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"Obtenciébn de bacteriocinas recombinantes con potencial actividad
antimicrobiana frente a organismos productores de enfermedades transmitidas
por alimentos"

Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) se encuentran
ampliamente difundidas y generan problemas en la salud publica. Entre los agentes
etiologicos de ETAs se encuentran bacterias, virus y parasitos. Una estrategia para
prevenir alteraciones en los alimentos es el agregado de antimicrobianos de origen
quimico. El uso no controlado de estas sustancias puede ocasionar un riesgo para la
salud de los consumidores. En consecuencia, los compuestos antibacterianos naturales
han ganado importancia como preservantes en la industria alimenticia. Entre ellos, las
bacteriocinas, que son péptidos antimicrobianos naturales producidos por bacterias
acido-lacticas, representan una alternativa prometedora a los conservantes quimicos
debido a su alta especificidad y baja toxicidad.

El presente trabajo tuvo como objetivo obtener una molécula recombinante de la
bacteriocina Enterocina A (EntA) mediante clonado y expresion heterdloga en
Saccharomyces cerevisiae, Yy evaluar su actividad antimicrobiana frente a
microorganismos productores de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).
Para ello, en este estudio se sintetizd la secuencia del gen de EntA con codones
optimizados para su expresion en Saccharomyces cerevisiae y se cloné en el vector de
secrecion extracelular YEpFLAG-1 mediante recombinaciéon homoéloga. Ademas, se
evalud una construccion alternativa fusionada, EntA-TRX, disponible en el laboratorio.
La expresion recombinante se analiz6 por SDS-PAGE y Western blot, detectdndose la
presencia de EntA-TRX, aunque no de EntA. Los ensayos de actividad antimicrobiana
in vitro, realizados por métodos de difusidn en agar y en estria frente a Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis y Listeria innocua, no mostraron inhibicion del
crecimiento bacteriano. No obstante, se logro estandarizar un sistema de expresion en
Saccharomyces cerevisiae aplicable a futuras producciones de proteinas recombinantes
seguras para uso alimentario.

Palabras claves: Enterocina A, bacteriocinas, Saccharomyces cerevisiae, enfermedades
transmitidas por alimentos, expresion recombinante, actividad antimicrobiana.



“Production of recombinant bacteriocins with potential antimicrobial activity
against foodborne disease-causing organisms”

Abstract

Foodborne diseases (FBDs) are widespread and represent a significant public
health concern. The etiological agents responsible for FBDs include bacteria, viruses,
and parasites. One strategy to prevent food contamination is the addition of
antimicrobial compounds of chemical origin; however, their uncontrolled use may pose
health risks to consumers. Consequently, natural antibacterial compounds have gained
importance as preservatives in the food industry. Among them, bacteriocins—natural
antimicrobial peptides produced by lactic acid bacteria—represent a promising
alternative to chemical preservatives due to their high specificity and low toxicity.

This study aimed to obtain a recombinant molecule of the bacteriocin Enterocin
A (EntA) through cloning and heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae,
and to evaluate its antimicrobial activity against microorganisms associated with
foodborne diseases. The EntA gene sequence was synthesized and codon optimized for
Saccharomyces cerevisiae expression and cloned into the extracellular secretion vector
YEpFLAG-1 via homologous recombination. Additionally, an alternative fused
construct, EntA-TRX, available in our laboratory was evaluated. Recombinant
expression was analyzed by SDS-PAGE and Western blot, confirming the presence of
EntA-TRX but not EntA. In vitro antimicrobial assays, performed by agar diffusion and
streak methods against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, and Listeria
innocua, showed no inhibition of bacterial growth. Nevertheless, a standardized
expression system in S. cerevisiae was successfully established, applicable to future
production of recombinant proteins suitable for food-grade applications.

Keywords: Enterocin A, bacteriocins, Saccharomyces cerevisiae, foodborne diseases,
recombinant expression, antimicrobial activity.



1. Introduccion
1.1. Contaminaciones en industrias alimentarias

Las industrias alimentarias abarcan un conjunto de actividades industriales
dirigidas al tratamiento, transformacion, preparacion, conservacion y envasado de
productos alimenticios. En las ultimas décadas, las industrias alimentarias han
atravesado un proceso de modernizacion y globalizacién caracterizado por una creciente
industrializacion, el uso intensivo de tecnologias emergentes, la estandarizacion de
procesos Y el desarrollo de productos altamente procesados. Este progreso ha generado
importantes cuestionamientos en torno a la sostenibilidad ambiental, la calidad
nutricional de los alimentos y la equidad en la cadena de valor. El cambio en los habitos
de consumo, impulsado por una mayor conciencia sobre la salud y el medio ambiente,
ha generado nuevas exigencias, adoptando practicas responsables e innovando en
alimentos funcionales (Belitz et al., 2009).

Sin embargo, a lo largo de la cadena de produccion, puede generarse una
contaminacion alimentaria, con presencia de sustancias, agentes o condiciones fisicas,
quimicas o bioldgicas que alteran la inocuidad del producto y pueden representar un
riesgo para la salud humana (FAO, 2020).

Existen tres grandes categorias de contaminacion de alimentos:

Contaminacién guimica: puede ocurrir en cualquier punto de la cadena productiva,
incluye residuos de pesticidas, metales pesados (plomo, mercurio, cadmio), dioxinas,
contaminantes industriales, aditivos no autorizados o residuos de medicamentos
veterinarios.

Contaminacidn fisica: se refiere a la presencia de cuerpos extrafios en los alimentos,
como fragmentos de vidrio, plastico, metal, piedras o pelos. Aunque no siempre son
toxicos, estos elementos representan un riesgo fisico directo para el consumidor.
Contaminacién biol6gica: causada por microorganismos patégenos como bacterias
(Salmonella, Listeria, Escherichia coli), virus (Norovirus, Hepatitis A virus), parasitos y
hongos. Es una de las formas mas comunes y peligrosas, y suele estar relacionada con
malas practicas de higiene o almacenamiento. La contaminacion bioldgica puede ser
dificil de detectar ya que generalmente no se altera el sabor, el color o el aspecto del
producto. Esta contaminacion conlleva a un riesgo mas grave para los consumidores ya
que si los microorganismos sobreviven y se multiplican en el alimento, pueden causar
enfermedades (Berkowitz et al., 2012).

1.2. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las ETAs son atribuidas a la ingesta de un alimento que sufrié contaminacion
durante su preparacion o distribucion. Estas patologias pueden ser debidas a
infecciones, intoxicaciones o toxiinfecciones (Armendariz et al., 2012). En el primer
caso, las ETAs son generadas por infecciones resultantes de la ingestion de alimentos
contaminados por microorganismos patdgenos vivos. En el segundo caso, la enfermedad
resulta de la intoxicacidn con toxinas o venenos producidos por bacterias u hongos, los
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cuales pueden estar presentes o no en el alimento ingerido. Por ultimo, las
toxiinfecciones son caracterizadas por implicar una infeccion y una intoxicacion en
simultaneo.

Los agentes etiologicos causantes de estas enfermedades son bacterias, virus y
parésitos, siendo las méas reportadas las de origen bacteriano. Entre las bacterias mas
frecuentes reconocidas como causantes de ETAs se encuentran Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens, asi como E. coli
O157:H7. A largo plazo, algunas de estas infecciones pueden causar complicaciones
graves, como sindrome urémico hemolitico y trombocitopenia por E. coli O157:H7,
artritis y septicemia por Salmonella o meningitis y abortos por Listeria monocytogenes,
lo que representa un desafio para su control en alimentos listos para consumir (Puig
Pefa et al., 2013).

Las ETAs se encuentran ampliamente difundidas y son uno de los principales
problemas que conciernen a la salud publica, tanto en paises desarrollados como en vias
de desarrollo (WHO, 2025). Por este motivo es recurrente la utilizacion de sustancias
quimicas antimicrobianas para prevenir alteraciones y asegurar la calidad higiénica de
muchos alimentos. Sin embargo, el uso no controlado de estas sustancias puede
ocasionar un riesgo quimico para los consumidores, a través de la generacion de efectos
secundarios agudos o cronicos y la aparicion de enfermedades. En muchas ocasiones las
sustancias quimicas no tienen un efecto inmediato en el consumidor, sino que se
acumulan en el organismo provocando efectos en la salud tras largos periodos de
exposicion (Garcia, 2019).

Para la seleccion de una sustancia quimica antimicrobiana se deben tener en
cuenta diferentes factores, entre ellos se encuentran las propiedades fisicas y quimicas
de los agentes, composicion del alimento a tratar, el sistema de conservacion, coste y
toxicidad del antimicrobiano, entre otros. En la actualidad podemos hallar diversas
alternativas de conservacion quimica en las industrias alimentarias (Tabla 1) (Davidson
et al.,, 2013). Si bien los conservantes quimicos presentan elevada eficacia en la
prevencion de contaminaciones bioldgicas, su consumo estd asociado a potenciales
riesgos sobre la salud de los consumidores asi como la calidad de los alimentos.



Tabla 1. Funcion, aplicaciones, ventajas y riesgos de los conservantes quimicos en
industrias alimentarias

Conservante | Funcién Aplicaciones Ventajas Potenciales riesgos
principal comunes
Antifungico | Quesos, Alta eficacia | Sabor residual a
Acido sorbico | (moho, panificados, contra  hongos; | altas dosis;
y sorbatos levaduras) bebidas, salsas estabilidad en | degradacion en
amplio rango de | almacenamiento
pH prolongado
Antimicrobia | Bebidas Eficaz contra | Efecto reducido en
Acido no en medios | carbonatadas, bacterias y | pH neutro;
benzoico y | &cidos jugos, aderezos, | levaduras;  bajo | sensibilidad en
benzoatos mermeladas costo algunos
consumidores
Antifngico | Panificados, Previene  mohos | Sabor acido
Acido y productos de | durante perceptible en altas
propiénico y | antibacterian | pasteleria almacenamiento; | concentraciones

propionatos

0]

estable al calor

Antibotulinic | Carnes curadas | Prevencion de | Formacion de

0; (jamon, Clostridium nitrosaminas
Nitratos y | estabilizador | salchichas) botulinum; mejora | potencialmente
nitritos de color de color y sabor cancerigenas si se

excede la dosis

Antimicrobia | Vinos, frutas | Previene Reacciones
Sulfitos y | ho y | secas, mariscos | pardeamiento Yy | adversas en
dioxido de | antioxidante crecimiento asmaticos y
azufre microbiano personas sensibles
BHA Antioxidante | Snacks, aceites, | Alta estabilidad | Posible efecto
(butilhidroxian | sintético cereales térmica; prolonga | acumulativo; debate
isol) y BHT vida util de grasas | sobre seguridad a
(butilhidroxitol largo plazo
ueno)

Antioxidante | Aceites Protege contra | Toxicidad a altas
Galato de vegetales, rancidez dosis; restricciones
propilo (PG) y productos oxidativa;  dosis | regulatorias
TBHQ carnicos bajas efectivas

Regulador de | Conservas Amplia Sabor fuerte que
Acido acético | pH y | vegetales, salsas, | disponibilidad,; puede modificar el
y acetatos antimicrobia | encurtidos bajo costo perfil sensorial

no

Regulador de | Carnes Inhibe Listeria | Puede alterar
Acido lactico y | pH y | procesadas, monocytogenes; textura en
lactatos antimicrobia | embutidos considerado productos sensibles

no seguro

En este contexto, la busqueda y desarrollo de compuestos antibacterianos
naturales han ganado importancia en la industria alimenticia en los Gltimos afios. Un
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ejemplo de ellos son las bacteriocinas, compuestos producidos principalmente por
bacterias &cido-lacticas (BAL). Estas bacterias gram positivas han sido ampliamente
evaluadas en procesos de fermentacion, asi como para la preservacion de los alimentos
tanto en sistemas de conservacion tradicionales o ser parte de soluciones innovadoras,
como recubrimientos activos o biopeliculas antimicrobianas (Preciado, 2013, Johnson et
al., 2018).

1.3. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos producidos por bacterias, que matan o inhiben
otros microorganismos relacionados o no (Nes et al., 2007). A diferencia de los
antibioticos, que son moléculas quimicamente mas diversas y producidas por diferentes
grupos de microorganismos, las bacteriocinas son producidas mediante traduccion
ribosomal, lo que les confiere una mayor especificidad de accion y, en muchos casos,
menores efectos secundarios (Cotter et al., 2005). Se caracterizan por su baja toxicidad,
y alta estabilidad y especificidad (Guryanova, 2023). Actualmente son estudiadas
debido a sus propiedades biopreservantes de diferentes alimentos de origen animal y
vegetal presentando actividad inhibitoria contra un amplio rango de bacterias patdgenas
y alterantes presentes en los mismos (Galvez et al., 2008).

1.3.1. Clasificacion

Si bien no existe una clasificacién universalmente adoptada, las bacteriocinas
suelen clasificarse en bibliografia en tres categorias (I, I1 y 111), segin sus caracteristicas
bioldgicas, estructurales y genéticas (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

1.3.1.1. Bacteriocinas de clase I, conocidas como lantibioticos, son péptidos de
bajo peso molecular que sufren modificaciones postraduccionales extensas. Estas
modificaciones incluyen la formacion de anillos de lanthionina y metillanthionina, que
les confieren una estructura rigida y una gran estabilidad frente a condiciones adversas
como el calor o el pH extremo (Field et al., 2010). EI mecanismo de accion de los
lantibioticos suele implicar la formacion de poros en la membrana celular y la
inhibicidn de la sintesis de pared celular bacteriana al unirse a lipidos esenciales, como
el lipido I, un precursor del peptidoglicano. En esta clase se destaca la nisina,
producida por Lactococcus lactis y ampliamente utilizada como conservante natural en
alimentos procesados.

1.3.1.2. Bacteriocinas de clase Il, péptidos pequefios (menores de 10 kDa),
termoestables y que no presentan modificaciones postraduccionales complejas. Su
mecanismo de accion se basa principalmente en la formacion de poros en la membrana
celular de bacterias sensibles, provocando la pérdida de potencial de membrana, salida
de componentes intracelulares y lisis celular. Estas bacteriocinas son producidas
principalmente por bacterias acido-lacticas. Un ejemplo es la pediocina PA-1 producida
por Pediococcus acidilactici, lo que ha facilitado su aplicacion en alimentos
fermentados y como herramientas en biotecnologia.

1.3.1.3. Bacteriocinas de clase Ill, proteinas de gran tamafio (mayores de 30
kDa) y termosensibles, por esta razon su aplicacion industrial es mas limitada, aunque

4



pueden tener aplicaciones especificas en biocontrol bacteriano en entornos clinicos o de
investigacion. En este grupo se puede mencionar la lisostafina, que acttia degradando la
pared celular de ciertas especies de Staphylococcus.

1.3.2. Bacteriocinas como preservantes de alimentos

El rol de estas moléculas como preservantes de alimentos, ha sido ampliamente
reportado en bibliografia tanto de forma individual, como en combinacién con otros
métodos de preservacion (Bali et al., 2016). En este sentido, las bacteriocinas pueden
ser aplicadas en los alimentos de diferentes maneras: parcialmente purificadas,
purificadas o puede incorporarse la bacteria productora de la bacteriocina como un
cultivo iniciador. Sin embargo, el uso de bacteriocinas purificadas ha mostrado mayor
efectividad como aditivo de alimentos en comparacién con cultivos de bacterias
productoras de las mismas (Faye et al., 2002). Asimismo, la incorporacién de la bacteria
productora tiene como desventaja que puede no ser compatible con otras bacterias
requeridas para la fermentacion del alimento o puede alterar caracteristicas como el
sabor de los mismos (Johnson et al., 2018). Debido a esto, el desarrollo de metodologias
que permitan mejorar la produccién y purificacion de estas bacteriocinas permitiria
generar un producto de interés para su posterior aplicacion en la industria alimentaria.

La investigacion sobre las bacteriocinas como conservantes naturales en la
industria alimentaria ha evolucionado considerablemente, especialmente en los Ultimos
afos, con estudios que demuestran su efectividad (Putri et al., 2024). Sin embargo, en la
actualidad, las alternativas comerciales de estos desarrollos son limitadas: sélo la nisina
A (Nisaplin®, Danisco) y la pediocina PA-1 (Microgard™, Danisco; ALTA 2431, Quest
International) han sido comercializadas hasta el momento como preservantes de
alimentos (Putri et al., 2024). Particularmente la nisina A, descubierta en 1928, ha sido
utilizada ampliamente debido a su capacidad para prevenir el crecimiento de
microorganismos generadores de esporas como Bacillus y Clostridium. Ademas, tiene
un amplio espectro de actividad frente a bacterias gram positivas como Listeria
monocytogenes y Staphylococcus (Sierra et al., 2013; Silva et al., 2018). Por su parte, la
pediocina PAL1 ha mostrado ser eficaz tanto contra patégenos gram positivos como
Listeria monocytogenes y Staphylococcus, como contra organismos gram negativos
como Pseudomonas y E. coli (Silva et al., 2018)

1.4. Obtenciodn de bacteriocinas recombinantes

La obtencidn de bacteriocinas purificadas a partir de las cepas productoras puede
resultar laboriosa e ineficiente, mientras que la sintesis quimica sélo produce pequefias
cantidades de péptido (Alvarez-Sieiro et al.,, 2016). En las ultimas décadas, el
advenimiento de las técnicas de biologia molecular proveyd nuevas herramientas para la
utilizacion de bacterias y levaduras como “fabricas” para la expresion heterdloga de
proteinas. La obtencion de bacteriocinas mediante técnicas de ingenieria genética y
expresion en organismos heter6logos permite obtener un producto estandarizado, en
mayor cantidad y con un alto grado de pureza. En este sentido, entre todas las clases de
bacteriocinas, las caracteristicas estructurales de las bacteriocinas clase Il, que no
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presentan residuos modificados ni modificaciones postraduccionales (Alvarez-Sieiro et
al., 2016), las coloca en una posicion ventajosa para Su correcta expresion en
organismos heter6logos, garantizando su funcionalidad.

Entre todos los sistemas disponibles para la expresidn de proteinas heterélogas,
E. coli ha sido el microorganismo mas utilizado debido a su rapido crecimiento, bajo
costo, facil manipulacién genética y amplia disponibilidad de sistemas de clonado
compatibles con dicha especie. Sin embargo, para el caso de proteinas destinadas a
alimentos, la seleccion de la cepa utilizada para la expresion no sélo debe basarse en los
rendimientos o factibilidad de produccion, sino también en cuestiones regulatorias. En
estos casos, las cepas seleccionadas para la expresion generalmente son aquellas que
cumplen con el status GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe) designado por
la FDA (American Food and Drug Administration). Muchas especies del género Fungi
cumplen con dicho estatus y estan siendo actualmente utilizadas como hospedadoras
para la produccion a gran escala de proteinas recombinantes y metabolitos (Punt et al.,
2002).

Saccharomyces cerevisiae es considerado organismo GRAS y es ampliamente
utilizado en la industria de alimentos panificados, asi como en la produccion de
proteinas farmacéuticas. Por este motivo se presenta como una alternativa adecuada
para la produccion de proteinas recombinantes destinadas a ser utilizadas como aditivos
alimentarios. En cuanto a sus ventajas técnicas, esta levadura puede crecer rdpidamente
hasta elevadas densidades celulares y cuenta con un sistema de secrecion de péptidos
que facilita la recuperacién de las proteinas en el medio extracelular evitando pasos de
lisis y purificacion posteriores. (Romanos et al., 1992, Becerra et al., 2001, Adrio
2003). Otra ventaja de S. cerevisiae para la produccion de bacteriocinas es su
resistencia intrinseca a los péptidos antimicrobianos, lo que evita problemas de
toxicidad durante la expresion heterdloga.

Las cepas deS. cerevisiae se han utilizado ampliamente para producir
proteinasy enzimas recombinantes biofarmacéuticas (Nielsen J., 2019) vy
especificamente, algunos grupos de investigacion han reportado la expresion exitosa de
diferentes bacteriocinas utilizando este sistema (Van Reenen et al.,2003; Basanta et al.,
2009; Nguyen et al., 2020). En particular, la cepa S. cerevisiae BJ3505 es deficiente en
proteasas, lo que reduce la probabilidad de degradacion de proteinas recombinantes por
proteasas extracelulares. Ademas, esta cepa puede emplearse con vectores que
contienen marcadores de seleccidén basados en auxotrofia para la sintesis de triptéfano
(Casado Lopez et al., 2016).

1.5. Enterocina A

La Enterocina A (EntA) es una bacteriocina de clase Il que fue aislada y
caracterizada por primera vez a partir de la cepa Enterococus faecium CTC492
(Aymerich et al. 1996). Esta molécula es producida por cepas de E. faecium, una
especie cominmente encontrada en la microbiota intestinal de humanos y animales, asi
como en alimentos fermentados. Desde el punto de vista estructural, la EntA es un
péptido pequefio, anfipatico y termoestable. Estas propiedades le permiten mantener su
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actividad en condiciones adversas, como altas temperaturas o diferentes rangos de pH,
lo que la hace adecuada para su uso en la industria alimentaria (Galvez et al., 2007). El
gen de la EntA codifica para una secuencia lider de 17 amino&cidos en el extremo N-
terminal, seguida del péptido maduro de 47 residuos (Aymerich et al. 1996). En cuanto
a su expresion recombinante, se han reportado diversas plataformas para su expresion
como ser E. coli (Ankaiah et al., 2017), bacterias lacticas (Borrero et al., 2011) y
levaduras como Pichia pastoris y Kluveromyces lactis (Jiménez et al., 2014; Hu et al.,
2014; Borrero et al., 2012). La EntA ha demostrado tener un elevado efecto inhibitorio
frente a Listeria spp. y un amplio espectro de actividad antimicrobiana que incluye
patdgenos vinculados a alimentos como S. aureus, L. monocytogenes, L. innocua, E.
coli, Salmonella entérica, E. faecalis, entre otros (Hu et al., 2014; Jaouani et al., 2014;
Ankaiah et al., 2017).



2. Obijetivos

2.1. Objetivo general

Obtener una molécula recombinante de la bacteriocina EntA mediante clonado y
expresion heterologa en S. cerevisiae y evaluar su actividad antimicrobiana frente a un
panel de cepas indicadoras.

2.2. Objetivos especificos
e Obtener una secuencia optimizada de EntA para su expresion en S. cerevisiae.
e Establecer un sistema de expresion para EntA en S. cerevisiae.
e Evaluar in vitro la capacidad antimicrobiana de las moléculas obtenidas frente
a un panel de bacterias indicadoras.

La hipotesis del trabajo es que, de obtenerse una molécula con actividad
antimicrobiana frente a microorganismos de interés, se podria contar con un producto
que pueda complementar o idealmente sustituir el empleo de preservantes quimicos,
mejorando la calidad de los alimentos tratados con la consiguiente repercusion en la
Salud Publica y la industria elaboradora.



3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion y clonado de la secuencia codificante de la bacteriocina de interés.
Cepas y vectores plasmidicos

3.1.1. Cepas bacterianas. Cultivos y preservacion

Se utilizaron cepas de E. coli DH5a, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212 y L. innocua ATCC 33090. Los cultivos liquidos de las bacterias se realizaron en
medio LB, a 37 °C y en agitacion a 180 rpm. En caso de tratarse de E. coli
transformadas, el medio se suplement6 con el antibidtico correspondiente (Sambrook et
al., 1989).

Para conservar las bacterias por cortos periodos se realizaron cultivos en estria
en placas de Petri conteniendo medio LB-agar 2%, suplementado con antibidtico en
caso de corresponder, y se conservaron a 4°C.

Para periodos mas extensos de conservacién se realiz6 un cultivo a partir de una
colonia aislada en caldo LB, suplementado con antibidtico en caso de corresponder,
durante toda una noche a 37°C. Se transfirieron 500 pl del cultivo en criotubos de 1,8
ml que contenian un volumen igual de LB-glicerol 30 % (v/v). Se mezclo6 y conservé a -
80 °C.

La cepa E. coli DHS5a tiene alta eficiencia de transformacion, es ampliamente
utilizada para clonados y subclonados y posee mutado el gen recA, evitando
modificaciones en la secuencia de los péptidos clonados.

3.1.2. Cepas de S. cerevisiae

Se utilizd la cepa S. cerevisiae BJ3505, deficiente en proteasas BJ. Los cultivos
liquidos se realizaron en medio YPD a 30 °C y en agitacion a 200 rpm. Para periodos
cortos de conservacion se realizaron cultivos en estria en placas de Petri que contenian
medio YPD agar 1,5% y se mantuvieron a 4 °C.

Para conservar la cepa durante periodos mayores de tiempo, se realizé un cultivo
a partir de una colonia aislada en caldo YPD durante toda una noche a 37 °C. Se
transfirieron 500 ul del cultivo en criotubos de 1,8 ml que contenian un volumen igual
de YPD-glicerol 30 % (v/v). Se mezcldé y conservé a -80 °C. Para el caso de S.
cerevisiae transformada con las construcciones de trabajo, se utilizé el medio de
seleccion SD-trp tanto en cultivos en placas como para su criopreservacion (SD-trp-
glicerol 25%).

3.1.3. Vector plasmidico

Se utilizo el plasmido YEpFLAG-1 (Sigma). El mismo permite la secrecion
extracelular de las proteinas recombinantes en S. cerevisiae. La transcripcion se controla
mediante el promotor inducible ADH2. YEpFLAG-1 también contiene un gen de
resistencia a ampicilina para la seleccion de E. coli transformadas y TRP1 para la
seleccion de transformantes de levadura por reversion de auxotrofia del triptéfano.

La expresion extracelular es dirigida por el péptido sefial Factor a (~9 KDa). La
sefial estd compuesta por dos regiones: una secuencia sefial N-terminal de 19
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aminoéacidos (~2,9 kDa), que dirige la translocacién al reticulo endoplasmatico (RE), y
una region pro de 66 aminodcidos (~6,1 kDa), responsable del empaquetamiento
dependiente de receptores en vesiculas derivadas del RE. En el lumen del RE, la
secuencia sefial es eliminada por una peptidasa, mientras que la region pro es escindida
posteriormente por la proteasa Kex2 en el aparato de Golgi.

El disefio de las construcciones genicas incluyé una fusién C-terminal de una
etiqueta de seis histidinas para facilitar su purificacion e identificacion (Figura 1). La
construccion EntA-TRX-YEpFLAG-1, que permite la expresion de la bacteriocina
como proteina de fusion a tiorredoxina (TRX), se encontraba disponible en el
laboratorio.

EntA-YEpFLAG-1 —— promADH2 - Factora | Enterocina A - 6X His —

EntA-TRX-YEpFLAG-1 —— promADH2 - Factora -| Enterocina A - TEV - Tiorredoxina - 6X His ——

Figura 1. Esquema de las construcciones génicas usadas en el trabajo. Ambas
construcciones fueron clonadas en el vector YEpFLAG-1, con el objetivo de expresar
de manera extracelular la Enterocina A.

3.2. Obtencidn de la secuencia codificante de EntA

3.2.1. Disefio y sintesis quimica de la secuencia

La secuencia codificante del gen de EntA se obtuvo mediante sintesis quimica
(gBlocks Gene Fragments, Integrated DNA Technologies). A partir de la secuencia
AAD?29132.1 (GenBank, NCBI), se optimizaron los codones para la expresion en S.
cerevisiae (Codon Optimization Tool, Integrated DNA Technologies). Se sintetizo la
secuencia que codifica para EntA madura, desde el aminoacido Tyrl9 con la
incorporacion de una etiqueta de seis histidinas en el extremo C-terminal.

3.2.2 Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La secuencia obtenida mediante sintesis quimica se utiliz6é como molde en una
reaccion de PCR. Se disefiaron oligonucleotidos con extremos homologos al vector de
expresion YEpFLAG-1 para su posterior clonado mediante recombinacion homologa en
levaduras (Tabla 2). Para la reaccién de amplificacion se emplearon las condiciones
detalladas en las Tablas 3 y 4. Como control negativo se utilizé agua bidestilada en
reemplazo del ADN molde.
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Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y clonado de la secuencia
codificante de Enterocina A. La temperatura de hibridizacion (Tm) informada incluye
unicamente la secuencia que hibrida con el molde.

Nombre Secuencia del oligonucleétido (5°-3°) Tm (°C)

EntA FW | AAAGAAGAAGGGGTACCTTTGGATAAAAGAATGACTAC 54
ACATTCAGGCA

EntA RV | TGGGACGCTCGACGGATCAGCGGCCGCTTAATGGTGGTG 56

GTGGTGATG

Tabla 3. Reactivos y concentracion para la amplificacion de Enterocina A mediante

(Thermofisher) (5U/ul)

PCR.
Reactivos Volumen agregado Concentracion final

Buffer 10X (con MgCl, 20 2ul 1X
mM) (MgCl2=2 mM)
dNTPs (2,5 mM c/u) 1,6 ul 0,2 mM
Oligonucleotidos (10 uM) 0,6 pl c/u 0,3 uM
ADN molde 1 ul -
ADN polimerasa DreamTaq 0,15 ul 0,75U

H20mq

Completar hasta 20 pl

Tabla 4. Perfil de ciclado para la amplificaciéon de Enterocina A.

N° de Temperatura | Tiempo
ciclos (°C) (s)
1 95 60
95 30
10 49 30
72 30
20 95 30
72 60
1 72 300
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3.3. Andlisis y purificacion de la secuencia codificante

La reaccion de amplificacion de ADN se evalué mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2,5%. Las muestras se sembraron en la proporcion correspondiente de
buffer de muestra 6X. Los geles fueron preparados en buffer TAE con el agregado de
GelRed™, segln indicaciones del fabricante (Biotium). Las corridas electroforéticas se
realizaron en el mismo buffer a 70 V durante 60 minutos. Como marcador de tamafio
molecular se utiliz6 un marcador comercial acorde a los tamarios esperados (50 pb
ladder, PB-L Productos Bio-Logicos®). Los geles se revelaron en un transiluminador de
luz UV (A2s50m).

Una vez verificado el tamafio del amplicon, se realizé la purificacion del mismo
desde la mezcla de PCR. Se utiliz6 un kit comercial (Wizard SV Gel and PCRClean-Up
System, Promega®), segln instrucciones del fabricante.

3.3.1. Clonado de EntA en sistema de expresion para S. cerevisiae

El clonado de la secuencia codificante del gen de EntA en el vector de expresion
YEpFLAG-1 se realizd por recombinacion homologa en S. cerevisiae. Se empled el
vector YEpFLAG-1 previamente linealizado mediante corte con la enzima de
restriccion BamHI (Thermofisher). La construccion obtenida, cuyos pasos para su
obtencion se detallan a continuacion, se denomind EntA-YEpFLAG-1.

3.3.2. Transformacion de S. cerevisiae por electroporacion

Para la transformacion se partio de un cultivo en estria de S. cerevisiae BJ3505
en medio YPD agar 1,5% a 30°C durante 72 horas. A partir de una colonia aislada, se
realizd un cultivo en suspension en 5 ml de medio YPD a 30°C y agitacion de 250 rpm
durante toda la noche. En este paso se utilizé vortex para disgregar las células. Con este
cultivo se inocularon 35 ml de YPD fresco en un Erlenmeyer de 125 ml de capacidad,
en iguales condiciones de temperatura y agitacion hasta obtener una DOssonm=1.

Se concentraron las células mediante centrifugacion a 8000 rpm a 4°C durante 5
minutos. Se realizaron tres lavados del pellet celular con un volumen agua fria estéril y
dos lavados con medio volumen de glicerol 10% frio estéril. Se retir6 por volcado la
solucion de lavado y las células se resuspendieron en el volumen restante mas 500 ul de
glicerol 10%.

Se tomaron 50 ul de dicha suspension y se incubaron en hielo durante 15
minutos con 1 pl del plasmido linealizado y 6 pl de la secuencia de EntA purificada.
Las células se sometieron a un choque eléctrico (Gene PulserTM, Bio-Rad Laboratories
Inc.) en cubetas de 2 mm (Bio-Rad Laboratories Inc.) en las condiciones de 1500 V,
25uUF y 200 Ohm. Seguidamente, se agregd 1 ml de medio YPD y se incubo la
suspension a 30°C en agitacion durante una hora. Las células se centrifugaron a 4000
rpm durante 5 minutos, se resuspendieron en 100 pl de solucion fisiologica y se
sembraron en placas de Petri conteniendo medio de seleccion SD-trp agar 1,5%. Las
placas se incubaron durante 3 dias a 30°C. Ademas, se transformé un cultivo de S.
cerevisiae BJ3505 con el vector YEpFLAG-1 vacio para usar como control negativo de
expresion y actividad.
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3.3.3. Confirmacién de clones por PCR de colonia

El clonado por recombinacion se confirmo, en primera instancia, mediante PCR
de colonia (Tabla 5) empleando los cebadores de clonado (descritos en Tabla 2). Se
tomaron colonias de la placa de transformacion y se resuspendieron en 0,2 ml de PBS
con el agregado de 4 pl de NaOH 20mM. Las muestras se desnaturalizaron por
incubacion durante 10 minutos a 95°C y posteriormente 5 minutos a 20°C. Por ultimo,
se clarificaron mediante centrifugacion durante 5 minutos a 6000 rpm y se agregaron 4
ul del sobrenadante a la mezcla de reaccion de PCR (Tabla 5). El perfil de ciclado se
muestra en la Tabla 6. Como control negativo se utilizé agua bidestilada en reemplazo
del ADN molde. La reaccion de amplificacion se evalud por electroforesis en gel de
agarosa al 2,5%.

Tabla 5. Reactivos y concentracidn para reaccion de PCR de colonia.

Reactivos Volumen agregado Concentracion final
Buffer de reaccion 10x 2l 1x
MgCl (25 mM) 2ul 2,5 mM
dNTPs (2,5 mM cl/u) 1wl 0,25 mM
Oligonucleotidos (10 uM) 0.6 pl c/u 0,3 uM
Taq Polimerasa (5 U/ul) 0,3 pl 15U
ADN 2 ul -
H20mq Completar hasta 20 pl N/A
Tabla 6. Perfil de ciclado para la reaccion de PCR de colonia.
N° de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 95 120
35 95 30
72 60
1 72 300

3.3.4. Secuenciacion de la construccion
La identidad de la construccion EntA-YEpFLAG-1 se verificO mediante
secuenciacion del ADN por electroforesis capilar. La preparacion del ADN plasmidico
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se llevo a cabo en dos etapas con el fin de obtener la cantidad y calidad requerida para el
andlisis. En primer lugar, se realizd una extraccion de ADN plasmidico desde los clones
de S. cerevisiae que resultaron positivos en la PCR de colonia. Posteriormente, se
transformé la cepa de E. coli DH5a con el plasmido obtenido y se purificé nuevamente.

3.3.4.1. Minipreparacion desde S. cerevisiae: Los clones positivos de
S. cerevisiae identificados por PCR de colonia se cultivaron en 1,5 ml de medio
selectivo SD-trp a 30°C durante toda la noche en agitacion a 250 rpm. Seguidamente, se
agregaron 3,5 ml de medio fresco SD-trp y se cultivaron durante 24 horas.

Para la minipreparacién de ADN plasmidico se empled un kit comercial (ADN
PuriPrep-P, INBIO HIGHWAY), con una adaptacion en la etapa de ruptura celular.
Junto con la solucion de lisis se incorporaron 100 pl de bolas de vidrio de 500 um de
didmetro previamente tratadas en HCI durante 16 horas. Las muestras se sometieron a
agitacion en vortex durante 30 segundos en tres etapas alternando con incubaciones en
hielo. Luego, se continud con el protocolo del kit comercial segin instrucciones del
fabricante.

3.3.4.2. Transformacion quimica de E. coli: Con el ADN plasmidico obtenido en
el paso anterior se transformaron células de E. coli DH5a. Se realiz6 un cultivo en
suspension de estas células a partir de una colonia aislada en medio LB a 37°C con
agitacion de 180 rpm. Se inoculd 1 ml de medio LB en una proporcién de 1/100 y se
incubaron en las mismas condiciones hasta una DOsso= 0,5-0,6. Las células se
colocaron en hielo durante 5 minutos y se centrifugaron a 5000 rpm a 4°C por el mismo
tiempo. Se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 pL de
Solucion transformadora I. La suspension se incubd en hielo durante 5 minutos, se
centrifugd por 5 minutos a 5000 rpm a 4°C, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 500 pL de Solucién transformadora II. Se repitid la
incubacion en hielo durante 20 minutos seguida del paso de centrifugacion. El pellet
celular se resuspendié en 100 pL de Solucion Transformadora I y se agregd 1 pL del
plasmido. Se incubd en hielo durante 30 minutos y luego a 42 °C durante 45 segundos.
Se afiadio 1 ml de medio SOC y se incubd a 37 °C durante 1 hora con agitacion.
Finalmente se centrifugd el cultivo a 5000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se descartd 1 ml del sobrenadante y se resuspendié en los 100 pL restantes.
Las células se sembraron en placas de Petri que contenian LB agar 1,5%, suplementadas
con 0,1 mg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C.

3.3.4.3. Minipreparacion desde E. coli y secuenciacion: Se cultivaron colonias
aisladas de E. coli DH5a transformadas con la construccion EntA-YEpFLAG-1 en 10
ml de medio LB en presencia de ampicilina a 37°C durante toda la noche. El cultivo se
centrifugd a 6000 rpm durante 5 minutos y se retird el sobrenadante. EI ADN
plasmidico se purifico a partir del pellet celular utilizando un kit comercial disponible
(ADN PuriPrep-P, INBIO HIGHWAY) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El ADN recuperado se almacend a -20°C. Las muestras se analizaron en la Unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia CICVyA de INTA por secuenciacion del ADN
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por electroforesis capilar en el secuenciador ABI 3500 (Applied Biosystems) con la
quimica BigDye Terminator (Applied Biosystems), utilizando los oligonucleotidos
EntA Fw y EntA Rv (Tabla 2).

3.4. Obtencién de Enterocina A recombinante

Para la obtencidon de EntA recombinante se trabajo con la construccion EntA-
YEpPFLAG-1 obtenida en 3.2 y con el clon EntA-TRX-YEpFLAG-1 disponible en el
laboratorio.

3.4.1. Expresion en cultivos en suspension de S. cerevisiae

Se evalu6 la expresion recombinante de las proteinas en cultivos en suspension
en dos medios suplementados con 1,5% de glucosa y 3% de glicerol: YPHSM y SD-trp,
a distintos tiempos durante un periodo de 7 dias.

Para ello, los clones de S. cerevisiae portando las construcciones de interés se
cultivaron en estria en SD-trp agar 1,5% a 30°C durante 72 horas. Luego, se tomd una
colonia aislada de cada clon y se cultivé en 5 ml de caldo SD-trp a 30°C durante 72
horas con una agitacién de 250 rpm, hasta llegar a una DOsoonm= 9,50. A continuacion,
el cultivo se utilizé para inocular 25 ml de los medios de induccién hasta llegar a una
DOsoonm inicial=0,1 y se incubaron a 30°C en agitacion de 4 a 7 dias. Diariamente, se
tomaron muestras de los cultivos, los cuales se centrifugaron a 4500 rpm durante 15
minutos, obteniendo las fracciones pellet y sobrenadante. El pellet celular se
resuspendio en PBS. Las muestras se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

Se empleé como control negativo la cepa transformada con el plasmido cerrado
sin inserto.

3.4.2. Analisis de las proteinas recombinantes

3.4.2.1. SDS-PAGE: La presencia de las proteinas de interés en las fracciones de
pellet y sobrenadante obtenidas en 3.4.1 se evalu6 mediante electroforesis en geles de
acrilamida-bisacrilamida (16%) en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se
trataron con un volumen de buffer de muestra para SDS-PAGE 4X. Se incubaron en
bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos y luego se sembraron 15 pl de cada una en
el gel aplicando una diferencia de potencial de 150 V. Se utilizo el marcador de peso
molecular BLUItra Prestained Protein Ladder.

La fijacion y tincion de geles se realizd por inmersién en solucion de azul de
Coomasie G-250 y luego se decolor6 con Soluciones Decolorantes | y 11.

3.4.2.2. Western Blot: Las muestras se sometieron a electroforesis en las
condiciones indicadas y luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a un voltaje
constante de 100 V en Solucion de Transferencia durante una hora.

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se sometieron a dos lavados
con PBS-Tween 20 0,05% y uno con PBS durante cinco minutos cada uno. Para evitar
uniones inespecificas, luego fueron bloqueadas con leche de cabra 5% m/v en PBS
durante 45 minutos.
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Posteriormente se incubaron en agitacion durante una hora con el anticuerpo
monoclonal anti-His tag (Invitrogen) en una dilucion 1/2000 en PBS con leche de cabra
1% m/v. Se realizaron los lavados mencionados anteriormente y luego las membranas
se incubaron en agitacion durante una hora con el anticuerpo secundario, anti-lgG de
raton conjugado con peroxidasa (Jackson), diluido 1/2000 en PBS con leche de cabra
1%. La membrana se lavo nuevamente y finalmente la reaccién se reveld utilizando
Sustrato Cromogénico DAB-H,0..

3.4.3. Purificacion de las proteinas recombinantes

Se colocaron 50 pulL de esferas magnéticas (Dynabeads™ His-Tag Isolation &
Pulldown, Invitrogen) en un tubo de microcentrifuga. Se coloco el tubo en un iman
durante dos minutos y se descarto el sobrenadante. Se agregd 700 uL de sobrenadantes
(48, 73 y 96 hs) con las proteinas recombinantes (EntA y EntA-TRX) obtenidos en el
3.4.1, y se incub6 durante 15 min en agitacion a temperatura ambiente. Se emple6
ademas el sobrenadante del cultivo de Saccharomyces transformada con YEpFLAG-1
vacio como control. Se coloc6 el tubo en un iman durante dos minutos y se descarto el
sobrenadante. Se realizaron lavados resuspendiendo las esferas magnéticas en 300 puL
de solucion BL1, colocando el tubo en un iman durante dos minutos y descartando el
sobrenadante, cuatro veces. Luego se agregaron 100 puL de solucion BL3 y se incubd
durante 5 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Se colocé el tubo en un iman
durante dos minutos y se recuperd el sobrenadante, donde deberian encontrarse las
proteinas purificadas.

3.5. Ensayos de actividad antimicrobiana

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
recombinantes se evaluaron dos metodologias en placas de cultivo agarizadas. La
primera, ensayo en estria, consiste en un co-cultivo de clones de S. cerevisiae
productores de las bacteriocinas con cepas indicadoras, seguido de la evaluacion de
zonas de inhibicion.

El segundo protocolo, la técnica de difusion en agar, se basa en la inhibicion del
crecimiento de cepas indicadoras alrededor de pocillos que contienen soluciones con la
bacteriocina de interés.

Como cepas indicadoras de actividad antimicrobiana se emplearon S. aureus
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 y L. innocua ATCC-33090 (todas
pertenecientes al cepario del IdICaL).

3.5.1. Ensayo en estria

Se realiz6 una siembra en estria de los clones de S. cerevisiae productores de
EntA y EntA-TRX en medio YPHSM agar suplementado con 3% de glicerol y 1,5% de
glucosa o con 4,5% de glicerol. Se incubaron a 30°C durante 24, 48 y 72 hs.
Transcurrido cada periodo de tiempo, 15 ml de medio Mueller Hinton agar 1%,
previamente inoculado con 100 ul (1x10” UFC/ml) de cultivos de las cepas indicadoras,
se vertié sobre las placas y se incubd nuevamente por 16 hs a 30°C. Como control
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negativo de actividad se utilizé un clon de S. cerevisiae transformado con el vector
YEpFLAG-1 vacio. Se observo la presencia de zonas de inhibicion alrededor de la estria
de cada clon.

3.5.2. Ensayo de difusion en agar

Se realizo6 un cultivo de L. innocua ATCC 33090, E. feacalis ATCC 29212 y S.
aureus ATCC 29213 en Tripteina Soya (TS) a 37°C en agitacion a 200 rpm, hasta
obtener una DOssonm = 0,4. Luego, se efectud una dilucion de cada cultivo en solucion
fisiologica, hasta llegar a una concentracion final de 1x10’ UFC/ml. Cuarenta pL de esta
dilucion se utilizaron para inocular 15 ml de medio Mller Hinton agar 1,5%, el cual se
vertié en placas de Petri. Sobre el agar se realizaron pocillos de aproximadamente 5 mm
de didmetro, en donde se colocaron 25 puL de los sobrenadantes de cultivos celulares
productores de las bacteriocinas recombinantes antes (3.4.1) y después del paso de
concentracion por beads (3.4.3). Se utilizé el sobrenadante del cultivo de la cepa de S.
cerevisiae transformada con el vector YEpFLAG-1 vacio como control negativo. Se
evalud la presencia de zonas de inhibicion luego de la incubacion por 24 h a 37 °C.
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3.6. Soluciones y medios de cultivo

- Soluciones

PBS

TAE

Solucién fisioldgica

NaCl

KCI
NaxHPO4
KH2PO4

pH

Tris-acetato pH 8

EDTA

NaCl

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Gel de apilamiento

Gel de separacion
16%

Tris-HCI pH 8,45

SDS

Acrilamida/bisacrilamida (49,5%,3%)
TEMED

Persulfato de amonio

Tris-HCI pH 8,45
SDS

Acrilamida/Bisacrilamida (49,5%,3%)

137 mM
2,7 mM
10 mM

1,8 mM

7.4

40 mM

1mM

0,9% (p/v)

0,75M

0,075 % (p/v)
4% (p/v)
0,1% (v/v)

0,1% (p/v)

1M

0,1% (p/v)

16,5% (p/v)
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Buffer de muestra 4X

Buffer de corrida
(catodo) pH 8,25

Buffer de corrida
(dnodo)pH 8,9

Glicerol
TEMED

Persulfato de amonio

Tris-HCI pH 6,8
Glicerol

SDS
B-mercaptoetanol

Azul de bromofenol

Tris

Tricina

SDS

Tris-HCI

Tincion con azul de Coomasie

Solucién colorante

Solucion decolorante 1

Azul de Coomasie G-250

Acido acético
Etanol absoluto

Agua destilada

Acido acético

10% (v/v)
0,1% (v/v)

0,1% (p/v)

200 mM
20 % (v/v)
8 % (p/v)
4 % (vIv)

0,04 % (p/v)

SDS

0,1M

0,1 % (p/v)

0,1M

0,125 % (p/v)
10 % (v/v)
45 % (viv)

45 % (viv)

Agua destilada
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Solucién decolorante 2

Etanol absoluto

Agua destilada

Acido acético
Etanol absoluto

Agua destilada

Electroforesis en geles de agarosa

Buffer muestra 6X

Western Blot

Buffer de transferencia

PBS-Tween

Sustrato cromogénico

Azul de Bromofenol

Glicerol

Tris base
Glicina

Etanol

Tween
NaCl
KCI
NazHPO4
KH2PO4

pH

H20- vol

45 % (vIv)

45 % (vIv)

10 % (v/iv)
10 % (viv)

80 % (v/v)

0,25 % (p/v)

30 % (v/v)

0,3 % (p/v)
1,88 % (p/v)

20 % (v/V)

0,03% (v/v)
137 mM
2,7mM

10 mM

1,8 mM

7,4

0,1 % (viv)
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DAB
NaCl

KCI
NazHPO4
KH2PO4

pH

Transformacion quimica E. coli

Solucién
transformadora 1

Solucién
transformadora 2

Purificacién de proteinas

Buffer de resuspension
de células

BL1

Buffer Mops
KCI

pH

Buffer Mops
KCI
CaCl;

pH

Na;HPO4 pH 8

NaCl

Na;HPO4 pH 8
NaCl

Imidazol

0,05 % (p/v)
137 mM

2,7 mM

10 mM

1,8 mM

7,4

0,223 % (p/v)
0,074 % (p/v)
7 (ajustar con
NaOH)

2,23 % (p/v)
0,074 % (p/v)
0,55% (p/v)

6,5

50 mM

300 mM

50 mM
300 mM

20 mM
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BL2

BL2

- Medios de cultivo

Medio LB

LB-Agar

Medio SOC

NaxHPO4 pH 8
NaCl

Imidazol

NaxHPO4 pH 8
NaCl

Imidazol

Peptona
Extracto de levadura
NaCl

pH

Medio LB

Agar-agar

Peptona

Extracto de levadura
NaCl

KCI

MgCl.6H20
MgSO47H20
Glucosa

pH

50 mM
300 mM

20 mM

50 mM
300 mM

250 mM

1% (p/v)
0,5% (p/v)
1% (p/v)

7,5

2% (p/v)

2% (p/v)
0,5% (p/v)
0,058% (p/v)
0,0186% (p/v)
0,2031% (p/v)
0,2456% (p/v)
0,36% (p/v)

7
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Medio Miller-Hinton

(MH) agar

Medio YPD

Medio YPD-Agar

Medio YPHSM

Medio YPHSM-Agar

Medio YPHSM 2

Infusion de carne

Peptona acida de caseina

Almidén
pH

Agar

Dextrosa
Extracto de levadura
Peptona

pH

Medio YPD

Agar-agar

Glucosa
Glicerol
Extracto de levadura

Peptona

Medio YPHSM

Agar-agar

Glicerol
Extracto de levadura

Peptona

2% (p/v)
1,75 % (p/v)
0,15% (p/v)
7,3

1% (p/v)

2 % (p/v)
1% (p/v)
2 % (p/v)

6,5

2% (p/v)

1,5 % (p/v)
3% (p/v)
1% (p/v)

8 % (p/v)

2% (p/v)

4,5% (p/v)

1% (p/v)

8 % (p/v)
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Medio YPHSM2-Agar

Medio Tripteina Soya
(TS)

Medio SD-trp

Medio SD-trp agar

Medio SD-trp
para induccion

Medio YPHSM2

Agar-agar

Tripteina

Peptona de Soya
NaCl

Fosfato dipotasico
Glucosa

pH

Drop out -trp
YNB

Glucosa

Medio SD-trp

Agar-agar

Drop out -trp
YNB
Glucosa

Glicerol

2% (p/v)

1,7% (p/v)
0,3% (p/v)
0,5% (p/v)
0,25% (p/v)
0,25% (p/v)

7,3

1,97 g/L
6,7 g/L

2% (p/v)

2% (p/v)

1,97 g/L
6,7 g/L
1,5% (p/v)

3% (p/v)
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4. Resultados v Discusion

4.1. Obtencion y evaluacion de EntA

4.1.1. Clonado de las secuencias codificantes

La secuencia codificante del gen de EntA (162 pb) se obtuvo mediante sintesis
quimica, con optimizacion de codones para expresion en S. cerevisiae. La optimizacion
de codones constituye una estrategia fundamental para maximizar la expresion de genes
heter6logos, ya que diferentes organismos presentan preferencias especificas en el uso
de codones sindnimos que pueden afectar significativamente los niveles de expresion
proteica. La optimizacién de codones regula precisamente los niveles de expresion
proteica mediante el control de la estabilidad del ARNm y la eficiencia traduccional
(Presnyak et al., 2015).

A partir de la secuencia de EntA sintética se realiz6 una amplificacion por PCR
para la incorporacion de los sitios necesarios para el posterior clonado por
recombinacion homdloga. La Figura 2 muestra la obtencion de un amplicon compatible
con el tamafo esperado (222 pb).

Figura 2: Amplificacion de la secuencia EntA. Electroforesis en gel de agarosa al
2,5% de los productos de PCR. Calles: (1) control negativo; (2) y (3) clones; (M)
marcador de tamafio de fragmento (50 pb ladder, PB-L Productos Bio-Légicos®).

El fragmento obtenido se clon6 en el vector YEpFLAG-1 mediante
recombinacion homologa en S. cerevisiae. El clonado se confirmd, en primera instancia,
mediante la evaluacion por PCR de 5 colonias transformantes. La reaccion de
amplificacion se evalu6é por electroforesis en gel de agarosa al 2,5%. La Figura 3
muestra que las colonias 2 a 5, amplificaron fragmentos de tamafo esperado (222 pb).
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Figura 3: Confirmacién del clonado del fragmento. Electroforesis en gel de agarosa
al 2,5%. Calles: (1) blanco de reaccion; (2-6) clones; (M) marcador de tamafio de
fragmento (50 pb ladder, PB-L Productos Bio-L6gicos®); (7) control positivo.

La recombinacién homologa representa una de las principales ventajas del
sistema de S. cerevisiae para el clonado molecular, ya que permite la construccion de
vectores recombinantes in vivo, evitando pasos de restriccion y ligacion in vitro. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo, donde el 80% de las colonias evaluadas
presentaron el inserto correcto, coinciden con la alta eficiencia de clonado reportada
para este método (Jozka et al., 2014).

Posteriormente, las colonias 2 y 3 se seleccionaron para una segunda
confirmacion, esta vez mediante secuenciacion. Ambas colonias resultaron ser positivas,
es decir, se confirmaron como portadoras de la construccién EntA-YEpFLAG-1. De
ellas, se selecciond a la colonia 2 confirmada como positiva para seguir trabajando.

4.2. Expresion de EntAy EntA-TRX en S. cerevisiae

Tal como se describi6 en el apartado anterior, en una primera instancia de este
trabajo se disefio la construccién EntA-YEpFLAG-1, que permite la expresion de EntA
con una etiqueta de histidina C-terminal. En trabajos previos de nuestro grupo se obtuvo
ademas la construccion EntA-TRX-YEpFLAG-1, la cual permite la expresion de EntA
como proteina de fusion a tiorredoxina (TRX) (Rivarosa et al., 2021). Sin embargo, su
expresion en S. cerevisiae no habia sido aun evaluada. Por esto, sumado a que EntA es
un péptido de bajo peso molecular, y que experiencias previas en nuestro laboratorio
mostraron mayores rendimientos en la expresion de bacteriocinas cuando se expresaron
como proteina de fusion (Grazziotto, 2016), en este trabajo se decidié evaluar la
expresion de EntA utilizando ambas construcciones.
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4.2.1. Evaluacion de medios de cultivos de induccion

Para la puesta a punto de la expresion de las bacteriocinas, en una primera
instancia se evalud el crecimiento de S. cerevisiae en dos medios de cultivo diferentes:
YPHSM y un medio de seleccion adaptado para la induccion, SD-trp. El objetivo de
esta etapa fue comparar el crecimiento y la produccion de bacteriocinas en condiciones
con presion selectiva del plasmido frente a un medio sin capacidad de seleccion.

Ademas, ambos medios se suplementaron con 3% glicerol y 1,5% glucosa como
fuentes de carbono. EI promotor inducible ADH2 del vector YEpFLAG-1, derivado del
gen que codifica la enzima alcohol deshidrogenasa 2, se encuentra fuertemente
reprimido en presencia de glucosa y se activa ante su agotamiento en presencia de
etanol o glicerol como fuentes de carbono no fermentables (Michael Lee et al., 2005).
La combinacion de 1,5% de glucosa y 3% de glicerol favorece un crecimiento inicial
vigoroso mientras que, la presencia simultanea de glicerol (3%) asegura que, una vez
consumida la glucosa, el promotor ADH2 se active para la expresion de las proteinas
recombinantes.

Se utilizé6 un clon portando la construccion EntA-TRX-YEpFLAG-1 como
modelo. Para ello, las células se cultivaron durante 7 dias; diariamente se tomaron
muestras de estos cultivos y se midié la densidad éptica a 600 nm como monitoreo del
crecimiento celular. La Figura 4 muestra que las curvas de crecimiento de S. cerevisiae
resultaron similares para ambos medios de cultivo, alcanzando DO de saturacion hacia
las 120 hs de cultivo aproximadamente.
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Figura 4: Curvas de crecimiento de S. cerevisiae EntA-TRX en los medios de cultivo
YPHSM y SD-trp.

Se evalud la presencia de EntA-TRX en pellet celular y sobrenadante mediante
Western blot. La Figura 5 muestra la presencia de bandas compatibles con EntA-TRX
(18,4 KDa) en pellets celulares obtenidos en el medio YPHSM, a las 48 y 72 h de
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cultivo. Ademas, se observaron bandas de mayor tamario (~27,4 KDa) correspondientes
a la fusion con el péptido senal sin procesar (Factor a-EntA-TRX). No se observaron
bandas compatibles con EntA-TRX en muestras de sobrenadante con el medio YPHSM,
ni en pellet o sobrenadante en el medio SD-trp.

48 h 72h 120 h

SD-TRP  YPHSM SD-TRP  YPHSM M  SD-TRP YPHSM KDa

80
62

50

Figura 5: Evaluacion de la expresion de EntA-TRX en SD-trp e YPHSM en pellet
celular mediante Western blot. Las flechas corresponden a la fusion EntA-TRX antes y
después del procesamiento del péptido sefial. M: marcador BLUItra Prestained Protein

Ladder.

La eleccion del medio de cultivo es relevante para la expresion de proteinas
recombinantes, ya que influye en el crecimiento celular y los niveles de produccion de
la proteina de interés. Los resultados de crecimiento de EntA-TRX en los medios
complejos (YPHSM) y minimos (SD-trp) fueron similares, lo que indica que no hubo
diferencias en la capacidad de los medios para sostener la proliferacion celular en el
periodo evaluado.

Sin embargo, al analizar la expresion de EntA-TRX mediante Western blot, se
detectaron bandas compatibles con la proteina de fusion Unicamente en el pellet celular
en los cultivos en medio YPHSM a las 48 y 72 horas. Esto sugiere que, a pesar de
permitir un crecimiento celular comparable, el medio minimo SD-trp no fue adecuado
para la expresion de la bacteriocina bajo las condiciones estudiadas.

Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente para el promotor
ADH2, el cual es funcional en medios sintéticos definidos, aunque se alcanzan mayores
niveles de expresion en medios de crecimiento complejos como YPD (Michael Lee et
al. 2005). Por su parte, el medio YPHSM, si bien no es selectivo, mantiene un 80% de
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estabilidad del plasmido YEpFLAG-1 por 96 h (Alvarez-Cao et al., 2019), lo que
favorece la expresion de proteinas en cultivos de varios dias.

A partir de los resultados de esta evaluacion, se selecciond el medio YPHSM
para continuar con la expresion de bacteriocinas.

4.2.2 Expresion EntA y EntA-TRX en medio YPHSM

Se evalud la expresion de EntA-TRX y de EntA en medio liqguido YPHSM
(1,5% glucosa, 3% glicerol). La presencia de EntA y EntA-TRX en sobrenadante y
pellet celular obtenidos a diferentes tiempos de cultivo se evalu6 mediante las técnicas
de SDS-PAGE y Western blot, con anticuerpos anti His-tag. Un clon de S. cerevisiae
transformado con el vector YEpFLAG-1 vacio fue empleado como control negativo de
expresion.

La Figura 6A muestra los resultados de la expresion en pellet de las proteinas
EntA y EntA-TRX. Para el caso de EntA-TRX, se observan bandas compatibles con el
tamafo de peso esperado (18,4 KDa) a las 48, 72 y 96 h de cultivo, las cuales fueron
confirmadas mediante Western blot (Figura 6B). La deteccion de bandas de mayor
tamarfio correspondientes al péptido sefial sin procesar (Factor a-EntA-TRX) en el pellet
de YPHSM, indica que el sistema de secrecion puede haber tenido limitaciones en el
procesamiento y liberacion completa de la proteina al medio extracelular.

Con respecto a EntA, no se observaron bandas compatibles con el peso esperado
en ninguna de las muestras de pellet evaluadas por SDS-PAGE y Western blot (Figura
6).

EntA EntA-TRX EntA EntA-TRX
24h 48h 72h  9%h p,

24h 48h 72h 96h M 24h 48h 72h 9h

A B
Figura 6: Expresion citoplasmatica (pellet) de las proteinas EntA y EntA-TRX en
medio YPHSM. A) Evaluacion de la presencia de EntA y EntA-TRX mediante SDS-
PAGE en pellet celular. B) Confirmacion de identidad de las proteinas mediante
Western blot. (-): colonia de S. cerevisiae transformada con el vector YEp-FLAG-1
vacio; M: BLUItra Prestained Protein Ladder.

Con respecto a la expresion extracelular de las proteinas, si bien no logrd
detectarse mediante SDS-PAGE, se observo la presencia de EntA-TRX a las 48, 72 'y 96
h de cultivo mediante una técnica méas sensible como Western blot (Figura 7). No se
observaron bandas compatibles con EntA en los tiempos evaluados.
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EntA EntA-TRX
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 9%h + M KDa
[ .

Figura 7: Expresion en sobrenadantes de EntA y EntA-TRX en medio YPHSM
mediante Western blot. Se utilizé como control positivo (+) una proteina con etiqueta de
histidinas disponible en el laboratorio y como marcador (M) marcador BLUltra
Prestained Protein Ladder.

Los péptidos antimicrobianos suelen tener un alto contenido en aminoacidos
basicos, lo que los hace susceptibles a la degradacion proteolitica. La expresion de
péptidos antimicrobianos como proteinas de fusion se ha propuesto como una estrategia
para proteger a las células de la toxicidad y proteger a los péptidos de la protedlisis
(Parachin et al., 2012). En el presente trabajo, la degradacién proteolitica podria ser una
de las causas de los niveles indetectables de EntA, en comparacion con EntA-TRX.
Ademas, los bajos o nulos niveles de proteinas detectados en sobrenadante podrian
atribuirse a que la expresion extracelular implica una dilucion de las proteinas
secretadas en el medio, lo que dificulta la detecciébn cuando no se alcanzan
concentraciones elevadas.

4.3. Actividad antimicrobiana de las bacteriocinas EntA y EntA-TRX

Con el objetivo de determinar el potencial antimicrobiano de las bacteriocinas,
se emplearon dos metodologias experimentales: el ensayo de actividad en estria y el
ensayo de difusion en agar.

4.3.1. Ensayos de actividad antimicrobiana en estria

Dado que los cultivos en suspension presentaron bajos niveles de expresiéon de
ambas bacteriocinas, se propuso un protocolo basado en la induccién y co-cultivo con
cepas indicadoras en medio agarizado. Esta técnica indica la presencia indirecta de la
bacteriocina, mediante la deteccion de su actividad antimicrobiana a través de la
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inhibicidn del crecimiento de cepas indicadoras. Para optimizar el procedimiento, se
evaluaron distintas fuentes de carbono en el medio de induccion.

Se realizd la siembra en estria de los clones de S. cerevisiae portando las
construcciones EntA-YEpFLAG-1 y EntA-TRX-YEpFLAG-1 en medios YPHSM agar
suplementados con glicerol 4,5% o glucosa 1,5% + glicerol 3%. Para evaluar diferentes
tiempos de expresion, se incubaron las placas a 24, 48 y 72 hs a 30°C.

El uso de glicerol como fuente de carbono se basa en las caracteristicas del
promotor ADH2 presente en el vector YEpFLAG-1. Como mencionamos previamente,
este promotor es reprimido por glucosa y se induce en presencia de etanol o glicerol. La
condicion glucosa 1,5% + glicerol 3%, permite un crecimiento celular inicial robusto vy,
posteriormente, la activacion del promotor ADH2 en presencia de glicerol. Por otro
lado, el uso de glicerol como Unica fuente de carbono proporciona las condiciones de
desrepresion necesarias para maximizar la expresion de las bacteriocinas, pero a
expensas de un menor crecimiento celular (Price, 1997).

Sobre las estrias se cultivaron las cepas indicadoras S. aureus ATCC 29213, E.
faecalis ATCC 29212 y L. innocua en medio Mueller-Hinton al 1%. Como control
negativo de actividad antimicrobiana, se utilizd un clon de S. cerevisiae transformado
con el vector YEpFLAG-1 vacio.

En ninguna de las condiciones evaluadas (medios de cultivo, tiempos de
incubacion) se observaron zonas de inhibicion del crecimiento de las cepas indicadoras
analizadas. En la Figura 8 se presentan imagenes representativas del ensayo para cada
cepa estudiada.

E. faecallis S. aureus L. innocua

Figura 8. Imagenes representativas de los ensayos de actividad antimicrobiana en
estria. Se estudiaron las cepas A) E. faecalis ATCC 29212; B) S. aureus ATCC 29213;
C) L. innocua ATCC 33090. Se co-cultivaron en estria clones de S. cerevisiae
productores de EntA (mitad superior) y EntA-TRX (mitad inferior) y las cepas
indicadoras.

En el caso de EntA, este resultado podria atribuirse principalmente a los bajos
niveles de expresion, en concordancia con lo observado en los ensayos de induccion,
donde no se detectaron sefiales compatibles con esta proteina. En un trabajo previo en el
que se utilizd un sistema de expresion heterdloga en S. cerevisiae con un vector con un
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promotor constitutivo fuerte (GAPDH), se ha obtenido EntA secretada al sobrenadante
con actividad antimicrobiana detectable (Rossouw et al., 2025). De manera similar, en
Pichia pastoris se logré secretar EntA funcional bajo un promotor muy potente (AOX1)
y con codones optimizados (Hu et al., 2014). Estos antecedentes podrian reforzar la
hipotesis de que la ausencia de un efecto inhibitorio detectable en nuestros ensayos
estaria mas relacionada con limitaciones de la estrategia de expresion y secrecion
empleada que con una falta de actividad intrinseca de la bacteriocina.

En el caso de EntA-TRX, si bien en los experimentos de induccion se confirmo
su expresion, la fusion con TRX podria haber afectado la conformacion y, en
consecuencia, la capacidad antimicrobiana de la bacteriocina. Este resultado coincide
con lo reportado previamente en nuestro grupo, donde EntA-TRX producida en E. coli
tampoco mostr6 inhibicion significativa sobre cepas de S. aureus utilizadas como
indicadoras (Grazziotto, 2016).

4.3.2. Ensayos de actividad antimicrobiana por difusion en agar

En los ensayos de difusion en agar se evaluaron los sobrenadantes de cultivos
productores de EntA y EntA-TRX a las 96 h de induccion (4.2.1), tanto en su forma
cruda como luego de un paso de concentracion mediante beads magnéticas (no
mostrado). Dado que en los experimentos de induccion previos se observaron niveles
muy bajos de expresion en el sobrenadante, o nulos en el caso de EntA, se incluyd esta
estrategia de concentracion con el objetivo de aumentar las chances de evidenciar
actividad biolégica. Como control negativo de actividad, se utilizé el sobrenadante de S.
cerevisiae transformada con el vector YEpFLAG-1 vacio, mientras que como control
positivo se empled Nisina comercial.

No se observaron halos de inhibicién de las cepas indicadoras L. innocua, E.
feacalis y S. aureus en las muestras analizadas (Figura 9). Este resultado concuerda con
lo previamente discutido: en el caso de EntA, la ausencia de actividad podria
relacionarse con los bajos niveles de expresion alcanzados; mientras que en EntA-TRX,
la fusion con TRX probablemente interfiere en la funcionalidad de la bacteriocina. Cabe
sefialar que en este experimento el control positivo con Nisina tampoco produjo halos
de inhibicion, por lo que la validez del ensayo queda limitada. Debido a las restricciones
impuestas por la pandemia de COVID-19 (ASPQO) mientras se ejecutaba este proyecto,
no fue posible repetir este experimento para confirmar los resultados.
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L. innocua E. faecallis S. aureus 29213

A B C

Figura 9. Evaluacion de actividad antimicrobiana por difusién en agar. Se evaluaron las
cepas (A) L. innocua ATCC 33090, (B) E. faecalis ATCC 29212y C) S. aureus ATCC
29213.Sobrenadantes concentrados purificados con beads: (1) YEp-FLAG-1; (2) EntA,;
(3) EntA-TRX. Sobrenadantes sin concentrar: (4) YEp-FLAG-1; (5) EntA; (6) EntA-
TRX. (7-9) flow through EntA-TRX; (10-11): Nisina.
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5. Conclusiones

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se disefid y sintetizO la secuencia de la Enterocina A optimizada para su
expresion en S. cerevisiae con fusion a una etiqueta de histidina para facilitar su
purificacion e identificacion.

Se obtuvieron clones de S. cerevisiae positivos para la construccion EntA-
YEpPFLAG-1.

Se logro expresar la proteina fusion EntA-TRX en niveles detectables dentro del
pellet de cultivos de S. cerevisiae y su sobrenadante en el medio complejo
YPHSM, pero no asi para en caso de EntA.

No se observo actividad antimicrobiana in vitro de EntA y EntA-TRX frente a
las cepas indicadoras evaluadas.

Se requieren ensayos adicionales para mejorar la estrategia de expresion y
purificacion de las bacteriocinas, para poder evaluar mas fehacientemente el
efecto antimicrobiano de las mismas.

Se incorpord la metodologia de clonado por recombinacion homdloga en S.
cerevisiae, la cual, mas alla de los objetivos especificos de este trabajo, podra ser
aplicada en nuestro laboratorio en la produccion de otras moléculas
recombinantes, destinadas a diversas finalidades.
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