inoculation loop and suspend in 180 ul of Buffer
ATL (supplied in the QlAamp DNA Mini Kit) by vigorous stirring.

D2. Follow the “Protocol: DNA Purification from Tissues* from step 3 (page 33).

Isolation of genomic DNA from bacterial suspension cultures

D1. Pipet 1 ml of bacterial culture into a 1.5 ml microcentrifuge tube, and centrifuge for 5 min at
5000 x g (7500 rpm).

D2. Calculate the volume of the pellet or concentrate and add Buffer ATL (supplied in the QIAamp
DNA Mini Kit) to a total volume of 180 pl.

D3. Follow the “Protocol: DNA Purification from Tissues® from step 3 (page 33).

Isolation of genomic DNA from Gram-positive bacteria
D1. Pellet bacteria by centrifugation for 10 min at 5000 x g (7500 rpm).
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D2. Suspend bacterial pellet in 180 ul of the appropriate enzyme solution (20 mg/ml lysozyme or
200 pg/ml lysostaphin; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA,; 1.2% Triton).

D3. Incubate for at least 30 min at 37°C.

D4. Add 20 pl proteinase K and 200 ul Buffer AL. Mix by vortexing.

D5. Incubate at 56°C for 30 min and then for a further 15 min at 95°C.

Note: Extended incubation at 95°C can lead to some DNA degradation.

D6. Centrifuge for a few seconds.

D7. Follow the “Protocol: DNA Purification from Tissues* from step 6 (page 34).

T See also “Protocol: DNA Purification from Buccal Swabs (Spin Protocol)” on page 36.

Protocol: DNA Purification from Tissues (QlAamp DNA Mini Kit)

This protocol is for purification of total (genomic, mitochondrial, and viral) DNA from tissues
using the QlAamp DNA Mini Kit.

Important points before starting

m All centrifugation steps are carried out at room temperature (15-25°C).

m Use carrier DNA if the sample contains <10,000 genome equivalents (see page 17).

m Avoid repeated freezing and thawing of stored samples, since this leads to reduced DNA size.

m Transcriptionally active tissues, such as liver and kidney, contain high levels of RNA which will
copurify with genomic DNA. RNA may inhibit some downstream enzymatic reactions, but will
not inhibit PCR. If RNA-free genomic DNA is required, include the RNase A digest, as described
in step 5a of the protocol.

Things to do before starting

m Equilibrate the sample to room temperature (15-25°C).

m Heat 2 water baths or heating blocks: one to 56°C for use in step 3, and one to 70°C for use in
step 5.

m Equilibrate Buffer AE or distilled water to room temperature for elution in step 11.

m Ensure that Buffers AW1 and AW2 have been prepared according to the instructions on page 16.
m If a precipitate has formed in Buffer ATL or Buffer AL, dissolve by incubating at 56°C.
Procedure

1. Excise the tissue sample or remove it from storage. Determine the amount of tissue. Do not use

more than 25 mg (10 mg spleen). Weighing tissue is the most accurate way to determine the
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amount. If DNA is prepared from spleen tissue, no more than 10 mg should be used. The yield of
DNA will depend on both the amount and the type of tissue processed. 1 mg of tissue will yield
approximately 0.2—1.2 pg of DNA.

2. Cut up (step 2a), grind (step 2b), or mechanically disrupt (step 2c) the tissue sample. The
QlAamp procedure requires no mechanical disruption of the tissue sample, but lysis time will be
reduced if the sample is ground in liquid nitrogen (step 2b) or mechanically homogenized (step 2c)
in advance.

2a. Cut up to 25 mg of tissue (up to 10 mg spleen) into small pieces. Place in a 1.5 ml
microcentrifuge tube, and add 180 pl of Buffer ATL. Proceed with step 3. It is important to cut the
tissue into small pieces to decrease lysis time. 2 ml microcentrifuge tubes may be better suited for
lysis.

2b. Place up to 25 mg of tissue (10 mg spleen) in liquid nitrogen, and grind thoroughly with a
mortar and pestle. Decant tissue powder and liquid nitrogen into 1.5 ml microcentrifuge tube.
Allow the liquid nitrogen to evaporate, but do not allow the tissue to thaw, and add 180 ul of Buffer
ATL. Proceed with step 3.

2¢. Add up to 25 mg of tissue (10 mg spleen) to a 1.5 ml microcentrifuge tube containing no more
than 80 pl PBS. Homogenize the sample using the Tissue Ruptor or equivalent rotor—stator
homogenizer. Add 100 ul Buffer ATL, and

proceed with step 3. Some tissues require undiluted Buffer ATL for complete lysis. In this case,
grinding

in liquid nitrogen is recommended. Samples cannot be homogenized directly in Buffer ATL, which
contains detergent.

3. Add 20 ul proteinase K, mix by vortexing, and incubate at 56°C until the tissue is completely
lysed. Vortex occasionally during incubation to disperse the sample, or place in a shaking water
bath or on a rocking platform.

Note: Proteinase K must be used. QIAGEN Protease has reduced activity in the presence of Buffer
ATL.

Lysis time varies depending on the type of tissue processed. Lysis is usually complete in 1-3 h.
Lysis overnight is possible and does not influence the preparation. To ensure efficient lysis, a
shaking water bath or a rocking platform

should be used. If not available, vortexing 2—3 times per hour during incubation is recommended.
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4. Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from the inside of the lid.

5. If RNA-free genomic DNA is required, follow step 5a. Otherwise, follow step 5b.
Transcriptionally active tissues, such as liver and kidney, contain high levels of RNA which will
copurify with genomic DNA. RNA may inhibit some downstream enzymatic reactions, but will
not inhibit PCR.

5a. First add 4 ul RNase A (100 mg/ml), mix by pulse-vortexing for 15 s, and incubate for 2 min
at room temperature (15-25°C). Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops
from inside the lid before adding 200 pl Buffer AL to the sample. Mix again by pulse-vortexing
for 15 s, and incubate at 70°C for 10 min. Briefly

centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from inside the lid. It is essential that
the sample and Buffer AL are mixed thoroughly to yield a homogeneous solution. A white
precipitate may form on addition of Buffer AL. In most cases it will dissolve during incubation at
70°C. The precipitate does not interfere with the QIAamp procedure or with any subsequent
application.

5b. Add 200 pl Buffer AL to the sample, mix by pulse-vortexing for 15 s, and incubate at 70°C for
10 min. Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from inside the lid. It
is essential that the sample and Buffer AL are mixed thoroughly to yield a homogeneous solution.
A white precipitate may form on addition of Buffer AL, which in most cases will dissolve during
incubation at 70°C. The precipitate does not interfere with the QlAamp procedure or with any
subsequent application.

6. Add 200 pl ethanol (96-100%) to the sample, and mix by pulse-vortexing for 15 s. After mixing,
briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from inside the lid. It is essential
that the sample, Buffer AL, and the ethanol are mixed thoroughly to yield a homogeneous solution.
A white precipitate may form on addition of ethanol. It is essential to apply all of the precipitate to
the QIAamp Mini spin column. This precipitate does not interfere

with the QIAamp procedure or with any subsequent application. Do not use alcohols other than
ethanol since this may result in reduced yields.

7. Carefully apply the mixture from step 6 (including the precipitate) to the QIAamp Mini spin
column (in a 2 ml collection tube) without wetting the rim. Close the cap, and centrifuge at 6000 x
g (8000 rpm) for 1 min. Place the QIAamp Mini spin column in a clean 2 ml collection tube

(provided), and discard the tube containing
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the filtrate.* Close each spin column to avoid aerosol formation during centrifugation. It is essential
to apply all of the precipitate to the QIAamp Mini spin column. Centrifugation is performed at
6000 x g (8000 rpm) to reduce noise. Centrifugation at full speed will not affect the yield or purity
of the DNA. If the solution has not completely passed through the membrane, centrifuge again at
a higher speed until all the solution has passed through.

* Flow-through contains Buffer AL or Buffer AW1 and is therefore not compatible with bleach.
See page 6 for

safety information.

8. Carefully open the QlAamp Mini spin column and add 500 pl Buffer AW1 without wetting the
rim. Close the cap, and centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Place the QlAamp Mini spin
column in a clean 2 ml collection tube (provided), and discard the collection tube containing the
filtrate.™

9. Carefully open the QlAamp Mini spin column and add 500 pl Buffer AW2 without wetting the
rim. Close the cap and centrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min.

10. Recommended: Place the QlAamp Mini spin column in a new 2 ml collection tube (not
provided) and discard the old collection tube with the filtrate. Centrifuge at full speed for 1 min.
This step helps to eliminate the chance of possible Buffer AW2 carryover.

11. Place the QIAamp Mini spin column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided), and
discard the collection tube containing the filtrate. Carefully open the Ql1Aamp Mini spin column
and add 200 pl Buffer AE or distilled water. Incubate at room temperature for 1 min, and then
centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for

1 min.

12. Repeat step 11. A 5 min incubation of the QlAamp Mini spin column loaded with Buffer AE
or water, before centrifugation, generally increases DNA vyield. A third elution step with a further
200 pl Buffer AE will increase yields by up to 15%. Volumes of more than 200 pl should not be
eluted into a 1.5 ml microcentrifuge tube because the spin column will come into contact with the
eluate, leading to possible aerosol formation during centrifugation. Elution with volumes of less
than 200 pl increases the final DNA concentration in the eluate significantly, but slightly reduces
the overall DNA yield (see Table 5, page 25). Eluting with 4 x 100 pl instead of 2 x 200 pl does

not increase elution
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efficiency. For long-term storage of DNA, eluting in Buffer AE and placing at —30 to —15°C is
recommended, since DNA stored in water is subject to acid hydrolysis. Yields of DNA will
depend both on the amount and the type of tissue processed. 25 mg of tissue will yield
approximately 10-30 pg of DNA in 400 ul of water (25-75 ng/ul), with an A260/A280 ratio of
1.7-1.9.

11.2. Protocolo de Cuantificacion de Proteinas

thermoscientific USER GUIDE

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Catalog Numbers 23225 and 23227
Doc. Part No. 2161296 Pub. No. MANOO11430 Rev. B0

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the handling instructions. Wear appropriate protective eyewear, clothing, and
gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available from thermofisher.com/support.

Introduction

The Thermo Scientific” Pierce  BCA Protein Assay Kit is a detergent-compatible formulation based on bianchoninic aad (BCA) for the colonimetnic
detection and quantitation of total protein. This method combines the well-known reduction of Cu?to Culby protein in an alkaline medium (the
biuret reaction) with the highly sensitive and selective colorimetric detection of the cuprous cation (Cu"}) using a unique reagent containing
bicinchonunic acid (see reference 1 on page 4). The purple-colored reaction product of thus assay is formed by the chelation of two molecules of
BCA with one cuprous 1on. This water-soluble complex exhibits a strong absorbance at 562 nm that is nearly linear with increasing protemn
concentrations over a broad working range (20-2000 pg/mL). The BCA method is not a true end-point method; that is, the final color continues to
develop, However, following incubation, the rate of continued color development is sufficiently slow to allow large numbers of samples to be
assayed together.

The macromolecular structure of protein, the number of peptide bonds and the presence of four particular amino acids (cysteine, cystine,
tryptophan and tyrosine) are reported to be responsible for color formation with BCA (see reference 2 on page 4). Studies with di-, tri- and
tetrapeptides suggest that the extent of color formation caused by more than the mere sum of individual color-producing functional groups (see
reference 2 on page 4). Accordingly, protein concentrations generally are determined and reported with reference to standards of a common
protemn such as bovine serum albunun (BSA), A series of dilutions of known concentration are prepared from the protein and assayed alongside the
unknowns before the concentration of each unknown 1s determuned based on the standard curve. If precise quantitation of an unknown protein is
required, it 1s advisable to select a protein standard that is similar in quality to the unknown: for example, a bovine gamma globulin (BGG)
standard (see “Related products” on page 3) may be used when assaying immunoglobulin samples.

Two assay procedures are presented. Of these, the Test Tube Procedure requires a larger volume (0.1 mL) of protein sample; however, because it
uses a sample to working reagent ratio of 1:20 (v/v), the effect of interfering substances is marumazed, The Microplate Procedure affords the sample
handling ease of a nucroplate and requires a smaller volume (10-25 ul) of protein sample; however, because the sample to working reagent ratio is
1:8 (w/v), it offers less flexibility in overcoming mnterfering substance concentrations and obtamning low levels of detection.

Note: For peptide sample concentration measurements, use the Thermo Scientific” Pierce” Quantitative Fluorometric Peptide Assay or the Pierce™
Quantitative Colorimetric Peptide Assay Kit (see Related Thermo Scientific” Products).

Preparation of standards and working reagent (required for both assay procedures)
Preparation of diluted albumin [BSA] standards
Dilute the contents of one Albunmun Standard (BSA) ampule into several clean vials, preferably using the same diluent as the samples,

Use the following table as a guide to prepare a set of protein standards. Each 1 mL ampule of 2 mg/mL Albumin Standard s sutficsent to prepare a

set of diluted standards for either working range suggested in the table. There will be sufficient volume for three replications of each diluted
standard.
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Table 1 Preparation of diluted albumin |BSA) standards

mmr«mmmmmmm-mnmu_

B ~Vial , Volume of Diluent (pL) Volume and Source of BSA (uLl
A 0 300 of Stock
B 125 375 of Stock
C 3% 325 of Stock
D 175 175 of wial B dilution
E 325 325 of wial C dilution
F 325 325 of vial E dilution
G 325 325 of vial F dilution 125
H 400 100 of vial G dilution 25
| 400 0 0 = Blank

Dilution Scheme for Enhanced Test Tube Protocol IWorking Range = 5-250 pg/mL|

Vial Volume of Diluent (pL) Volume and Source of BSA (pL] Final BSA Concentration [pg/mL]
A 700 100 of Stock 250
B 400 400 of vial A dilution 125
Cc 450 300 of wial B dilution S0
D 400 400 of vial C dilution 25
E 400 100 of vial D dilution 5
F 400 0 0= Blank

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

0 Jengary 2000

Preparation of the BCA working reagent (WR)

1. Use the following formula to determine the total vol
(# standards + # unknowns) x (# rephicates) x (volume of WR per s.
Example: for the standard test-tube p

of WR

d:

with 3 unk

ple) = total vol WR requared
ns and 2 rephcates of each sample:

(9 standards + 3 unknowns) * (2 replicates) x (2 mL) = 48 mL WR required

Note: 2.0 mL of the WR 15

d for each =

n )

the microplate procedure.

SCIENTIFIC

ple in the test-tube procedure, while only 200 pul of WR reagent 15 required for each sample in

2. Prepare WR by mixing 50 parts of BCA Reagent A with 1 part of BCA Reagent B (50:1, Reagent A:B). For the above exampie, combine 50 mL of

Reagent A with ImL of Reagent B.

Note: When Reagent B s first added to Reagent A, turbidity 15 observed that quickly disappears upon mixing to yield a clear, green WR.

Prepare sufficient volume of WR based on the number of samples to be assayed. The WR is stable for several days when stored in a closed
container at room temperature (RT).

Procedure summary (test-tube procedure, standard protocol)

58 parts "A* + 1pant*p* 0.1 = Sample + 2.0 mi Workiag Reagent

Mix working reagest

\/‘

Nix well

Incubate: 30 mia, at 37°C

288
l —

Thea conl

Spectrophetomater

Read a1 562 nm
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Test-tube procedure (sample to WR ratio = 1:20)

1.
2.
3.

Pipette 0,1 mL of each standard and unknown sample replicate into an appropnately labeled test tube.

Add 2.0 mL of the WR to each tube and mix well,

Cover and incubate tubes at selected temperature and time:

® Standard Protocol: 37°C for 30 minutes (working range = 20-2000 pg/ml)

* RT Protocol: RT for 2 hours (working range = 20-2000 pg/mL)

* Enhanced Protocol: 60°C for 30 nunutes (working range = 5-250 ug/ml)

Note:

. Increasing the incubation time or temperature increases the net 562 nm absorbance for each test and decre, both the detection
level of the reagent and the working range of the protocol.

« Use a water bath to heat tubes for either Standard (37°C incubation) or Enhanced (60°C incubation) Protocol. Using a forced-ar meubator
can mntroduce significant ecror in color development because of uneven heat transfer.

Cool all tubes to RT.

With the spectrophotometer set to 562 nm, zero the instrument on a cuvette filled only with water, then measure the absorbance of all the

samples within 10 minutes.

Note: Because the BCA assay does not reach a true end point, color development will continue even after cooling to RT. However, because the

rate of color development is low at RT, no signaficant error will be introduced if the 562 nm absorbance measurements of all tubes are made

withun 10 nunutes of each other,

Subtract the average 562 nm absorbance t of the Blank standard replicates from the 562nm absorbance measurement of all other

individual standard and unknown sample replicates.

Prepare a standard curve by plotting the average Blank-corrected 562 nm measurement for each BSA standard vs. its concentration in ug/mL.

Use the standard curve to deternune the protemn concentration of each unknown sample.

Microplate procedure [sample to WR ratio = 1:8)

1.

w
b

5.

6.

Pipette 25 ul of each standard or unknown sample replicate into a microplate well (working range = 20-2000 ug/ml). (For example, Thermo
Scientific” Pierce 96-Well Plates, Product No. 15041).

Note: If sample size is limited, 10 puL of each unknown sample and standard can be used (sample to WR ratio = 1:20). However, the working
range of the assay in this case is be limated to 125-2000 pg/mL.

Add 200 pL of the WR to each well and mix plate thoroughly on a plate shaker for 30 seconds.

Cover plate and incubate at 37°C for 30 munutes.

Cool plate to RT. Measure the absorbance at or near 562 nm on a plate reader.

Note:

« Wavelengths from 540-590 nm have been used successfully with thus method.,

» Because plate readers use a shorter ight path length than cuvette spectrophotometers, the Microplate Procedure requires a greater sample to
WR ratio to obtain the same sensitivity as the standard Test Tube Procedure. If higher 562 nm measurements are desired, increase the
incubation time to 2 hours,

« Increasing the mcubation time or ratio of sample volume to WR increases the net 562 nm measurement for each well and lowers both the
murumum detection level of the reagent and the working range of the assay. As long as all standards and unknowns are treated identically,
such modifications may be useful,

Subtract the average 562 nm absorbance measurement of the Blank standard replicates from the 562 nm measurements of all other individual
standard and unknown sample replicates.

Prepare a standasd curve by plotting the average Blank-corrected 562 nm measurement for each BSA standard vs. its concentration in pg/ml.
Use the standard curve to determine the protein concentration of each unknown sample.

Note: If using curve-fitting algorithms associated with a microplate reader, a four-parameter (quadratic) or best-fit curve provides more
accurate results than a purely linear fit. If plotting results by hand, a point-to-point curve is preferable to a linear fit to the standard points.

11.3. Datos de Secuenciacién de Genes

>Secuencia utilizando iniciador forward.
CTGCTAGGTAGGTACCACTTGCATAATCAATAATGGAGCTATGGCATGGG
CTACTGGTGGGACATCAAGGTAATCACGGAATGTTTGCCCCAAGTAAAA

Resultado de alineamiento de secuencia con bases de datos NCBI.
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Pediococcus acidilactici strain BA28 plasmid pediocin BA 28 (papA) gene, complete cds
Sequence 10: KCO23734.1 Length: 618 Numbaer of Matches: 1

Range 1: 171 10 242 Cordare  Guaohes

115 bats{62) de-22 TOTI(G6%) THA%) Plus/Plus

Query 7 GOT AGG - TACCACTTGLATAATCAATAATOGAGCTATOELATGGGLTACTOLTGOOALA &4
{1 POPIARERRELEI PLLITIARRELLLNY PERLREARE LHLE)
Sbice 171 GOTAAGOLTACCACTTGCATAATCAATAATGOAGLTATGOLCATGOOCTACTOG-GOGALA 229

Query &5 TCARGLTAATCAL 77
{PARERELLLN
Sbice 230 TCAMAGTAATCAC 242

> Secuencia utilizando iniciador reverse.
CTCGAGCTCATTATTGATTATGCAAGTGGTAGCCTTACCCCAGTCAACAG
AGCAGGAATTTTTGCCACAAGTAACCTGGGGGCCTTCAGGGTATCCAA

Resultado de alineamiento de secuencia con bases de datos NCBI.

Pediococcus acidilactici strain BA28 plasmid pediocin BA 28 (papA) gene, complete cds
Sequence ID: KC693734.1 Length: 618 Number of Matches: 1

Rango 1: 134 to 206 Gonbark  Guaches

jort) Gagr Strard

122 bits(66) 2¢-24 71 T397T%) 1/73(1%) Plus/Minus

Query 5  AGCT.CATTATTGATTATGCAAGTGGTAGCCTTACCCCAGTCANCAGAGCAGGAATTTTT 53
PELE LENTRLERLRn R i R R R R LR e initl 1l
Sbict 206 AGCTCCATTATTGATTATGCAAGTGGTAGCCTTACCCCAGTCAMCAGAGCAGGAATGTTT 147

Query 64 G((T(AAGY-'J:C( 76
LEELELERLRTLY
Sbjct 146 GCCACAAGTAACC 134
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