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Identificacion de péptidos antimicrobianos a partir de
Enterococcus faecium IP5-2a aislado del intestino de tilapia
mediante espectrometria de masas

Identification of antimicrobial peptides from Enterococcus faecium IP5-2a isolated
from tilapia gut using mass spectrometry

Arnaldo E. Castafieda'?3*, Manuel Feria Zevallos'?*?, Adrian E. Zatan'?*?, Odalis E.
Toledo!??, Jorge L. Aguilar!>?, Pedro Masias!, Virna Cedeiio'*, Benoit Diringer'>

RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos son moléculas pequefias que poseen una fuerte acti-
vidad antagoénica frente a microorganismo patdgenos y son sintetizados por una amplia
variedad de organismos, entre ellos, bacterias probidticas. El objetivo del estudio fue
identificar péptidos con actividad antimicrobiana en la cepa Enterococcus faecium IP5-
2a previamente aislada del tracto intestinal de tilapia del Nilo. Se realiz6 extraccion de
proteinas celulares y extracelulares, electroforesis en gel SDS-PAGE 1D y espectrometria
de masas MALDI-TOF/TOF. Los resultados mostraron péptidos con actividad
antimicrobiana, entre ellos la proteina P54 (SagA), una proteina similar a bacteriocina y
un lantibidtico. Estas proteinas juegan un rol importante en la capacidad antagénica de la
cepa E. faecium 1P52a, permitiendo considerarla como un potencial probidtico en la
industria acuicola.
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Antimicrobial peptides are small molecules that exhibit strong antagonistic activity
against pathogenic microorganisms and are synthesized by a wide variety or organisms,
including probiotic bacteria. The aim of the study was to identify peptides with antimicrobial
activity in the Enterococcus faecium IP5-2a strain previously isolated from the intestinal
tract of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Cellular and extracelullar proteins extraction
was performed, followed by 1D SDS-PAGE gel electrophoresis and MALDI-TOF/TOF
mass spectrometry. The results revealed peptides with antimicrobial activity, including
P54 (SagA) protein, a bacteriocin-like protein and a lantibiotic. These proteins play an
important role in the antagonistic capacity of the E. faecium IP52a strain, allowing it to be
considered as a potential probiotic in the aquaculture industry.
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INTRODUCCION

El uso de antibioticos ha sido ttil para el
control de infecciones bacterianas en el cul-
tivo de peces; sin embargo, producen un im-
pacto negativo en la conformacion de la
microbiota y la morfologia intestinal (Shi et
al., 2022). Ademas, su uso inadecuado su-
pone un riesgo a la salud ptiblica debido a su
persistencia en productos alimenticios de ori-
gen acuicola, el cual conduce al desarrollo
de resistencia antimicrobiana y contamina-
cion ambiental (De et al., 2014; Hasan et
al., 2022).

Una de las alternativas para reducir la
dependencia al uso de antibidticos son los
probiodticos, que en sumayoria son bacterias
acido-lacticas (BAL) (Zorriehzahra et al.,
2016). Los mecanismos de accion incluyen
la competencia por nutrientes, contribucion
ala digestion, la regulacion positiva de la res-
puesta inmunologica del huésped y la exclu-
sion competitiva (El-Saadony et al., 2021).
Esta ultima hace referencia a la produccion
de péptidos antimicrobianos (AMPs) capa-
ces de hacer frente a otras bacterias mante-
niendo una microbiota balanceada (Oulas et
al., 2021).

El género Enterococcus forma parte
del grupo de las BAL y contiene 36 especies.
Ademas, forma parte de la microbiota
gastrointestinal de animales y algunas de es-
tas son capaces de producir AMPs, motivo
por el cual son ampliamente utilizados en la
actividad acuicola (Ness et al., 2014; Cui et
al., 2017). Los AMPs actiian sobre la mem-
brana celular, generando su disrupcion y pos-
terior lisis, pudiendo ademas ingresar a la cé-
lula y unirse a los acidos nucleicos y protei-
nas cruciales para el correcto funcionamien-
to celular (Benfield y Henriques, 2020).

Para la identificacion de los AMPs se
utilizan diversas técnicas, entre ellas, la
espectrometria de masas (MS) que se carac-
teriza por su alta rapidez y confiabilidad
(Girolamo et al., 2013). Por otro lado, la téc-
nica de ionizacioén/desorcion laser asistida por
matriz con deteccion de masas por tiempo de
vuelo (MALDI-TOF) se ha utilizado para
caracterizar péptidos de diferente origen
como microalgas (Guzman et al., 2019),
mucus de peces (Okella et al., 2021) y bac-
terias potencialmente probioticas (Feria
Zevallos et al., 2019). Ante esto, el presente
estudio tuvo como objetivo identificar péptidos
de interés antimicrobiano a partir de la cepa
Enterococcus faecium 1P5-2a aislada de la
microbiota de tilapia del Nilo mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF.
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MATERIALES Y METODOS

Para la extraccion de proteinas celula-
res se cultivo la cepa E. faecium 1P2a pre-
viamente aislada (Castafieda et al., 2018) en
caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) a 28 °C
durante 24 h. Se centrifugé a 10 000 rpm
durante 10 min, al pellet se le agrego 100 pl
de buffer de lisis (1 ml de buffer nativo, 10 ul
de lizosima y 1 pl benzonasa/nucleasa), se
sometid a ultrasonido por 5 miny se incub6 a
-20 °C durante 30 min. Finalmente se
centrifugoé a 14 000 g y se recuperd 20 ul del
sobrenadante.

Para la extraccion de proteinas extrace-
lulares, la cepa E. faecium se cultivo en cal-
do MRS, se centrifugd a 3500 rpm a 4 °C
durante 10 min, el sobrenadante fue pasado
por filtros de membrana de 0.22 pm. Poste-
riormente se agregd 10% de acido
trifluroacético (TFA) y 1 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), dejandose preci-
pitar a -20 °C por 8 h. El sobrenadante libre
de células se centrifugo a 3500 rpm a 4 °C
por 30 min, el pellet obtenido se lavd dos ve-
ces con acetona helada y se rehidrato en bu-
ffer con 5 M de urea, 2 M thiourea, 2%
CHAPS, 40 mM Tris-HCI pH 8.5, 1 mM
MgCI2, 65 mM DTT, 1 mM PMSF.

Las proteinas extraidas se migraron por
electroforesis en gel SDS-PAGE 1D (12%)
a 90 V por 2 h. Posteriormente, las bandas
de proteinas fueron coloreadas con azul de
Coomassie y observadas en un transi-
luminador de luz blanca. Luego fueron
escindidas del gel y colocadas en 100 ul de
bicarbonato de amonio 100 mM/acetonitrilo
(v:v). Los procesos de decoloracion y diges-
tidn se realizaron siguiendo el protocolo de
Shevchenko et al. (2007). Finalmente, las
muestras fueron depositadas en la placa
OPTI-TOF para su analisis por espectro-
metria de masas.

El analisis de proteinas se realizé me-

diante un espectrometro de masas MALDI
AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 (AB Sciex) y
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los espectros captados en modo MS/MS Re-
flector Positive con un Laser Nd:YAG de €a
335 nm, frecuencia 200 Hz. El analisis de
datos se realiz6 mediante el software
ProteinPilot™, basado en el algoritmo
Paragon™ 4.5.0.0 (Matrix Science, Boston,
USA)y considerando las condiciones de alqui-
lacion con yodoacetamida y la digestion con
tripsina. Los péptidos obtenidos del procesa-
miento por doble fragmentacion (MS/MS) fue-
ron analizados en funcion a sus caracteristi-
cas de longitud, porcentaje de confianza y
valor de expectacion en el software
ProteinBLAST y ProteinPilot.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del estudio muestran se-
cuencias de aminoacidos de la cepa Entero-
coccus faecium IP5-2a relacionadas con
péptidos antimicrobianos (Cuadro 1). En co-
incidencia con Choeisoongnern et al. (2021),
se mostro la capacidad de la bacteria acido-
lactica E. faecium para producir AMPs inclu-
yendo proteinas que participan en su sintesis.

Se identificaron secuencias de amino-
acidos con 99 y 100% de identidad con la
proteina SagA (P54 para E. faecium) por el
software ProteinPilot y Protein BLAST, res-
pectivamente (Cuadro 1). Asi mismo, de los
509 aminoacidos que conforman dicha pro-
teina, se identificaron 36 aminoacidos dividi-
dos en dos secuencias que representan el 7%
del total (Figura 1A). De manera similar, Roy
et al. (2015) lograron identificar el 30% de
aminoacidos de la proteina P54 mediante LC-
MS/MS en E. faecium. Por su parte, Paganelli
et al. (2015) la determinaron como la protei-
na mas abundante en el sobrenadante de E.
faecium formador biofilm. Esta proteina per-
tenece a la familia NlpC/60 y esté relaciona-
da a la pared celular de E. faecium, tiene la
capacidad de hidrolizar la pared celular, inhi-
bir la expresion de genes de virulencia de
patdgenos, modular indirectamente la micro-
biota intestinal, asi como mejorar la funcion
de barrera e inmunidad intestinal (Roy et al.,
2015; Kim et al., 2019).
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Cuadro 1. Secuencias de aminoacidos identificas por MALDI-TOF/TOF de la cepa Enterococcus
faecium 1P5-2a
Prec MW Mejor secuencia Proteina Plataforma Ide(l(l;;i ad
0
2793.38 EAQVSNTSSNYIDAVLNADSLADAIGR  Protein P54 Protein Pilot 99.0
1097.53 YVYLQVTGR Protein P54 NCBI Blast 99.0
2793.38 NATENQIFVETVSDQELEMLIGGAGR  Lantibiotic NCBI Blast 99.0
2192.24 MNLYVNMRSAWKAIKNNR ABC transporter NCBI Blast 100.0
permease
2715.16 QIHSVLSKDAYVQTHSEGDEPYR RNA-binding protein  NCBI Blast 100.0
Jag
1674.93 LNNFPSQLSGGEQQR ABC transporter, NCBI Blast 100.0
ATP-binding protein
271521 LFATTDPMMKMITNIMPAPITYR ABC transporter NCBI Blast 78.0
permease
2793.42 PETKNPEALLNRLVNYIRSVALAGR bacteriocin immunity NCBI Blast 77.0
protein
271521 VYITTTPTTAMETVVAKTEDIIYR RNase J family beta- NCBI Blast 100.0
CASP ribonuclease

1 MKKSLISAVM  VCSMTLTAVA  SPIAAAADDF  DSQIQQQDQK  IADLKNQQAD  AQSQIDALES
61 QVSEINTQAQ ~ DLLAKQDTLR  QESAQLVKDI ~ ADLQERIEKR  EDTIQKQARE  AQVSNTSSNY
121 IDAVLNADSL ADAIGRVQAM TIMVKANNDL MEQQKQDKKA VEDKKAENDA KLKELAENQA
181 ALESQKGDLL ~ SKQADLNVLK TSLAAEQATA EDKKADLNRQ KAEAEAEQAR IREQQRLAEQ
241 ARQQAAQEKA EKEAREQAEA  EAQATQASST  AQSSATEESS  ATQSSMTEES — SSATQSSATE
301 ESTTPESSTE  ESTAPESSAT EESTTAPESS ~ ATEESTTVPE  SSATEESTIV  PESSATEEST
361 TAPESSATEE  STTAPESSAT  EESTTVPESS  ATEESTTVPE  SSTTEESTIP  APTTPSTDQS
421 VDIGNGTGSS ~ TPAPTPTPTP  EQPKPVIPAP  APSGSVNGAA  IVAEAYKYIG — TPYVWGGKDP
181 SGFDCSGFTR YVYLQVTGRD IGGWTVPQES AGTKISVSQA KAGDLLFWGS QGGTYHVAIA

541 LGGGQYIHAP QPGESVKVGS VQWFAPDFAV SM

[2]

Figura 1. Analisis bioinformatico de secuencias de aminoacidos identificadas. A: Secuencias
identificadas (en rojo) que hacen «match» con la secuencia de aminoacidos de la
proteina P54; B: estructura tridimensional del dominio hidrolasa de peptidoglucano de
la proteina SagA (P54) (morado) y en amarillo la region de residuos de aminoacidos
que hacen «matchy con la secuencia de aminoacidos de la proteina SagA (P54)

Una segunda secuencia tuvo un 77%
de identidad con una proteina similar a
bacteriocina (BLPs) (Cuadro 1). Estas con-
tribuyen a la funcionalidad de los probidticos
de tres maneras, como péptidos colonizado-
res que facilitan la competicion bacteriana,
péptidos de destruccion que eliminan
patogenos de manera directa y péptidos de

sefializacion a través de otras bacterias o del
sistema inmune (Dobson et al., 2012). Ade-
mas, se identificd una tercera secuencia como
lantibidtico con una identidad del 99% (Cuadro
1). Sawa et al. (2012) aislaron y caracteriza-
ron un lantibidtico (enterocin W) con gran acti-
vidad inhibitoria producido por E. faecalis, su-
giriendo su utilidad en diferentes industrias.
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Se identifico una secuencia pertenecien-
te a RNAase J family beta-CASP ribonu-
clease con una identidad del 100%, similar a
los reportados por Sanchez et al. (2017), quie-
nes la identificaron en el sobrenadante de
BAL aisladas del sistema digestivo de lechon,
Estos autores la describieron como un péptido
con accion enzimatica frente a bacterias
patdgenas; sin embargo, Bugrysheva y Scott
(2010) la describen como una endo y exo
ribonucleasa con participacion en la degra-
dacion y regulacion del ARN mensajero
(ARNm) y como componente esencial para
el crecimiento de las bacterias.

Por lo tanto, se concluye que las secuen-
cias de aminoacidos detectadas por MALDI
TOF/TOF de la cepa Enterococcus faecium
IP5-2a son altamente homologas a proteinas
con capacidad antagonica resaltando la pro-
teina SagA (P54) y bacteriocinas, sugiriendo
su uso como potencial probiodtico en la
acuicultura.
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