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Introduccion. Las bacterias acido lacticas (BAL) pueden
producir compuestos de naturaleza proteica con actividad
antimicrobiana como bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas
(PGH) (1). En el grupo de trabajo se identificé a partir de salami
una BAL que presento actividad antimicrobiana (1, 2). El objetivo
de este trabajo fue corroborar la identidad de la cepa aislada y
determinar si la actividad antimicrobiana presente en el extracto
celular se debe a compuestos antimicrobianos de naturaleza
proteica.

Metodologia. La cepa aislada de salami se identifico
molecularmente por la amplificacion del gen de referencia 16S y
del gen recA, asi como por el perfil de espectrometria de masas,
MALDI-TOF-Biotyper (1, 3, 4). A partir del sobrenadante se
prepararon extractos para compuestos tipo bacteriocina (BLIS) y
PGH a los cuales se les determind actividad antimicrobiana
mediante la prueba de difusién en agar (1). La actividad se
corrobord por zimogramas contra M. lysodeikticus en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (1). La banda de bajo peso
molecular fue secuenciada por espectrometria de masas en el
Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). Ademas se
determind la actividad de PGH con sustratos especificos (1).

Resultados. En la identificaciébn del 16S ARNr completo, el
porcentaje de similitud de la cepa con respecto a una secuencia
del BLAST-n fue del 92% para L. plantarum y L. paraplantarum
(Figura 1A). Por lo que se incluyé la amplificacion del gen recA
para la diferenciacion de estas dos especies; utilizando un Unico
cebador reverso y dos cebadores especificos, siendo positivo
para L. paraplantarum (cebador paraF) con un amplicon de 107
pb (Figura 1B). La identificacion por género y especie se
corrobord por espectrometria de masas con un nivel de fiabilidad
de 2.16 generado mediante MALDI-TOF Biotyper (Figura 1C).
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Fig.1. (A) BLAST en base de datos NCBI del 16S ARNr. (B) Productos

de amplificacion obtenidos por PCR del gen recA en gel de agarosa al

1.2%. Marcador de 100 pb DNA. (C) valor de puntuacion MALDI-TOF
MS Biotyper

Los extractos obtenidos de L. paraplantarum mostraron actividad
antimicrobiana contra Listeria innocua, con una actividad 2.3
veces mayor en el extracto de PGH con respecto al de
bacteriocina (Tabla 1). L. paraplantarum present6 bandas de
actividad litica en 12.6- y 95- kDa en geles Tris-tricina y Tris-
glicina, respectivamente (Figura 2). La banda de bajo peso
molecular corresponde a la proteina 50S ribosomal L14, acorde
a la secuenciacion por espectrometria de masas con una
probabilidad de identidad superior al 95% a través del software
Scaffold 3. En tanto a la banda de alto peso molecular es una
PGH con actividad litica de N-acetilimuramidasa (1).

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de extractos crudos contra L. innocua.

Extracto de

Muestra Sobrenadante Extracto de PGH

bacteriocina
Actividad

(A) (B)
Fig. 2. Zimograma contra M. lysodeikticus (A) Tris-tricina al 16% y (B)
Tris-glicina al 10%. 1, extracto de bacteriocina. 2, extracto de PGH.

Conclusiones. El uso de secuencias cortas del gen recAy la
espectrometria de masas, fueron complementarios para la
identificacion de L. paraplantarum. La cepa present6é bandas de
actividad litica en zimograma, las cuales se deben a la
produccién de la proteina 50S ribosomal L14 y una N-
acetilmuramidasa (PGH).
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