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Resumen

En la alimentacion porcina se usan antibidticos los cuales son un riesgo latente para la salud animal y publica. Los
microorganismos son adquiridos del entorno durante las diferentes etapas de su vida, algunas bacterias que colonizan y
logran ser parte de la flora natural digestiva ejercen accion antibidtica (sustancias extracelulares llamadas bacteriocinas), las
cuales se obtuvieron de sustancias extracelulares de ocho bacterias acido lacticas (BAL) nativas aisladas de dos lechones
(Sus scrofa domesticus); las BAL se identificaron mediante pruebas bioquimicas y pruebas de antagonismo frente a
Escherichia fergunsonii y Shigella sannei. La identificacion molecular de las bacterias y la sustancia proteica se realizé
mediante protedmica, por el método Q proteome™ (método de extraccion de la proteina directamente del cultivo de
bacterias) donde inicialmente se realizé la digestion bacteriana con el Kit, los productos se sometieron a migraciones, en el
gel de policrilamida, seleccionando aquellas de 5 a 2500 KD cortados del gel y una segunda digestién con método
convencional con tripsina. Los productos fueron analizados mediante espectrometria de masas en Maldi TOF TOF,
obteniendo fragmentos de péptidos que fueron comparados molecularmente a organismo pertenecientes al género Bacillus y
luego con Lactobacillus, donde se encontré dos péptidos, llamado ornithine monooxygenase (Bacillus firmus) y RNase J
family beta-CASP ribonuclease (Lactobacillus saerimneri) péptidos que tienen efecto inhibidor de bacterias, antimicrobiano
que pueden ser bacteriocinas.

Palabras clave: bacteriocina; proteémica; antagonismos; BAL,; bacterias nativas.

Abstract

In pig feed antibiotics are used which are a latent risk to animal and public health. Microorganisms are acquired from the
environment during different stages of life, some bacteria that colonize and become part of the natural digestive flora and
exert antibiotic action (extracellular substances called bacteriocins), Extracellular substances of eight lactic acid bacteria
native to the digestive tract (Sus scrofa domesticus) were isolated from two post weaned piglets; BALs were identified by
biochemical tests and tests of antagonism against Echerichia fergunsonii and Shigella sannei. The molecular identification
of the bacteria and the protein substance was performed proteomically mediated by the Q proteome ™ method (method of
extraction of the protein directly from the culture of bacteria) where the bacterial digestion was initially performed with the
Kit, the products were subjected to Migrations in the polycrylamide gel, selecting those of 5 and 2500 KD cut from the gel
and a second digestion with conventional trypsin method. The products were analyzed by mass spectrometry in Maldi TOF
TOF, obtaining fragments of peptides that were molecularly compared to organisms belonging to Bacillos and later with
genus Lactobacilli, where two peptides named ornithine monooxygenase (Bacillus firmus) and RNase J family Beta-CASP
ribonuclease (Lactobacillus saerimneri) peptides that have antimicrobial, inhibitory effect of bacteria that can be
bacteriocins.

Keywords: Bacteriocin; proteomics; antagonisms; BAL; native bacteria.

1. Introduccién miento en la alimentacion de cerdos los
Los antibidticos son usados en pequefias  cuales a largo plazo producen contami-
cantidades como promotores de creci- naciébn y resistencia a los mismos
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(Bhandari et al., 2010), en un mundo en el
gue la resistencia a los antimicrobianos
constituye un problema global de gran
relevancia para la salud publica (Del Coco,
2015).

Existen microorganismos que producen
sustancias potenciales para mejorar el
desempefio y la salud de cerdos, esto es
debido al efecto bactericida que mejora la
eficiencia del aparato digestivo e incluso
que pueden ser utilizados como probidticos
(Garcia et al., 2012) donde la mayoria de
ellas son bacterias &cido lactico BAL,
principalmente del género Lactobacillus,
gue generan productos extracelulares que
pueden sustituir a los antibiéticos (Cueto-
Vigil et al., 2010; Kim et al., 2012) y
pueden controlar bacterias patégenas
gracias a la produccion de sustancias como
el acido lactico y compuestos proteicos,
conocidos como bacteriocinas (Zohra,
2016; Geng, 2016; Cechova, 2016; Xue-
Yuan, 2015). Bajo este contexto, con el fin
de solucionar la problematica formulada,
se plante6 como objetivo identificar
molecularmente, sustancias proteicas de
accion inhibidor de bacterias y antimi-
crobiana (bacteriocinas) producidas por
bacterias acido lacticas del tracto digestivo
del lechon.

2. Materiales y métodos

Colecta de muestras de mucosa intesti-
nal de lechones

El presente trabajo se realizo en la ciudad
de Tumbes-Pert, donde se seleccionaron
dos lechones de traspatio de siete dias pos
destete para realizar el aislamiento de las
bacterias nativas, la primero toma se
realiz6 en los Cedros, Distrito de San
Pedro de Los Incas (Corrales) geogra-
ficamente ubicada a 3°36'58.24" S
80°31'49.75" O y la otra en el cercado de
Tumbes, Tumbes - Peru ubicada
3°35'12.96" S 80°26'45.15" O, los
lechones fueron alimentados con dieta
comercial a base de maiz, soya y polvillo,
sin antibiodtico. Los aislamientos asi como
los analisis microbioldgicos y genéticos se
realizaron en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Biologia y

Bioguimica de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Nacional de
Tumbes; la toma de muestras se realizd
segin el método de laparotomia abierta
(Sanchez, 2016), para eso se colectaron
muestras de la mucosa intestinal con la
ayuda de hisopos estériles, obteniendo 35
muestras de lechén 1. (doce del estomago,
dos del duodeno, cinco del yeyuno, cuatro
del ileon, seis del ciego y seis del colon) y
del lechdn Il se obtuvieron 39 muestras.
(seis del estébmago, cuatro del duodeno,
siete del yeyuno, seis del ileon, tres del
ciego y diez del colon).

Las muestras de mucosa fueron colocadas
en tubos Falcon de 50 ml conteniendo
caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y
ajustadas a un pH de 5-6, estas fueron
transportadas a temperatura ambiente hasta
el Laboratorio de Biologia Molecular. Las
muestras fueron sembradas en agar MRS
suplementada con azul de anilina (1,2%) y
colonias que crecieron en éste fueron
identificadas inicialmente como BAL de
acuerdo a su morfologia.

Caracterizacion  microbiolégica.  Se
realizd la caracterizacion fenotipica de las
BAL aisladas siguiendo el método de
Yimin et al. (1998), evaluandose si se
mostraban Gram positivas, con produccion
de esporas, y negativas a las pruebas
biogquimicas de catalasa y oxidasa, se
probé también como pruebas de viabilidad,
su resistencia a condiciones adversas,
cultivandolas en concentraciones de sales
biliares de 1%, 5% y 10%, de cloruro de
sodio de 5%, 10% y 18% y pH de 2,5; 3,5
y 4,5. Se obtuvieron del primer lechén, 2
cepas (estdmago) y en el segundo lechén, 2
cepas (estobmago), 4 (yeyuno) y 1 (ileon)
con capacidad inhibitoria contra patégenos
del lechén, utilizando pruebas de
antagonismo por método difusién en
(Vélez, 2014; Ramirez, 2009). Estas cepas
fueron refrigeradas a 4 °C en tubos con
agar MRS inclinado y congeladas a -20 °C
en caldo MRS suplementado con 30% de
glicerol. Luego se realizaron pruebas de
antagonismo utilizando cepas patogenas,
aisladas en medio especifico (eosina azul
de metileno) para Eschericha y para
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Salmonella, Shigella (agar Salmonella,
Shigella). Para la seleccion de bacterias
con propiedades inhibitorias, se utilizo el
método de inhibicion in vitro (Vélez, 2014;
Ramirez, 2009), colocandose discos sobre
placas con medios de cultivo conteniendo
las bacterias patégenas directamente discos
de agar MRS (6 mm de diametro)
impregnado con la bacteria acido lactica
(BAL). La produccion de halos de inhi-
bicion (zonas claras alrededor del disco),
demostraron la actividad antibacteriana de
las cepas aisladas, y finalmente se realiz
la prueba de antagonismo utilizando el
método de difusion en pocillo (Vélez,
2014).

Identificacibn ~ molecular ~ mediante
secuenciacion del gen 16S ARNr

Para la extraccion de ADN de bacterias
BAL se utilizo el método estandar CTAB-
DTAB (Gustincich et al., 1991), adaptado
para células bacterianas (Dulanto, 2013)
las que fueron sembradas en tubos de
vidrio con 10 ml de caldo tripticasa soya
(TSB) e incubadas a 28-30 °C por 24 h.

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para amplificar un fragmento de la
region 16S ARNr, se utilizaron los
cebadores universales 8F (5° AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG 3") y 1510R (5
GGC TAC CTT GTT ACG A 37) descritos
por Weisburg para estudios filogenéticos
bacterianos (Luque et al., 2006).

Migracién del ADN. Se utiliz6 10 pl de
cada producto de amplificacion, en gel de
agarosa al 1% con tampén de migracién
TAE 1X. Las muestras fueron empacadas

y enviadas a la empresa Macrogen de
Corea, para realizar la secuenciacion de las
dos cadenas de cada producto amplificado.
Con las secuencias obtenidas se prepard un
arbol filogenético de las cepas bacterianas
identificadas con aquellas y publicadas en
la base de datos GenBank (NCBI).

Extraccion de la proteina — péptidos de
la BAL seleccionada. Se extrajo proteinas
directamente del cultivo de bacterias.
Haciendo uso del kit del método Q
proteome™ Bacterial Protein Preparation
Handbook For preparation of soluble
proteins from bacterial cell cultures, por
este método se centrifugd la solucion
bacteriana a 1000 rpm por 10 min, se
incubd el pellet a -20 °C por 15 min, se
agregd 10 ul de buffer (buffer de lisis:
lisozimas 10 pl, buffer nativo 1 ml); se
agité con vortex por 30 s, se sonifico
durante 2 min e incubé sobre hielo por 30
min, luego se centrifugd a 14000 rpm por
20 min, se recuperd el sobrenadante 45 pl
aproximadamente, donde se tomé 20 pl de
lo recuperado en un microtubo, se adiciond
el mismo volumen de buffer de carga (20
ul) e incubd a 95 °C por 5 min; poste-
riormente se cargo el gel de poliacriloami-
da SDS PAGE para la migracién a 90
voltios por 2 a 3 h; se recuperd el gel para
la rehidratacién con agua bidestilada (5 a
30 min), se agregd la solucién de fijacién
por 30 a 40 min, se agreg6 la solucién de
tincion, de 3 a 12 h para finalmente agre-
gar la solucion de lavado, hasta observar el
gel. Se adiciond agua destilada para cortes
y recuperacion de las bandas de interés.

Figura 1. Extraccién de péptidos bacterianas, (a) centrifugacion (b) extraccion directa con Kit, (c)
migracién en gel poliacrilamida (d) recuperacion y digestién del gel (e), tincion de bandas en gel (f)
matriz de ploteo de Maldi (g) equipo Maldi (h) lectura en Maldi TOF TOF espectrometro de masas.
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Digestion de las bandas del gel recu-
perado (pesos moleculares aproximados
entre 5 a 25 kD)

Soluciones para el protocolo. Buffer de
Reduccion: 100mM de DTT, Buffer de
Alquilacién: 100mM de lodoacetamide,
Buffer de Digestion: 50mM de bicarbonato
de Amonio en agua (pH 8.0), Concen-
tracion de Tripsina: 0.1 pg/ pl.

Protocolo a seguir: Adicionar 15 pl de
buffer de digestion en un tubo de 0.2 ml.
Adicionar 1.5 pl de buffer de reduccion.
Adicionar 10ul de muestra. Adicionar 5 pl
de agua grado HPLC para completar un
volumen de 27 pl final. Luego incubar a 95
°C durante 5 minutos. Dejar enfriar y
forrar los tubos con papel aluminio para el
proceso de alquilacion. Adicionar 3 ul de
buffer de alquilacion. Incubar a tempe-
ratura ambiente durante 20 minutos,
preferible en oscuridad. Luego adicionar 2
ul de tripsina a cada muestra. Incubar a 37
°C durante toda la noche. Para detener la
accion de la tripsina se adiciona 5 ul de
20% de TFA (Figura 1).

Las muestras de proteinas digeridas fueron
mezcladas con 1 ul de matriz acido a-
ciano-4-hidroxi-cinamico (CHCA) (10
mg/ml) en 0,1 % de acido trifluroacetico y
50 % de acetonitrilo (ACN) y depositadas
en una placa MALDI. La placa fue
colocada en un espectrometro de masas
MALDI-TOF/TOF ABI SCIEX TOF/TOF
TM 5800 SYSTEM (AB Sciex, Estados
Unidos).

Se obtuvo espectros de masa y de ellos se
seleccionaron iones precursores para la
fragmentacién y obtencion de secuencias
de amino&cidos. Las secuencias obtenidas
fueron procesadas con el software Protein
Pilot (AB Sciex, Estados Unidos), utili-
zando bases de datos de proteinas de
Uniprot (http://www.uniprot.org). Dichas
secuencias fueron analizadas con la base
de datos de proteinas del National Center
for Biotechnology Information (NCBI)
(http://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PA

GE=Proteins), mediante la herramienta
Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) y Mega 6.

3. Resultados y discusion

Identificacion molecular de las proteinas
BAL

En busca de alternativas que reemplacen el
uso de los antibiéticos como aditivos en la
alimentacion de lechones, se estudio
bacterias y sus exudados con este efecto,
los cuales también estan en los objetivos
del trabajo, esta alternativa es cada vez
mas cercana, especifica y efectiva, y
considerados viables por investigadores
como Del Coco (2015), Bhandari et al.
(2010) y Macouzet (2010).

Inicialmente se identificaron molecular-
mente bacterias con secuencias conser-
vadas del gen 16S ARNr encontrando
semejanzas genéticas entre ellos para
Bacillus fermentus y Lactococcus lactis. Se
logré identificar péptidos de cepas
digeridas de la microbiota gastrointestinal
en lechén pos destetado, mediante prueba
de espectrometria de masas utilizando el
MALDI TOF/TOF y comparadas con la
base datos Uniprot y NCBI, programa de
biocinformatica MEGA 6 y Blast; para las
cepas relacionadas con Lactobacillus
fermentus llamadas BAL 2, 4, 6, 9y 1, se
encontr6 una proteina  denominada
ornithine monooxygenase comun en este
tipo de organismos proveniente con mayor
identidad al Bacillus firmus, con una
identidad de 100% y cobertura de 100% de

la secuencia proteica:

>WP_048009930.1 ornithine monooxygenase [Bacillus
firmus]
MIYEMTVQFRVLDMKEGLLWYETLLNKKPDLIPHE
GFAEWELITGCWLQIAEGSPSIGSGPIRLGVPDLEQER
ERLITELKITPFEIHTRKEVPVKWATFADPWGNRIGY
FEYIDMHEKEIQIKKVNKEDWGR

Este péptido es comln en bacterias con
propiedades probidticas, como lo sefialan
autores que han utilizado Bacillus firmus y
Lactobacillus saerimneri como probidticos
(Garcia et al., 2012; NCBI, 2015) (Tabla 1
y Figura 2).

Para las cepas denominadas BAL 10, 14, 7
y 8 de las cepas relacionadas con
Lactobacillus fermentum y Lactococus
lactis se encontr6 un péptido que tiene
dominio Nase J family beta-CASP
ribonuclease (Tabla 1). Se hall6 que esta
secuencia tuvo 100% de identidad y 100%
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de cobertura con aquella proveniente de
Lactobacillus saerimneri cuya secuencia

proteica es:

>WP_009551846.1 RNase J family
ribonuclease [Lactobacillus saerimneri]
MKKLKVKNNETAVFAVGGLGEIGKNTYGVQFQDEII
LIDAGIKFPEDDLLGIDYVIPDYQYLVANRDKIKALVI
THGHEDHIGGIPYLLQQVNVPIYAGPLALALIKSKLE
EHGLLRSTKLHEIDEDTVLKFRKTSVSFFRTTHSIPDT
LGVAVKTPSGTIVETGDFKFDLTPITHQAPNFQKMA
RLGEEGVLCLLSDSTNAEVPNFTKSEQWVGKSIHRIF
EKVDGRIIFATFASNISRVQQAVSAALGKGRKIAVFG
RSMEAAIENGRRLGYLDIPDKALISAKELNSLPANKYV
MILCTGSQGEPMAALSRIANGTHRQVSIHPGDTVVFS
SLPIPGNTLSVNKVINELEEAGANVIHGRINNIHASGH
GGQEEQRLMLRLIKPKYFMPIHGEYRMLKIHTELAE
QCGVPEENSFILKNGDVLALTKDSARYAGHFNADD
VYVDGSGVGDIGNIVLKDRRILSEEGLVVVVATIDM
KKRRILAGPDLLSRGFIYMRESGELINQARKQLFRSIT
RSLKGDKVTEAKIRENIIADLQSFLFDQTERHPMILP
MLITV

Lactobacillus saerimneri es productor de

beta-CASP

Tabla 1

una proteina, fue reportado en la saliva de
humanos y que tiene potencial inmuno-
probidtico (Taweechotipatr et al., 2009)
(Tabla 1 y Figura 2). El arbol filogenético
de la Figura 2, muestra las afinidades
filogenéticas basadas en el anlisis de un
fragmento del gen 16S ARNTr de las cepas
analizadas (BAL) y las que se hallan en la
base de datos de GenBank. Como se puede
observar, las cepas identificadas forman
parte de las bacterias acidolacticas
teniendo afinidad con Bacillus firmus,
Lactobacillus saerimneri, L. fermentum,
Lactococcus lactis. Sin embargo, su
secuencia indica que las cepas analizadas
corresponden a L. fermentum.

Identificacién molecular mediante espectrometria de masas MALDI TOF/TOF de proteinas de

BAL asociadas al tracto digestivo de lechén

Tamafo
Sitio de de la B Bl Especie % de N° de accesion en
Cord aislamiento  secuencia P BT e IdentFi)ficada identidad GenBank
(AA)

BAL 2 Estémago

BAL 4 Estomago ornithine Bacillus

BAL 6 Estémago 133 monooxygenase E— 100 WP_048009930.1
BAL 9 Yeyuno [Bacillus firmus]

BAL 1 Estomago

BAL 10  Yeyuno RNase J family beta-

BAL 14  Yeyuno 262 CASP ribonuclease Lactobacillus 100 WP_009551846.1
BAL 8 Yeyuno [Lactobacillus saerimneri

BAL 7 ileon saerimneri]
Para  obtener ~mayor informacion sobre la  referencia ingrese al  siguiente  enlace:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/ y digite el codigo de accesion de cada bacteria cultivable.

2.2

B. firmus IAM 12464 gi

0.6

L. saerimneri GDA154
0.0

0.0

00 Bal 14

0.0

0 %0 a0t
w0 oo Bal 10

0.0

0.0 %0 B0z
L% paics
0.0

Bal 09

00 Bal 08

LMG 22087 DSM 16048 CCUG 48462 gi

NR_113335.1 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AP008937.1 Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA complete genome

0.0
— NR_116443.1 Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S ribosomal RNA gene partial sequence

122 gaio7

1.0

Figura 2. Arbol filogenético mostrando la relacion de las bacterias productoras de proteina
(bacteriocina) con las BAL aisladas del tracto digestivo del lechon.
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Las proteinas identificadas en las cepas
analizadas (ornithine monooxygenase Yy
RNase J family beta-CASP ribonuclease)
son exudados no &cidos denominadas
péptidos  antibacterianos  posiblemente
bacteriocinas, que son considerados como
proteinas con accion bactericida, que han
sido encontradas en Bacillus firmus, y
Lactobacillus saerimneri (Torres y Zapata,
2002), estas proteinas han  sido
caracterizadas molecularmente y en la
actualidad son de gran interés en industria
de produccion de alimento por sus
propiedades antibacterianas (Garcia et al.,
2012; NCBI, 2015). La ornithine
monooxygenase actlia como sideréforo A
(SidA) 'y es una monooxigenasa
dependiente de flavina que cataliza la
hidroxilacion dependiente de NAD (P) H'y
oxigeno de ornitina en la biosintesis de
sideréforos, que posteriormente se forma
para generar los hidroxamatos quelantes de
hierro del sider6foro pyoverdin, que
limitan el uso de estos metales en la
nutricion de Escherichia produciéndola
muerte de la bacteria. Romero (2012) y
Shirey (2013) reportaron que la ornithine
monooxygenase  interviene en el
metabolismo al condicionar la accion de
varios metales sobre la actividad
enzimatica y aumenta en presencia de Ca®
Y, K2 Ba? *, Co® *'y Ni* * poseyendo
efectos fungicida, larvicida y quelante que
impide la nutricibn bacteriana de
patégenos (Zohra, 2016; Geng, 2016;
Cechova, 2016). La RNase J family beta-
CASP ribonuclease actia como una
proteasa especifica que causa destruccion
celular de patdégenos por su accién
antibiotica, donde la accion de los iones
magnesio indican resultados de la
mutagénesis. En la divisibn  exo-
ribonucleolitica procesada, también es
reportado en su presencia dos iones
cataliticos de zinc, con capacidad para
catalizar la degradacién endo- y exo-
ribonucleolitica. La degradacion exo-
ribonucleolitica procede en la direccién 5
'a 3' (destruccién enzimatica de material
genético) (Xue-Yuan, 2015).

De las bacterias caracterizadas molecu-
larmente mediante la identificacion de
proteina por espectrofotometria de masa
cinco poseen proteinas relacionadas con la
de Bacillus firmus y cuatro con la de
Lactobacillus  saerimneri, las nueve
bacterias pertenecen al orden Lacto-
bacillaceae, las cuales estan reportadas
como bacterias benéficas en la produccion
de alimento y en uso para humanos.

Las proteinas encontradas en las bacterias
seleccionas tienen actividades probiéticas
con accién especifica, ligada al efecto
quelante (mono oxigenasa) y enzimaticos
de destruccion de proteinas bacterianas
(caspasa-ribonucleas). La ornithine mono-
oxygenase y la RNase J family beta-CASP
ribonuclease son de gran potencial para el
reemplazo de los antibidticos en la
alimentacion de lechones.

4. Conclusiones

Se identificaron los péptidos antibacterianos
ornithine monooxygenase y RNase J family
beta-CASP ribonuclease en las cepas BAL
aisladas del tracto digestivo de lechones,
consideradas como péptidos que fueron
halladas en Bacillus firmus y Lactobacillus
saerimneri, teniendo la primera efecto
quelante y la segunda un efecto enzimatico
que les permite inhibir y controlar bacterias
patdgenas, estas bacterias tienen potencial
uso como probidtico y posible productores
de bacteriocinas.
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