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1. RESUMEN 

Introducción: La etiología de la caries dental comprende una modulación constante 

en la biopelícula microbiana, en donde diversas investigaciones han determinado el 

rol de múltiples bacterias tanto en salud oral como enfermedad. La especie 

probiótica Limosilactobacillus reuteri ha demostrado presentar actividad 

anticariogénica sin comprenderse completamente su mecanismo de acción sobre 

otros microorganismos; aunque se ha propuesto que se debe a la producción de 

bacteriocinas, péptidos de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana. 

Objetivo: Identificar la presencia y caracterizar una bacteriocina producida por L. 

reuteri ATCC 5289, determinando su actividad antibacteriana sobre 

microorganismos asociados a salud oral y enfermedad de caries. 

Materiales y métodos: Se determinó in silico la presencia de una bacteriocina en 

los genomas disponibles de L. reuteri, a través de programas de alineamiento de 

secuencias genéticas y bases de datos de bacteriocinas.  La molécula fue purificada 

y cuantificada desde el sobrenadante de cultivo de L. reuteri ATCC 5289, mediante 

RP-HPLC. Se cultivó Streptococcus mutans ATCC 25175, Lacticaseibacillus casei 

ATCC 4646 y Streptococcus sanguinis SK36 para evaluar la actividad inhibitoria del 

péptido, determinando la concentración inhibitoria media máxima (CI50) para cada 

microorganismo. Para el cálculo de CI50 se realizó un análisis de regresión 

logarítmica en el software Graphpad Prism 8.0.  

Resultados: Se detectó la presencia de una secuencia idéntica a la bacteriocina 

Plantaricina-A en los genomas de L. reuteri disponibles en las bases de datos, 

determinando su peso molecular en 2,68 kDa y punto isoeléctrico de 11,06. La 

molécula se obtuvo purificada y cuantificada. Al exponer L. casei ATCC 4646 y S. 

mutans ATCC 25175 a la bacteriocina, se obtuvo una inhibición significativa del 

crecimiento de estos microorganismos, determinando la CI50 de 0,53 ± 0,17 μg/ml y 

1,52 ± 1,0 μg/ml respectivamente. Por otra parte, en S. sanguinis SK36 no se 

evidenciaron cambios estadísticamente significativos en su crecimiento.  

Discusión: Analizando ambas especies de Streptococcus se evidenció una 

respuesta diferencial a la presencia de la bacteriocina, lo que supondría la existencia 



2 

de mecanismos adaptativos que podrían ser nicho-dependientes. La inhibición 

evidenciada en S. mutans ATCC 25175 y L. casei ATCC 4646 se condice con los 

estudios de actividad anticariogénica del probiótico L. reuteri.  

Conclusión: La actividad antibacteriana de la bacteriocina de L. reuteri ATCC 5289 

es distinta entre los microorganismos analizados, asociados a salud oral y 

enfermedad. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Microbiota y salud oral 

Durante los últimos años la investigación microbiológica ha ido actualizando 

conceptos fundamentales para entender la relación existente entre los 

microorganismos que cohabitan en el ser humano y su impacto en la salud. Uno de 

éstos es el término de microbiota, el cual hace referencia a la comunidad de 

microorganismos vivos residentes en un nicho ecológico determinado como, por 

ejemplo, el tracto digestivo o la cavidad oral (Sebastián-Domingo & Sánchez-

Sánchez, 2018). En otras palabras, es el ensamblaje microbiano procedente de 

distintos dominios (Archaea, Bacteria y Eukarya) que van a estar dentro de esta 

comunidad bacteriana (Berg et al., 2020). Por otro lado, el microbioma es el conjunto 

formado por los microorganismos, genes y sus metabolitos, lo que incluye variados 

procesos genéticos involucrados en este hábitat, lo que resulta en la formación de 

un nicho ecológico específico (Berg et al., 2020). 

La cavidad oral de los seres humanos comprende un sistema de complejas 

interacciones y relaciones entre células propias del hospedero y microorganismos 

simbióticos, tales como bacterias, y hongos (Mosaddad et al., 2019). Se ha 

considerado que posee la segunda comunidad microbiana más compleja después 

del colon (Wade, 2013). 

El desarrollo y avance de nuevas técnicas moleculares y biotecnológicas han 

permitido un mejor entendimiento de la composición y efecto de la microbiota oral, 

tanto en salud como enfermedad (Jiang et al., 2019), por lo que se ha vuelto un 

formidable blanco de estudio e investigación. Se ha determinado una gran variedad 

de microorganismos presentes en ella, estimando un mínimo de 700 especies 

distintas; con distintas ubicaciones como saliva, tejido blando (mucosa y lengua) y 

tejido duro (dientes, prótesis e implantes) (Arweiler & Netuschil, 2016; Zhang et al., 

2018). La conformación de este nicho cambia a lo largo de la vida del individuo, 

comenzando con una colonización inicial durante el nacimiento, avanzando hacia 

una composición diferente y estable en la vejez (Jiang et al., 2019; Krishnan et al., 

2017). 
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Esta comunidad bacteriana posee una importante asociación a la salud oral y 

sistémica del ser humano, pues comprende una función protectora ante la 

colonización de microorganismos exógenos que pudiesen afectar la salud (Arweiler 

& Netuschil, 2016; Wade, 2013). Se ha descrito que algunos miembros de los 

géneros Streptococcus, Eikenella, Granulicatella, Actinomyces, Fusobacterium, 

Corynebacterium, Rothia, Porphyromonas, Prevotella, Haemophilus, Treponema, 

Neisseria, Veillonella, Gamella, Staphylococcus y Propionibacterium se presentan 

con mayor incidencia en cavidades orales sanas (Mosaddad et al., 2019). Dentro 

del género Streptococcus se ha estudiado a la especie Streptococcus sanguinis, 

considerado como un microorganismo comensal asociado a la formación temprana 

de biopelículas orales en personas libres de lesiones de caries; en donde sus 

mecanismos de competencia inhiben la colonización de bacterias asociadas a 

enfermedad de caries como Streptococcus mutans (Kreth et al., 2017; Lozano et al., 

2019). 

2.2. Microbiota y caries dental 

La enfermedad de caries corresponde a una patología multifactorial, no transmisible 

y dinámica; mediada por una biopelícula microbiana o biofilm (conjunto de 

microorganismos adheridos a la superficie dental, inmersos en una matriz polimérica 

extracelular) y modulada por la dieta, que da lugar a una pérdida mineral neta de 

los tejidos dentales duros. Está determinada por factores biológicos, conductuales, 

psicosociales y ambientales. Como consecuencia de este proceso se desarrolla una 

lesión de caries, signo clínico de esta enfermedad (MacHiulskiene et al., 2020; Pitts 

et al., 2017). 

La caries dental abarca una serie de interacciones entre la estructura dentaria, la 

microbiota correspondiente a la biopelícula formada en la superficie dental y la 

disponibilidad de azúcares fermentables, así como también a factores del 

hospedero. Esto se traduce en un constante equilibrio entre procesos de 

desmineralización y remineralización hasta el punto en que, si la desmineralización 

neta ocurre por un periodo prolongado y a mayor nivel que el proceso inverso, se 

da el inicio a una lesión de caries en un sitio específico de la estructura dentaria 

(Pitts et al., 2017). 
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Esta modulación del equilibrio en la dinámica de la enfermedad se explica por 

causas multifactoriales, en donde un elemento fundamental a considerar es la 

organización estructural y funcional de la microbiota. Una alteración del ambiente 

va a generar un cambio en la composición relativa de los microorganismos 

comensales de la comunidad bacteriana, llevándola a un estado en donde 

predominan especies acidúricas y patobiontes (Wade, 2013). Este proceso se 

conoce como disbiosis, en donde los patobiontes se definen como microorganismos 

endógenos benignos que tienen la capacidad, en condiciones de un ecosistema 

alterado, de provocar determinadas patologías (Sebastián-Domingo & Sánchez-

Sánchez, 2018). 

Diversos estudios han determinado que Streptococcus mutans, y miembros de los 

géneros Lacticaseibacillus, Bifidobacterium, Actinomyces, Propionibacterium, 

Veillonella y Scardovia se encuentran asociados a lesiones de caries; 

principalmente en población infantil, adolescente y adulta (Jiang et al., 2019). Si bien 

originalmente se consideró a Streptococcus mutans como la especie mayormente 

relacionada a caries dental (Kaur et al., 2013; Tanner et al., 2011), estudios 

recientes indican que la relación entre este microorganismo y la enfermedad no es 

absoluta, pues se le ha detectado en grandes proporciones sobre superficies 

dentarias sin desarrollo de lesión de caries, o que la lesión puede desarrollarse en 

sitios en ausencia de Streptococcus mutans (Chen & Jiang, 2014). Numerosos 

estudios han identificado a Lacticaseibacillus casei como una de las especies 

predominantes en tejidos de lesiones de caries, estando presente en las distintas 

capas dentinarias de lesiones cariosas de adolescentes, siendo incluso muy 

prevalentes en las capas profundas (Riquelme, 2018; Wolff et al., 2013).   

2.3. Probióticos en caries dental 

Hasta el día de hoy la caries dental se ha mantenido como una de las enfermedades 

con mayor prevalencia en las personas a nivel mundial, afectando al 34,1% de la 

población total, con mayor incidencia en países no desarrollados o en vías de 

desarrollo (Peres et al., 2019). A nivel local, la prevalencia de caries en Chile es de 

17,5% a los 2 años, 49,6% a los 4 años, 70,4% a los 6 años, 62,5% a los 12 años y 

de un 99,4% en la población adulta de 65 a 74 años, constituyendo un permanente 
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problema de salud pública en el país (MINSAL, 2017). Esto se debe principalmente 

a que la enfermedad de caries no puede ser combatida como una patología clásica 

de carácter infeccioso. Si bien todas las especies asociadas a lesiones de caries 

comparten un fenotipo acidogénico y acidúrico, no existen microorganismos 

particulares que determinen el diagnóstico de esta enfermedad (Twetman, 2018). 

Debido a lo anterior se ha determinado que el manejo fundamental de esta patología 

recae en el enfoque preventivo. Se han empleado distintas estrategias a lo largo de 

los años, como el uso de flúor en las pastas dentales y la fluoración del agua potable; 

en conjunto con la aplicación de sellantes en fosas y fisuras de los dientes. Sin 

embargo, estas medidas no han demostrado ser lo suficientemente eficaces en el 

largo plazo (Cannon et al., 2019). 

En las últimas dos décadas la investigación se ha dedicado a evaluar el rol de los 

microorganismos probióticos como una opción de estrategia preventiva para la 

caries dental (Seminario-Amez et al., 2017). Consensos internacionales de expertos 

han revisado y actualizado constantemente el concepto de probiótico, definiéndolo 

hoy en día como “miembro(s) de una especie segura, en donde hay evidencia 

suficiente de un efecto benéfico general en humanos; o microorganismos con una 

propiedad (estructural, una actividad o subproducto) para el cual existe suficiente 

evidencia de un efecto beneficioso general en humanos” (Hill et al., 2014; Sanders, 

2008). La investigación asociada a este tipo de microorganismos ha demostrado su 

efecto benéfico como colonizadoras a nivel del tracto gastrointestinal (Bustamante 

et al., 2020; Mahasneh & Mahasneh, 2017). El fundamento detrás del uso de cepas 

probióticas en la terapia preventiva es, en términos simples, poder modular o 

reemplazar microorganismos no deseados con la ayuda de bacterias comensales o 

que no generen mayor daño a la salud del individuo, sin necesidad del uso de 

antibióticos o agentes antimicrobianos (Twetman et al., 2017). 

El efecto de los probióticos en la enfermedad de caries y en sus factores de riesgo 

relacionados se han evaluado en diversos estudios clínicos, examinando 

principalmente las especies Lacticaseibacillus rhamnosus GG, Lacticaseibacillus 

casei, Limosilactobacillus reuteri, Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus 

brevis CD2 y Bifidobacterium spp. (Cagetti et al., 2013). Se ha analizado su efecto 
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en la reducción de la incidencia de lesiones de caries, recuento de Streptococcus 

mutans y otras bacterias acidolácticas, y control del pH en la biopelícula (Mu et al., 

2018). Así mismo, estudios clínicos realizados en Chile han demostrado que el 

probiótico L. rhamnosus SP1 administrado en formato tópico/sistémico tiene un 

efecto benéfico/protector frente a los fenómenos de desmineralización de la caries 

dental (Seguel, 2020); y que la ingesta regular durante 10 meses de leche 

suplementada con probiótico L. rhamnosus SP1 reduce la prevalencia de caries e 

incidencia de nuevos dientes con lesiones de caries tanto cavitadas como no 

cavitadas en prescolares (Rodríguez et al., 2016; Sandoval et al., 2021). 

Dentro de los mecanismos de acción que presentan los probióticos a nivel general, 

la literatura describe algunos en común: competencia por el nicho con otros 

microorganismos, antagonismo con especies asociadas a enfermedad, modulación 

de la respuesta inmune del hospedero e interacción con el epitelio oral (Twetman, 

2018). A nivel más específico, se ha descrito que son capaces de impedir el 

crecimiento de bacterias a través de la producción de bacteriocinas, peróxido de 

hidrógeno y ácidos orgánicos (Bustamante et al., 2020; Hasslöf & Stecksén-Blicks, 

2019; Mahasneh & Mahasneh, 2017). Los microorganismos presentes en la 

biopelícula oral interactúan tanto sinérgica como antagónicamente, en donde las 

interacciones sinérgicas involucran complementación enzimática, co-adhesión, 

formación de redes de nutrientes, señalización molecular y transferencia de genes; 

mientras que las interacciones antagónicas incluyen producción de bacteriocinas, 

peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicos, además de liberación de fagos y 

competencia por los nutrientes del medio (Marsh & Zaura, 2017). 

Es importante, sin embargo, enfatizar que los mecanismos de acción de los 

probióticos siguen siendo controversiales y debatidos hoy en día, pues varios de 

éstos han sido descritos en condiciones experimentales ideales in vitro, sin lograr 

un entendimiento completo de las interacciones complejas que existen en el entorno 

oral humano (Gruner et al., 2016; Hasslöf & Stecksén-Blicks, 2019). Además, 

existen informes contradictorios sobre los efectos inducidos por los probióticos en 

la respuesta del hospedero en el entorno oral (Twetman et al., 2017); reportándose 

por un lado la nula modulación de inmunoglobulinas salivales y mediadores 
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inflamatorios posterior a la ingesta del probiótico L. reuteri (Jørgensen et al., 2016), 

mientras que otras investigaciones reportaron un aumento en los niveles de 

inmunoglobulina-A y péptido neutrófilo humano (HNP) 1-3 en saliva inmediatamente 

después de la exposición al probiótico (Ericson et al., 2013; Wattanarat et al., 2015). 

2.4. Limosilactobacillus reuteri 

Dentro de los microorganismos probióticos más estudiados en relación con caries 

dental se encuentra Limosilactobacillus reuteri, descrito por primera vez en 1962 por 

Kandler et al. como Lactobacillus reuteri, una especie capaz de crecer en ambientes 

anaeróbicos y de colonizar el tracto gastrointestinal de humanos y animales 

(Kandler et al., 1980). Gracias a los avances en las herramientas de secuenciación 

de ADN y genoma, en abril de 2020 se estableció un nuevo consenso taxonómico 

del género Lactobacillus, definiendo 25 nuevos géneros, en donde 23 especies 

nobles se reclasificaron en su género como Limosilactobacillus, debido a la 

propiedad de la mayoría de ellas de producir exopolisacáridos a partir de sacarosa 

(adj. limosus); describiendo a esta especie finalmente como Limosilactobacillus 

reuteri (Zheng et al., 2020). 

Esta especie se ha considerado un microorganismo endógeno auténtico del ser 

humano, pues durante y brevemente después del nacimiento las superficies 

epiteliales de la cavidad oral son colonizadas por estas bacterias provenientes de la 

lactancia materna y tienden a persistir en la boca, lo que puede suponer un rol en la 

competencia por el nicho con otras bacterias que colonizan en etapas tardías 

(Sinkiewicz, 2010). 

Se ha realizado una numerosa cantidad de estudios y ensayos clínicos en relación 

con los beneficios que genera este probiótico en la salud general del individuo, 

mejorando las defensas contra enfermedades a nivel gastrointestinal, síntomas 

cólicos en bebés lactantes, reducción de infecciones y mayor tolerancia en la 

alimentación suplementaria a recién nacidos (Savino et al., 2015; Sung et al., 2018).  

A nivel oral también se han evaluado los beneficios del uso de este probiótico, 

exhibiendo un gran aumento de investigación clínica en los últimos años. Se ha 

reportado efectos benéficos asociados a gingivitis en embarazadas, periodontitis 
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crónica, infecciones oportunistas asociadas a Candida spp., halitosis y caries dental 

(Keller et al., 2012; Stensson et al., 2014; Vicario et al., 2013).  Respecto a esto 

último, la literatura ha reportado que esta especie es capaz de modular la actividad 

metabólica e inhibición del crecimiento, formación de biopelículas y expresión 

génica de Streptococcus mutans en ensayos experimentales in vitro (Kang et al., 

2011; Nikawa et al., 2004; Wasfi et al., 2018).  

Estas investigaciones se han enfocado principalmente en la cepa L. reuteri ATCC 

5289 (Biogaia®, Suecia), especie aislada de la cavidad oral de una mujer japonesa 

con buena salud dental (Spinler et al., 2008). Se ha reportado que esta cepa 

presenta mejores propiedades de adhesión y formación de biopelículas en 

superficies dentales en comparación con L. reuteri ATCC 55730 (Jalasvuori et al., 

2012). Estudios clínicos han analizado que el consumo de esta cepa probiótica por 

un período de 12 semanas es capaz de inducir un cambio en la composición de la 

microbiota sin afectar la diversidad total de las especies (Vestman et al., 2015).  

También se ha reportado que la administración en tabletas de L. reuteri  ATCC 5289 

produce una disminución significativa de la respuesta proinflamatoria mediada por 

citoquinas y una mejora de los parámetros clínicos en pacientes con periodontitis 

(Szkaradkiewicz et al., 2014). En Chile se realizó un estudio clínico el año 2018 en 

donde se evaluó los efectos clínicos de L. reuteri ATCC 5289 en el tratamiento de 

la gingivitis, evidenciando que su uso en forma de tabletas como terapia adjunta 

produce una reducción significativa en el número de sitios con inflamación más 

severa (Bravo et al., 2018). 

El mecanismo de acción de L. reuteri que permite esta modulación y efectos 

inhibitorios aún no se encuentra completamente esclarecido y entendido en su 

totalidad, al ser una serie de procesos que tienen acción en conjunto. Se ha 

propuesto que esta bacteria es capaz de producir factores antimicrobianos y 

antiinflamatorios como bacteriocinas, peróxido de hidrógeno, ácidos orgánicos, 

factores inhibidores de la adhesión y que favorecen la competencia por el nicho con 

otras bacterias (Gobbi et al., 2020; Jones & Versalovic, 2009; Yu et al., 2020). 
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2.5. Bacteriocinas 

Éstas corresponden a proteínas o péptidos antimicrobianos (PAMs) sintetizadas por 

un gran y variado número de microorganismos, reportadas por primera vez en 1925 

en Escherichia coli y estudiadas desde entonces (Negash & Tsehai, 2020). Abarcan 

una familia heterogénea de moléculas sintetizadas en el ribosoma con una fuerte 

actividad antimicrobiana a concentraciones determinadas, con un espectro de 

actividad dirigido principalmente a bacterias estrechamente relacionadas con la 

cepa productora; aunque se ha visto también que pueden tener actividad en grupos 

de bacterias no relacionadas (Soltani et al., 2021). 

Actualmente existen distintos sistemas de clasificación para las bacteriocinas, los 

cuales se basan en la secuencia y composición aminoacídica de éstas o en sus 

propiedades bioquímicas (Ahmad et al., 2017; Soltani et al., 2021). Soltani et al. 

proponen en el año 2021 una clasificación en tres grandes clases de bacteriocinas: 

las clase I o lantibióticas, descritas como péptidos de tamaño <10 kDa modificados 

a nivel postraduccional y resistentes a temperaturas altas; bacteriocinas clase II, las 

cuales no se encuentran modificadas (también llamadas no lantibióticas), 

resistentes a temperaturas altas y de tamaño <10 kDa; y bacteriocinas clase III, 

descritas como lábiles a altas temperaturas y de peso molecular mayor a 30 kDa. 

Así mismo, existen 3 subdivisiones de la clase II: clase IIa, en donde las 

bacteriocinas presentan la secuencia canónica INGV; la clase IIb, las cuales 

requieren estructuralmente de dos péptidos para su actividad antibacteriana; y la 

clase IIc, bacteriocinas de un solo péptido, resistentes a altas temperaturas y que 

no presentan la secuencia canónica YGNGV (Soltani et al., 2021).  

Estas moléculas han sido blanco de interés en el campo de las ciencias biomédicas 

debido a su propiedad principal de ser un inhibidor potencial de varios 

microorganismos asociados a enfermedades; presentar una naturaleza no tóxica y 

demostrar actividad frente a bacterias resistentes a antibióticos (Ahmad et al., 2017). 

En relación a la cavidad oral, la literatura reporta estudios in vitro los cuales 

describen una potencial actividad antimicrobiana de distintas bacteriocinas sobre 

microorganismos asociados a patologías orales como enfermedad periodontal y 

enfermedad de caries (Negash & Tsehai, 2020). 
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En 1991, Toba et al. describieron una bacteriocina producida por L. reuteri, 

llamándola reutericina 6, y Kabuki et al. en 1997 reportaron su purificación y 

caracterización, analizando también su actividad lítica (Kabuki et al., 1997; Toba et 

al., 1991). Existe otro estudio de 2001 en donde se determina que L. reuteri y L. 

gasseri producen una bacteriocina cíclica idéntica (denominadas reutericina 6 y 

gassericina A, respectivamente), analizando por primera vez su secuencia 

nucleotídica y aminoacídica (Kawai et al., 2001). Sin embargo, la secuencia 

reportada de reutericina 6 no se encuentra registrada en las bases de datos 

genómicas de L. reuteri, y hasta la fecha no se han realizado más investigaciones 

al respecto. Por otra parte, en estudios preliminares en el laboratorio de Bioquímica 

y Biología Oral, se analizaron las secuencias de los genomas de las 212 cepas de 

L. reuteri publicadas en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology 

Information), sin encontrar genes ortólogos a la secuencia publicada de reutericina 

6/gassericina A señalada anteriormente (datos no publicados). 

Considerando todos los antecedentes presentados sobre la investigación y 

efectividad de L. reuteri como probiótico oral, y el hecho de que no se ha definido 

de manera precisa el mecanismo de acción molecular de su actividad, es que en 

este trabajo se propuso realizar el aislamiento, purificación y caracterización 

bioquímica de bacteriocina(s) de L. reuteri ATCC 5289 para posteriormente evaluar 

su actividad antibacteriana sobre microorganismos asociados a salud (como S. 

sanguinis SK36) y a enfermedad de caries (como S. mutans ATCC 25175 y L. casei 

ATCC 4646).  
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3. HIPÓTESIS 

Limosilactobacillus reuteri ATCC 5289 produce una o más bacteriocinas, la(s) 

cual(es) inhibe(n) selectivamente el crecimiento de bacterias asociadas a 

enfermedad de caries, sin afectar bacterias comensales asociadas a salud oral. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 Identificar la presencia y caracterizar una bacteriocina producida por L. reuteri 

ATCC 5289, determinando su actividad antibacteriana sobre microorganismos 

asociados a salud oral y enfermedad de caries. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar la presencia de bacteriocina(s) en los genomas de L. reuteri 

disponibles en las bases de datos y caracterizarla(s) in silico. 

2. Determinar la presencia de bacteriocina(s) en cultivos de L. reuteri ATCC 

5289 y realizar la purificación de ésta(s). 

3. Analizar el efecto de una bacteriocina de L. reuteri ATCC 5289 sobre el 

crecimiento de los microorganismos asociados a salud (S. sanguinis SK36) 

y a enfermedad de caries (L. casei ATCC 4646 y S. mutans ATCC 25175). 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

Este estudio se encuentra asociado al proyecto PRIODO 2021/14. Todos los 

protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) de 

Campus Norte, Universidad de Chile. El trabajo corresponde a un estudio de tipo 

experimental (analítico y prospectivo). 

6.1. Análisis in silico de los genomas disponibles de L. reuteri 

Se analizó la secuencia genómica de 212 cepas de L. reuteri, disponibles en la base 

de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), a través del programa de alineamiento 

de secuencias BLAST, disponible en la misma plataforma. Se comparó y alineó con 

137 secuencias aminoacídicas pertenecientes a bacteriocinas previamente 

descritas y caracterizadas, obtenidas de la base de datos BactiBase 

(http://bactibase.hammamilab.org/), y se determinó in silico la presencia de alguna 

de estas secuencias en los genomas de L. reuteri (Hammami et al., 2007). 

6.2. Caracterización in silico de la(s) bacteriocina(s) 

Se obtuvieron los parámetros de peso molecular, punto isoeléctrico y composición 

aminoacídica de una secuencia de bacteriocina encontrada, a través del programa 

EMBOSS Pepstats (https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/) 

(Madeira et al., 2022). Estos análisis permitieron establecer una clasificación 

preliminar de la bacteriocina en base a las características estructurales predichas.   

6.3. Cepas bacterianas y cultivos microbiológicos 

Limosilactobacillus reuteri: se utilizó la cepa ATCC 5289 y se cultivó en placas de 

medio de cultivo selectivo para el crecimiento de bacterias de la familia 

Lactobacillaceae llamado Man, Rogosa y Sharpe (MRS, Oxoid®) a 37°C en 5% de 

CO2 por 24 h; y en cultivo líquido igualmente de medio MRS durante 16 h.   

Lacticaseibacillus casei: se cultivó la cepa ATCC 4646 en placas de medio de cultivo 

selectivo MRS para el crecimiento de bacterias de la familia Lactobacillaceae, a 

37°C en 5% de CO2 por 24 h; y en cultivo líquido igualmente de medio MRS durante 

16 h. 
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Streptococcus mutans: se cultivó la cepa ATCC 25175, en medio de cultivo agar 

Brain Heart Infusion (BHI, BD®), a 37°C en 5% de CO2 por 24 h; y cultivo líquido 

igualmente en medio BHI durante 16 h. 

Streptococcus sanguinis: se cultivó la cepa SK36, en medio de cultivo agar BHI, a 

37°C en 5% de CO2, 24 h; y cultivo líquido igualmente en medio BHI durante 16 h. 

Todas las cepas utilizadas en este estudio fueron sembradas, en placas del medio-

agar respectivo, a través de estrías por agotamiento, obteniendo el aislamiento por 

diseminación y permitiendo la obtención de unidades formadoras de colonias 

(U.F.C.) aisladas. Estas U.F.C. fueron observadas mediante lupa estereoscópica 

(Carl Zeiss, aumento 10X), para comprobar sus características morfológicas. 

Sumado a esto y de manera previa en el laboratorio, se comprobó mediante PCR la 

identidad de cada una de las especies. 

Para estandarizar todas las muestras, se controló el crecimiento bacteriano 

midiendo la densidad óptica (D.O.) a 600 nm en un lector de placas Synergy System 

(Biotek®), ajustándola a un valor de 0,5. 

6.4. Purificación y cuantificación de bacteriocina(s) por RP-HPLC 

El procedimiento para obtener el sobrenadante de los cultivos líquidos de L. reuteri 

ATCC 5289, se llevó a cabo como describió Zhang et al. (2018). Se inoculó L. reuteri 

ATCC 5289 en 1 litro de medio líquido MRS y se incubó a 37 °C por 16 h. 

Posteriormente se centrifugó a 8.000 g durante 10 min a 4°C y se filtró a través de 

un filtro de 0,22 µm (Millipore Merck®) para obtener el sobrenadante libre de células 

(SLC). El SLC fue tratado con sulfato de amonio al 80% m/v de concentración final 

con el fin de producir la precipitación de la(s) bacteriocina(s). Se agitó orbitalmente 

durante 12 h a 4°C; y el precipitado se separó mediante centrifugación a 10.000 g 

por 20 min, y fue solubilizado en agua bidestilada. Este preparado se dializó 

utilizando una membrana de 1000 Dalton (Sigma®), tal como se describe en la 

literatura (Zhang et al., 2018). La muestra fue enviada al laboratorio de Bioquímica 

del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) en donde se realizó cromatografía 

líquida de alta eficiencia de fase reversa (RP-HPLC). Se utilizó una columna 

analítica con un flujo de 0,5 ml/min y un gradiente entre 0-100% de acetonitrilo 
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(Merck®). Las muestras fueron detectadas por absorciometría a 220 nm. La fracción 

activa fue recolectada del eluído de la columna y fue cuantificada mediante el 

ensayo Bio-Rad Protein assay kit, siguiendo las recomendaciones del proveedor. 

Finalmente, la muestra fue almacenada en una solución tampón (137 mM NaCl, 2,7 

mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 10% glicerol, pH 7,4) para su posterior 

uso en los demás ensayos. 

6.5. Análisis del efecto de la bacteriocina en el crecimiento de 

distintos microorganismos 

El análisis del efecto de la bacteriocina en el crecimiento de los microorganismos 

orales, se realizó como lo describe Sánchez (2020), con ciertas modificaciones. Las 

cepas S. mutans ATCC 25175 y S. sanguinis ATCC 4646 fueron inoculadas en 5 ml 

de medio BHI mientras que L. casei fue inoculada en 5 ml de medio MRS, y 

posteriormente incubadas 16 h a 37°C en 5% de CO2. Los cultivos fueron 

centrifugados a 6000 g por 5 min a 21°C y cada uno fue resuspendido en medio de 

cultivo BHI o MRS fresco, según corresponda, para obtener una D.O. (600nm) final 

de 0,5. 

En conjunto con lo anterior, se realizaron diluciones seriadas dobles a partir de la 

bacteriocina concentrada en 54 μg/ml, obteniendo concentraciones separadas de 

27; 13,5; 6,75; 3,338; 1,688 y 0,844 μg/ml respectivamente. Se agregó 20 μl de cada 

concentración a una placa de 96 pocillos de polipropileno, y posteriormente se 

agregó 20 μl del microorganismo a evaluar y 160 μl de medio de cultivo BHI o MRS 

según corresponda. Las muestras fueron incubadas durante 15 h a 37 °C en 

aerofilia en un lector de placas Synergy System (Biotek®) programado previamente 

para medir la D.O. a 600nm cada 30 min con el fin de registrar el crecimiento 

bacteriano. 

Para cada microorganismo se obtuvieron las curvas de crecimiento considerando 

un control negativo correspondiente a medio de cultivo MRS o BHI según el 

microorganismo evaluado, un grupo sin la bacteriocina añadida y siete grupos con 

las distintas concentraciones utilizadas de la molécula.  
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6.6. Determinación de la concentración inhibitoria media máxima de 

la bacteriocina en distintos microorganismos 

La concentración inhibitoria media máxima (CI50) se determinó a partir de las curvas 

obtenidas mediante el método de microdilución en caldo descrito por Goh & Philip 

(2015). La CI50 se consideró como la concentración más baja de la bacteriocina que 

inhibe el crecimiento bacteriano en un 50%. Para el cálculo de la CI50 se realizó un 

análisis de regresión logarítmica en el software Graphpad Prism 8.0, obteniendo una 

curva de tipo concentración-respuesta.   

6.7. Análisis estadísticos 

Todos los ensayos in vitro se realizaron en triplicado, en 3 réplicas biológicas 

independientes (salvo la determinación de la CI50 en S. mutans ATCC 25175 donde 

solo se pudo evaluar dos ensayos independientes), y se presentaron los promedios 

de los resultados con sus respectivas desviaciones estándar. Se evaluó la 

normalidad de los datos obtenidos a través de la prueba de Shapiro-Wilk. Al no 

existir una distribución normal de los datos se utilizó la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis para determinar la significancia estadística (definida como p <0,05).  
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7. RESULTADOS 

7.1. Análisis in silico sobre la presencia de bacteriocina(s) en el 

genoma de L. reuteri 

Con la finalidad de determinar la presencia de secuencias asociadas a 

bacteriocinas, se realizó un análisis in silico. La tabla 1 detalla una fracción de los 

resultados de la búsqueda y comparación de secuencias aminoacídicas 

correspondientes a las 137 bacteriocinas de la base de datos BactiBase en 

contraste con los 212 genomas de L. reuteri disponibles en la base de datos. 

Mediante este análisis se encontró que la secuencia de aminoácidos de 

Plantaricina-A, bacteriocina producida por L. plantarum, presenta un 100% de 

identidad con un péptido codificado en los genomas de las cepas de L. reuteri. El 

resultado completo de la búsqueda se puede observar en el anexo 1. Estos 

resultados permiten predecir bioinformáticamente la presencia de un gen 

codificando para una bacteriocina en los genomas disponibles de L. reuteri. 

 

Tabla 1. Extracto de la tabla comparativa entre las secuencias aminoacídicas de bacteriocinas de la 

base de datos Bactibase y el alineamiento con los genomas de L. reuteri a través del software 

BLASTp.  

Nombre de la 
bacteriocina 

Clasificación Especie 
productora 
según 
BactiBase 

Secuencia de 
aminoácidos 

% de 
similitud en 
L. reuteri  

Descripción 
en BLASTp 

Plantaricina-A IIc Lactiplantibaci
llus plantarum 

AYSLQMGAT
AIKQVKKLFK

KWGW 

100 bacteriocin 
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7.2. Caracterización in silico de la bacteriocina 

A través del programa bioinformático EMBOSS Pepstats se establecieron los 

parámetros estructurales y fisicoquímicos de la secuencia de Plantaricina-A 

encontrada en los genomas de L. reuteri analizados. La tabla 2 muestra una parte 

de los resultados obtenidos en este análisis. Estos resultados permitieron establecer 

las características de peso molecular y punto isoeléctrico preliminares, como 

referencia para los ensayos de laboratorio. El detalle completo del análisis a través 

de esta herramienta se puede observar en el anexo 2.  

 

Tabla 2. Características bioquímicas predichas para la bacteriocina, determinadas a través del 

programa EMBOSS Pepstats.  

Secuencia 
de 

aminoácidos 

Número de 
residuos 

Peso 
molecular 

(kDa) 

Punto 
Isoeléctrico 

Carga neta a 
pH 7,0 

AYSLQMGAT
AIKQVKKLFK

KWGW 

23 2,68 11,016 +5 

 

7.3. Obtención de la bacteriocina por RP-HPLC 

La figura 1 muestra los perfiles cromatográficos obtenidos durante el proceso de 

purificación de un péptido de peso molecular correspondiente al predicho de 2,68 

kDa para la bacteriocina. La figura 1.a muestra el cromatograma obtenido a partir 

del sobrenadante de L. reuteri procesado como se describe en la sección 6.4, donde 

se observa un peak con un tiempo de retención de 25,39 min; tiempo similar al 

mostrado por un péptido estándar de 2,7 kDa, cuyo tiempo de retención fue de 25,44 

min (figura 1.b). En la figura 1.c se muestra la fracción purificada, la cual presentó 

un tiempo de retención de 25,24 min, obteniéndose 72 µg totales a una 

concentración de 18 µg/ml. 
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 a)             b)       c)      

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cromatogramas obtenidos por RP-HPLC. a) Perfil cromatográfico del sobrenadante de 

L. reuteri ATCC 5289. El peak señalado en rojo corresponde a la fracción con el mismo peso 

molecular que el péptido estándar. b) Perfil cromatográfico del péptido estándar. c) Perfil 

cromatográfico de la fracción purificada. El peak señalado en azul corresponde a la fracción eluída 

con un 99,8% de pureza. 

 

7.4. Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de L. casei ATCC 

4646 

En la figura 2.a se observa la curva de crecimiento de L. casei ATCC 4646. Se 

puede apreciar que el crecimiento fue menor en todas las muestras en donde se 

adicionó la bacteriocina en comparación al grupo en donde no se añadió la 

molécula, principalmente a partir de la concentración 0,3375 μg/ml. Así mismo, se 

observó que los resultados del crecimiento final a las 15 horas (figura 2.b) presentan 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre el grupo sin bacteriocina 

añadida y las concentraciones de 5,4 y 0,675 μg/ml de la bacteriocina, ocurriendo 

un efecto inhibitorio de la molécula sobre el crecimiento de L. casei ATCC 4646. 
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Figura 2. Efecto de la bacteriocina en el crecimiento de L. casei ATCC 4646. a) Curvas de 

crecimiento de L. casei ATCC 4646 en presencia de diferentes concentraciones de la bacteriocina, 

expresado como absorbancia a D.O. 600 nm con registro cada 30 minutos.  

b) Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de L. casei ATCC 4646 a las 15 h de incubación, 

expresado como porcentaje con respecto al crecimiento en ausencia de bacteriocina (0 μg/ml). 

Existen diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones de 5,4 μg/ml y 0,675 

μg/ml versus el grupo sin bacteriocina (prueba de Kruskal Wallis; p= 0,0085 y p= 0,0324 

respectivamente). 
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7.5. Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. mutans ATCC 

25175 

Al analizar el efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. mutans ATCC 

25175 (figura 3.a) se puede observar una tendencia a la disminución del crecimiento 

a medida que aumenta la concentración de la bacteriocina en comparación con el 

grupo en donde no se añadió la molécula; habiendo un efecto inhibitorio 

estadísticamente significativo (p<0,05) sólo en las concentraciones de 5,4 μg/ml y 

2,7 μg/ml, como se aprecia en el crecimiento final a las 15 h (figura 3.b). 

 a)   

 

 

 

 

 b) 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efecto de la bacteriocina en el crecimiento de S. mutans ATCC 25175. a) Curvas de 

crecimiento de S. mutans ATCC 25175 en presencia de diferentes concentraciones de bacteriocina, 

expresado como absorbancia a D.O. 600 nm con registro cada 30 minutos.  

b) Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. mutans ATCC 25175 a las 15 horas de 

incubación, expresado como porcentaje con respecto al crecimiento en ausencia de bacteriocina (0 

μg/ml). Existe diferencia estadísticamente significativa en las concentraciones de 5,4 μg/ml y 2,7 

μg/ml comparadas al grupo sin bacteriocina añadida (prueba de Kruskal Wallis; p=0,0019 y p=0,0128 

respectivamente). 
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7.6. Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. sanguinis 

SK36 

En el análisis del efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. sanguinis SK36 

(figura 4.a) se observó que el crecimiento fue similar en todos los grupos. Al realizar 

el análisis estadístico sobre los resultados del crecimiento a las 15 h, se observó 

que no existen diferencias significativas entre cada grupo en comparación al grupo 

sin bacteriocina añadida (figura 4.b), por lo que se determina que no hay un efecto 

inhibitorio de la molécula sobre S. sanguinis SK36.  

a)  

 

 

 

 

 

b)    

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efecto de la bacteriocina en el crecimiento de S. sanguinis SK36. a) Curvas de 

crecimiento de S. sanguinis SK36 en presencia de diferentes concentraciones de bacteriocina, 

expresado como absorbancia a D.O. 600 nm con registro cada 30 minutos.  

b) Efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. sanguinis SK36 a las 15 h de incubación, 

expresado como porcentaje con respecto al crecimiento en ausencia de bacteriocina (0 μg/ml). No 

existen diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre los grupos.  
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7.7. Concentración inhibitoria media máxima de la bacteriocina sobre 

L. casei ATCC 4646 

  

La figura 5 representa la relación dosis respuesta de la bacteriocina sobre el 

crecimiento de L. casei ATCC 4646. Se puede apreciar un efecto inhibitorio del 

crecimiento del microorganismo de tipo concentración-dependiente, el cual fue 

analizado a través de una regresión logarítmica no lineal en el software Graphpad 

Prism. Este análisis determinó que la CI50 fue de 0,53 ± 0,17 μg/ml. Los valores de 

los coeficientes de determinación de las tres curvas fueron mayores a 0,88. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Curva dosis respuesta de la bacteriocina sobre el crecimiento de L. casei ATCC 4646. 

Se muestran las curvas de tres experimentos independientes (en colores negro, rojo y azul) las 

cuales representan el efecto concentración-respuesta de la molécula sobre el microorganismo, 

medido a través del crecimiento expresado en porcentaje en función del logaritmo de la 

concentración de la bacteriocina. Cada ensayo se realizó por triplicado. 
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7.8. Concentración inhibitoria media máxima de la bacteriocina sobre 

S. mutans ATCC 25175 

En el análisis de la relación dosis-respuesta de la bacteriocina sobre el crecimiento 

S. mutans ATCC 25175 se logran observar curvas con pendientes variadas (figura 

6). Debido a una falla externa en la continuidad de la cadena de frío para la 

bacteriocina en el Laboratorio de Bioquímica y Biología Oral, no fue posible realizar 

nuevos ensayos para S. mutans ATCC 25175. El análisis estadístico determinó que 

la CI50 fue de 1,52 ± 1,0 μg/ml. Los valores de los coeficientes de determinación de 

ambas curvas fueron mayores a 0,85. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Curva dosis respuesta de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. mutans ATCC 

25175. Se muestran las curvas de dos experimentos independientes (en colores rojo y azul) las 

cuales representan el efecto concentración-respuesta de la molécula sobre el microorganismo, 

medido a través del crecimiento expresado en porcentaje en función del logaritmo de la 

concentración de la bacteriocina. Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

  



25 

7.9. Concentración inhibitoria media máxima de la bacteriocina sobre 

S. sanguinis SK36 

En la figura 7 se observa la relación dosis-respuesta de la bacteriocina sobre el 

crecimiento de S. sanguinis SK36. Se puede apreciar que en cada ensayo 

independiente el crecimiento es similar y constante para cada concentración de la 

bacteriocina utilizada. El análisis de regresión logarítmica precisó que no es posible 

establecer un valor para la CI50, determinando que la bacteriocina no tiene efecto 

inhibitorio estadísticamente significativo sobre el crecimiento de S. sanguinis SK36. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Curva dosis respuesta de la bacteriocina sobre el crecimiento de S. sanguinis SK36. 

Se muestran las curvas de tres experimentos independientes (en colores negro, rojo y azul) las 

cuales representan el efecto concentración-respuesta de la molécula sobre el microorganismo, 

medido a través del crecimiento expresado en porcentaje en función del logaritmo de la 

concentración de la bacteriocina. Cada ensayo se realizó por triplicado.  
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8. DISCUSIÓN 

La investigación in silico permite, entre otras aplicaciones, predecir a través de una 

simulación computacional la existencia de una molécula en el genoma de un 

microorganismo, analizándolo y comparando si existen secuencias aminoacídicas 

de otras bacteriocinas previamente registradas en distintas bases de datos (Van 

Heel et al., 2013). El análisis realizado en este estudio permitió determinar la 

presencia de una secuencia aminoacídica en L. reuteri idéntica a una bacteriocina 

de Lactiplantibacillus plantarum, llamada Plantaricina-A. Esta molécula ha sido 

estudiada y descrita en la literatura como una bacteriocina de clase IIc, formada por 

un péptido sin modificaciones post-traduccionales (Diep et al., 2009). Presenta un 

espectro antibacteriano relativamente estrecho, principalmente sobre otras 

especies de bacterias acidolácticas (Anderssen et al., 1998).  

La secuencia aminoacídica de la bacteriocina de L. reuteri fue analizada a través 

del software bioinformático EMBOSS Pepstats para caracterizar su naturaleza 

peptídica, estimando su peso molecular en 2,68 kDa y punto isoeléctrico en 11,06. 

Estas características, en conjunto con las propiedades descritas de Plantaricina-A, 

permiten hacer una clasificación de la bacteriocina encontrada. El sistema de 

clasificación más actualizado propone que las bacteriocinas de clase I y II presentan 

un peso molecular menor a 10 kDa, con la diferencia de que las primeras presentan 

modificaciones post-traduccionales del péptido, a diferencia de las clase II las cuales 

no se modifican (Ahmad et al., 2017).  

Dado el peso molecular predicho de 2,68 kDa de la secuencia analizada y que 

además no presenta la secuencia de aminoácidos INGV en su estructura, se 

confirma que la bacteriocina encontrada en el genoma de L. reuteri corresponde a 

clase II, de acuerdo con lo descrito para Plantaricina-A. Estos resultados se 

condicen con el estudio en donde se caracterizó por primera vez una bacteriocina 

producida por L. reuteri llamada reutericina 6, pues se reportó que la molécula 

analizada tenía un peso molecular de 2,7 kDa y que no presentaba lantionina, 

modificación peptídica presente en bacteriocinas clase I (Kabuki et al., 1997). Sin 

embargo, se requiere de más análisis sobre la estructura y conformación espacial 

del péptido para saber si pertenece a la clase IIb o IIc. 
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Es importante aclarar que hasta el día de hoy no existen estudios publicados que 

hayan realizado una aproximación bioinformática de búsqueda de una bacteriocina 

en el genoma de L. reuteri. Más aún, los primeros estudios que se realizaron sobre 

la producción de reutericina 6 y su caracterización carecen de la secuencia del 

péptido en sus resultados (Kabuki et al., 1997; Toba et al., 1991). Un estudio 

realizado por Kawai et al. en el año 2001 describen la presencia de una bacteriocina 

en L. reuteri LA6, que sería idéntica a la Gassericina A reportada en Lactobacillus 

gasseri LA39. Los autores señalan que este péptido correspondería al reportado 

anteriormente como reutericina 6, sin embargo, el peso molecular descrito para la 

molécula es mucho mayor, y, hasta la fecha, la secuencia del péptido que ellos 

aislaron no ha sido registrada en ninguna base de datos. Por otra parte, en el 

análisis realizado en este estudio no se encontraron secuencias similares a 

Gassericina A en los genomas de L. reuteri (Tabla 3, Anexo 1). 

Con el fin de comparar y discutir los hallazgos in silico de este trabajo, se volvió a 

analizar la secuencia genómica de L. reuteri en el software BAGEL 4, herramienta 

bioinformática dedicada exclusivamente al análisis de datos de secuencias 

aminoacídicas de bacteriocinas y péptidos sintetizados ribosomalmente (RiPPs); la 

que además cuenta con una base de datos en donde está incorporada BactiBase 

(utilizada en este estudio) y el programa BLAST (Van Heel et al., 2018). El análisis 

realizado con este nuevo software encontró en el genoma de L. reuteri una 

secuencia idéntica a una bacteriocina correspondiente a Enterolisina A, un péptido 

con actividad antibacteriana reportada sobre bacterias del género Enterococcus, 

Pediococcus, Lactococcus y Lactobacillus; y que está clasificada como una 

bacteriocina de clase III, pues presenta un peso molecular de 34,5 kDa y es 

susceptible a altas temperaturas (Nilsen et al., 2003). Estas características 

determinan que el péptido encontrado en esta investigación no corresponde a 

Enterolisina A, lo que indicaría que L. reuteri podría ser capaz de producir más de 

una bacteriocina. Es importante recalcar que en este estudio se trabajó 

exclusivamente con un péptido de un peso molecular determinado de 2,7 kDa con 

un 99,8% de pureza, lo que garantiza que los efectos obtenidos son exclusivos del 

péptido encontrado. 
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Señalado todo lo anterior, se debe enfatizar que un análisis bioinformático no es 

suficiente para determinar completamente la estructura y propiedades de la 

molécula investigada. Es pertinente realizar ensayos que evalúen sus propiedades 

in vitro, así como su funcionalidad y las condiciones celulares de su expresión.  

Hasta la fecha no se han reportado investigaciones sobre el efecto particular de 

bacteriocinas de L. reuteri sobre el crecimiento de otros microorganismos, tal y como 

se realizó en el presente estudio, ya que los estudios publicados se han enfocado 

principalmente en estudiar a los probióticos evaluando, por ejemplo, la actividad del 

sobrenadante completo de sus cultivos (Jones & Versalovic, 2009; Stensson et al., 

2014; Yu et al., 2020). No obstante, resulta pertinente hacer comparaciones del 

efecto de esta bacteriocina con la investigación que se ha realizado sobre 

Plantaricina-A, puesto que teóricamente corresponden a secuencias aminoacídicas 

idénticas y por ende a la misma molécula. 

En relación con el efecto de la bacteriocina sobre la especie Lacticaseibacillus casei 

ATCC 4646, los resultados indican que existe un efecto inhibitorio estadísticamente 

significativo en el crecimiento del microorganismo, determinando una CI50 de 0,53 ± 

0,17 μg/ml. Se puede observar también que en todas las curvas de crecimiento 

realizadas en presencia de bacteriocina hubo inhibición, la cual aumentó en relación 

con la concentración de la bacteriocina. Este resultado es comparable con el estudio 

realizado por Anderssen et al. (1998), en donde se evaluó la actividad antibacteriana 

de Plantaricina-A sobre L. casei y otras especies acidolácticas, reportando un efecto 

inhibitorio significativo. Se ha propuesto que esta actividad se debe a que cuando el 

péptido entra en contacto con la membrana celular de la bacteria, la molécula 

adopta una estructura alfa-helicoidal anfifílica la cual provoca la desestabilización 

de la membrana (Diep et al., 2009). Por otra parte, un estudio de Spinler et al. (2008) 

también reportó un efecto inhibitorio importante sobre Lacticaseibacillus paracasei 

ATCC 334 por parte del sobrenadante del cultivo de L. reuteri ATCC 5289, el cual 

podría deberse a la presencia de la bacteriocina. 

Una forma de evaluar el mecanismo de acción de las bacteriocinas, asociado a lisis 

celular, es mediante estudios de microscopía electrónica, en donde se puede 

visualizar la disrupción de la membrana o la eventual formación de poros en éstas 
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(Tong et al., 2011). En el presente estudio se había propuesto realizar estos análisis, 

con el fin de evaluar los cambios morfológicos de las especies bajo el efecto de la 

bacteriocina. Sin embargo, no fue posible ejecutarlos debido a la degradación de la 

bacteriocina purificada, ocasionada por pérdidas en la cadena de frío de 

almacenamiento de la molécula, debido a fallas externas que generaron una 

extendida interrupción en el suministro eléctrico en el Laboratorio de Bioquímica y 

Biología Oral. 

Los resultados obtenidos en este estudio respecto al efecto de la bacteriocina sobre 

el crecimiento de la especie Streptococcus mutans ATCC 25175 señalan una 

actividad inhibitoria estadísticamente significativa obteniendo una CI50 de 1,52 ± 1,0 

μg/ml. No obstante, se aprecia un efecto menor en comparación con lo observado 

en L. casei ATCC 4646. Si bien las curvas de crecimiento muestran una tendencia 

a la disminución en el crecimiento, en relación con el aumento de la concentración 

de la bacteriocina, estas diferencias son menos evidentes en contraste a las curvas 

obtenidas en el ensayo de L. casei.  

Liang et al. (2020) evaluó el efecto del péptido gassericina A de 5,7 kDa (propuesto 

también como reutericina 6) sintetizado in vitro, sobre la biopelícula de S. mutans 

ATCC 25175 in vitro, determinando que este péptido antimicrobiano tiene la 

capacidad de inhibir el crecimiento de esta especie. Esto se condice con los 

resultados de este estudio sobre el mismo microorganismo. Sin embargo, es 

necesario resaltar que la bacteriocina aislada en este estudio posee un tamaño de 

2,7 kDa siendo una molécula diferente a gassericina A. 

Yu et al. (2020) evaluó el efecto de los sobrenadantes de los cultivos de los 

probióticos L. reuteri ATCC 5289 y S. oligofermentans DSM 8249 sobre S. mutans 

DSM 20523 in vitro, en donde se demostró que el sobrenadante del cultivo de L. 

reuteri es capaz de reducir la actividad metabólica y sobrevivencia de S. mutans de 

manera significativa. Es importante mencionar que en dicho estudio se evidenció 

que el probiótico es capaz de producir distintos factores y moléculas con capacidad 

antimicrobiana además de bacteriocinas, como H2O2, reuterina y otros productos; y 

que la producción de éstos es específica según el ambiente, lo que podría explicar 
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las diferencias en relación con la actividad metabólica sobre los distintos 

microorganismos. 

Finalmente, los resultados obtenidos del efecto de la bacteriocina sobre el 

crecimiento de Streptococcus sanguinis SK36 indican que para ninguna de las 

distintas concentraciones utilizadas hubo inhibición estadísticamente significativa. 

Más aún, se puede apreciar en la figura 4 que en los grupos en donde se añadió la 

molécula el crecimiento fue levemente mayor en comparación al grupo donde no se 

incorporó; sin embargo, esta diferencia tampoco es significativa, de modo que los 

resultados de este trabajo indicarían por primera vez que esta molécula proveniente 

de la bacteria probiótica L. reuteri ATCC 5289 no afecta el crecimiento del 

microorganismo comensal S. sanguinis SK36. Actualmente no existen estudios en 

donde se vea un efecto comparable tanto de Plantaricina-A o bien del sobrenadante 

de cepas de L. plantarum o L. reuteri sobre S. sanguinis; lo cual puede deberse a 

que al ser considerada una bacteria comensal, las líneas de trabajo investigativas 

no estarían orientadas en evaluar el efecto de péptidos antimicrobianos sobre esta 

especie, sino más bien directamente sobre microorganismos considerados 

patobiontes o asociados a enfermedades. 

Zhu et al. (2010) investigaron el efecto de un yogurt conformado por cuatro 

microorganismos probióticos (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 

Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium sp.) sobre 

patógenos periodontales, en donde incluyeron a S. sanguinis ATCC 10556 como 

especie comensal y benéfica para la salud periodontal. Sus resultados concluyeron 

que las especies probióticas investigadas son capaces de inhibir patógenos 

periodontales específicos sin tener efecto sobre S. sanguinis ATCC 10556; lo que 

implicaría que las bacteriocinas producidas por los probióticos evaluados tampoco 

tienen efecto sobre aquella especie. Este resultado es comparable parcialmente con 

nuestro trabajo, ya que no es factible sortear las demás moléculas presentes en el 

medio, las cuales posiblemente modularían de una forma u otra el mecanismo de la 

bacteriocina y su actividad antibacteriana. 

Es de particular interés comparar los resultados obtenidos del efecto de la 

bacteriocina sobre las dos especies del género Streptococcus evaluadas en este 
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estudio, puesto que se dieron respuestas significativamente distintas entre S. 

mutans ATCC 25175 y S. sanguinis SK36 bajo las mismas condiciones 

experimentales. Esto podría sugerir la existencia de mecanismos adaptativos que 

podrían ser nicho-dependientes y que toman relación con lo señalado anteriormente 

sobre la producción de otras moléculas liberadas al medio por parte de cada 

especie. Otra explicación de este fenómeno podría ser que a nivel de membrana 

celular existan diferencias estructurales entre una especie y otra, lo que impediría 

la acción antibacteriana de la molécula asociada a lisis celular; o incluso que exista 

una modulación del metabolismo a través de distintos receptores de membrana de 

una forma completamente distinta entre cada bacteria.  

A la fecha, no se han publicado estudios que evalúen la CI50 de Plantaricina-A sobre 

los microorganismos evaluados en este trabajo. No obstante, un estudio realizado 

en 2014 determinó la actividad inhibitoria de las Plantaricinas E/F/J/K sobre distintas 

bacterias acidolácticas, estableciendo la CI50 en un rango de 0,09~1,5 µg/ml (Pal & 

Srivastava, 2014). Estos valores son similares a los obtenidos en nuestro estudio. 

 Por otra parte, también es importante resaltar que el mayor efecto inhibitorio fue 

sobre L. casei ATCC 4646, obteniendo una CI50 de la bacteriocina de 0,53 ± 0,17 

μg/ml, siendo menor en comparación con la CI50 de 1,52 ± 1,0 μg/ml para 

Streptococcus mutans ATCC 25175. Esto se condice con lo reportado en estudios 

sobre el espectro de inhibición de las bacteriocinas producidas por bacterias 

acidolácticas y Bifidobacterium spp., las cuales presentan mayor toxicidad frente a 

especies relacionadas y filogenéticamente cercanas a las productoras  (Hatakka & 

Saxelin, 2008). Sin embargo, el péptido analizado en este estudio debe ser 

considerado como una bacteriocina de amplio espectro según lo publicado en la 

literatura, puesto que es capaz de presentar acción inhibitoria frente a bacterias 

pertenecientes a otro género distinto a la especie productora, como se evidenció en 

este estudio con Streptococcus mutans ATCC 25175 (Negash & Tsehai, 2020). 

El presente estudio postuló la hipótesis de que L. reuteri ATCC 5289 es capaz de 

producir una bacteriocina la cual presenta actividad antibacteriana selectiva frente 

a microorganismos orales asociados a salud y enfermedad. Analizados los 

resultados de la investigación, tanto in silico como in vitro, realizada en este trabajo, 
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es posible confirmar que la cepa probiótica Limosilactobacillus reuteri ATCC 5289 

presenta una bacteriocina con características de peso molecular, punto isoeléctrico 

y composición aminoacídica definida; y que ésta presenta actividad antibacteriana 

diferencial sobre las especies asociadas a enfermedad de caries L. casei ATCC 

4646 y S. mutans ATCC 25175, sin expresar actividad inhibitoria sobre la especie 

comensal S. sanguinis SK36, validándose la hipótesis propuesta. 

9. CONCLUSIONES 

En este trabajo se analizó la producción y posterior caracterización de una 

bacteriocina secretada por L. reuteri ATCC 5289; y si esta molécula presenta 

actividad antibacteriana específica sobre microorganismos asociados tanto a salud 

oral como enfermedad de caries, en donde se concluye que:  

1.- L. reuteri ATCC 5289 es capaz de producir y secretar una bacteriocina al medio 

externo. 

2.- La bacteriocina presenta un efecto inhibitorio en el crecimiento de L. casei ATCC 

4646 y S. mutans ATCC 25175. No se observó un efecto inhibitorio sobre S. 

sanguinis SK36 en las condiciones de este estudio. 

Estos resultados sugieren que la bacteriocina producida por L. reuteri cumple un rol 

en la actividad antibacteriana sobre otros microorganismos, la cual es dependiente 

de la especie involucrada y su entorno. 
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11. ANEXOS 

11.1. Anexo 1. 

Tabla 3. Tabla comparativa de las 137 secuencias de bacteriocinas de la base de datos BactiBase y el alineamiento a través del 

software BLASTp con los genomas disponibles de L. reuteri.  

Nombre 

bacteriocina 

Clasificación 

bacteriocina 

Productor según base 

de datos Bactibase secuencia de aminoácidos 

% de similitud 

en L. reuteri 

descripción 

BLASTp 

Acidocin 8912 Unclassified 

Lactobacillus 

acidophilus KTHYPTNAWKSLWKGFWESLRYTDGF 61,4 

ATP-binding 

cassette domain-

containing protein 

Acidocin A class IIA/YGNGV 

Lactobacillus 

acidophilus 

KTYYGTNGVHCTKKSLWGKVRLKNVIPGTL

CRKQSLPIKQDLKILLGWATGAFGKTFH 80 

isoleucine--tRNA 

ligase 

Acidocin B (AcdB) Unclassified 

Lactobacillus 

acidophilus 

NIYWIADQFGIHLATGTARKLLDAVASGASL

GTAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAA 52,9 

sugar porter family 

MFS transporter 

Acidocin J1132 β Class IIb 

Lactobacillus 

acidophilus GNPKVAHCASQIGRSTAWGAVSGA NS  

Acidocin LF221B 

(Gassericin K7 B) Unclassified Lactobacillus gasseri 

NKWGNAVIGAATGATRGVSWCRGFGPWG

MTACALGGAAIGGYLGYKSN 64,7 

Blp family class II 

bacteriocin 

Aureocin A53 Unclassified Staphylococcus aureus 

MSWLNFLKYIAKYGKKAVSAAWKYKGKVLE

WLNVGPTLEWVWQKLKKIAGL NS  

Avicin A class IIA/YGNGV Enterococcus avium 

TYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAISIIGNNSA

ANLATGGAAGWKS - - 

Bacillocin 1580 Class IIa Bacillus circulans 

VNYGNGVSCSKTKCSVNWGIITHQAFRVTS

GVASG - - 

Bacillocin 602 Class IIa 

Paenibacillus polymyxa 

(Bacillus polymyxa) 

ATYYGNGLYCNKQKHYTWVDWNKASREIG

KIIVNGWVQH NS  

Bacillocin B37 Unclassified 

Paenibacillus polymyxa 

(Bacillus polymyxa) FVYGNGVTSILVQAQFLVNGQRRFFYTPDK 81,8 hypothetical protein 
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Bacteriocin 31 Unclassified 

Enterococcus faecalis 

(Streptococcus faecalis) 

ATYYGNGLYCNKQKCWVDWNKASREIGKII

VNGNVQHGPWAPR 52,1 acetyltransferase 

Bacteriocin E50-52 Unclassified 

Enterococcus faecium 

(Streptococcus 

faecium) 

TTKNYGNGVCNSVNWCQCGNVWASCNLA

TGCAAWLCKLA - - 

Bacteriocin J46 Unclassified Lactococcus lactis KGGSGVIHTISHEVIYNSWNFVFTCCS 85,7 

DUF262 domain-

containing protein 

Bacteriocin L-1077 Class IIa 

Lactobacillus salivarius 

L-1077 (NRRL B-

50053) 

TNYGNGVGVPDAIMAGIIKLIFIFNIRQGYNF

GKKAT NS  

Bacteriocin T8 class IIa 

Enterococcus faecium 

T8 

TYYGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKIIV

NGWVNH NS  

Bavaricin-A class IIA/YGNGV Lactobacillus sakei 

KYYGNGVHXGKHSXTVDWGTAIGNIGNNAA

ANXATGXNAGG NS  

Bavaricin-MN class IIA/YGNGV Lactobacillus sakei 

TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQAAGGIGQ

TVVXGWLGGAIPGK NS  

Boticin B Unclassified Clostridium botulinum 

MQKPEIISADLGLCAVNEFVALAAIPGGAATF

AVCQMPNLDEIVSNAAYV - - 

Brevicin 27 Unclassified 

Lactobacillus brevis 

SB27 KKXXKKVAXTWGNAATAAASGAVKGILG   

Brochocin-c Unclassified Brochothrix campestris 
YSSKDCLKDIGKGIGAGTVAGAAGGGLAAG
LGAIPGAFVGAHFGVIGG NS 

Blp family class II 
bacteriocin 

Carnobacteriocin B2 
(Carnocin CP52) class IIA/YGNGV 

Carnobacterium 
piscicola 

VNYGNGVSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAG
INSFVSGVASGAGSIGRRP 66,7 hypothetical protein 

Carnobacteriocin 
BM1 
(Carnobacteriocin 
B1) class IIA/YGNGV 

Carnobacterium 
piscicola 

AISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVI
GGWASSLAGMGH - - 
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Carnobacteriocin-A 
(Piscicolin-61) 

class IIc, non 
subgrouped 
bacteriocins  

Carnobacterium 
piscicola 

DQMSDGVNYGKGSSLSKGGAKCGLGIVGG
LATIPSGPLGWLAGAAGVINSCMK NS  

Carnocin UI49 lantibiotic 
Carnobacterium sp 
(strain UI49) GSEIQPR   

Carnocyclin-A Unclassified 

Carnobacterium 
maltaromaticum 
(Carnobacterium 
piscicola) 

LVAYGIAQGTAEKVVSLINAGLTVGSIISILGG
VTVGLSGVFTAVKAAIAKQGIKKAIQL - - 

Cerein 7B Unclassified 
Bacillus cereus Bc7 
(CECT 5148) 

GWWNSWGKCVAGTIGGAGTGGLGGAAAG
SAVPVIGTGIGGAIGGVSGGLTGAATFC 62,5 

phage tail tape 
measure protein 

Circularin A Unclassified 
Geobacillus 
kaustophilus 

MSLLALVAGTLGVSQSIATTVVSIVLTGSTLIS
IILGITAILSGGVDAILEIGWSAFVATVKKIVAE
RGKAAAIAW - - 

Closticin 574 Unclassified 
Clostridium 
tyrobutyricum 

PNWTKIGKCAGSIAWAIGSGLFGGAKLIKIKK
YIAELGGLQKAAKLLVGATTWEEKLHAGGY
ALINLAAELTGVAGIQANCF NS  

Coagulin A Unclassified Bacillus coagulans 
KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGA
MAWATGGHQGTHKC NS  

Colicin-V (Microcin-
V) Unclassified Escherichia coli 

ASGRDIAMAIGTLSGQFVAGGIGAAAGGVA
GGAIYDYASTHKPNPAMSPSGLGGTIKQKP
EGIPSEAWNYAAGRLCNWSPNNLSDVCL 40 

tape measure 
protein 

Curvacin-A class IIA/YGNGV Lactobacillus curvatus 
ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGG
MISGWASGLAGM - - 

Curvalicin-28a Unclassified Lactobacillus curvatus TPVVNPPFLQQT   

Curvalicin-28b Unclassified Lactobacillus curvatus VAPFPEQFLX   

Curvalicin-28c Unclassified Lactobacillus curvatus NIPQLTPTP   

Curvaticin FS47 Unclassified Lactobacillus curvatus 
YTAKQCLQAIGSCGIAGTGAGAAGGPAGAF
VGAXVVXI NS  

Curvaticin L442 Unclassified 
Lactobacillus curvatus 
L442 AYPGNGVHCGKYSCTVDKQTAIGNIGNNAA 73,3 

YSIRK-type signal 
peptide-containing 
protein 
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Divercin V41 class IIa/YGNGV 
Carnobacterium 
divergens 

TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGQASGCIGQT
VVGGWLGGAIPGKC NS  

Divergicin 750 Unclassified 
Carnobacterium 
divergens 

KGILGKLGVVQAGVDFVSGVWAGIKQSAKD
HPNA 55,5 

lytic 
transglycosylase 

Divergicin A Class IIc 
Carnobacterium 
divergens 

AAPKITQKQKNCVNGQLGGMLAGALGGPG
GVVLGGIGGAIAGGCFN NS  

Divergicin M35 class IIa/YGNGV 

Carnobacterium 
divergens (Lactobacillus 
divergens) 

TKYYGNGVYCNSKKCWVDWGTAQGCIDVV
IGQLGGGIPGKGKC NS  

Durancin Q  Unclassified Enterococcus durans 

MQTIKELNTMELQEIIGGENDHRMPYELNRP
NNLSKGGAKCAAGILGAGLGAVGGGPGGFI
SAGISAVLGCM 46,4 

phage tail tape 
measure protein 

Durancin TW-49M Unclassified 
Enterococcus durans 
QU 49 

ENDHRMPYELNRPNNLSKGGAKCAAGILGA
GLGAVGGGPGGFISAGISAVLGCM 46,4 

phage tail tape 
measure protein 

Dysgalacticin Unclassified 
Streptococcus 
equisimilis 

NETNNFAETQKEITTNSEATLTNEDYTKLTS
EVKTIYTNLIQYDQTKNKFYVDEDKTEQYYN
YDDESIKGVYLMKDSLNDELNNNNSSNYSEI
INQKISEIDYVLQGNDINNLIPSNTRVKRSAD
FSWIQRCLEEAWGYAISLVTLKGIINLFKAGK
FEAAAAKLASATAGRIAGMAALFAFVATCGA
TTVS NS  

Enterocin 7A 
(Enterocin L50A) 

bacteriocins without 
sequence leader 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

MGAIAKLVAKFGWPIVKKYYKQIMQFIGEGW
AINKIIDWIKKHI NS  

Enterocin 96 Class II Enterococcus faecalis 
MSKRDCNLMKACCAGQAVTYAIHSLLNRLG
GDSSDPAGCNDIVRKYCK - - 

Enterocin A 
Class IIa, IIc 
(problematic) 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCI
AGMSIGGFLGGAIPGKC - - 

Enterocin AS-48 
(BACTERIOCIN AS-
48) Unclassified 

Enterococcus faecalis 
(Streptococcus faecalis) 

MAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSI
LTAVGSGGLSLLAAAGRESIKAYLKKEIKKK
GKRAVIAW 36,9 

MULTISPECIES: 
molybdopterin 
molybdotransferase 
MoeA 
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Enterocin B 

class IIc, non 
subgrouped 
bacteriocins 
(problematic) 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

ENDHRMPNELNRPNNLSKGGAKCGAAIAG
GLFGIPKGPLAWAAGLANVYSKCN NS  

Enterocin CRL35 
(Mundticin KS) Class IIa Enterococcus mundtii 

KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA
ANLATGGAAGWKS - - 

Enterocin HF class IIa 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNAA
ANLTTGGKAGWKG NS  

Enterocin K1 Leaderless 
Enterococcus faecium 
EnGen0026 

MKFKFNPTGTIVKKLTQYEIAWFKNKHGYYP
WEIPRC 36,3 

ISL3-like element 
ISSth1 family 
transposase 

Enterocin NKR-5-3B 
(Ent53B) Circular 

Enterococcus faecalis 
NKR-5-3 

LTANLGISSYAAKKVIDIINTGSAVATIIALVTA
VVGGGLITAGIVATAKSLIKKYGAKYAAAW - - 

Enterocin P 
Class IIa, IIb and IIc 
(problematic) 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

ATRSYGNGVYCNNSKCWVNWGEAKENIAG
IVISGWASGLAGMGH NS  

Enterocin Q Class IIc 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

MNFLKNGIAKWMTGAELQAYKKKYGCLPW
EKISC 53,8 

Ferrochelatase, 
protoheme ferro-
lyase 

Enterocin SE-K4 Class IIa 
Enterococcus faecalis 
(Streptococcus faecalis) 

ATYYGNGVYCNKQKCWVDWSRARSEIIDR
GVKAYVNGFTKVLGGIGGR NS  

Enterocin Xalpha Class IIb 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

SNDSLWYGVGQFMGKQANCITNHPVKHMII
PGYCLSKILG 57,1 

phosphatase PAP2 
family protein 

Enterocin Xbeta Class IIb 

Enterococcus faecium 
(Streptococcus 
faecium) 

IAPIIVAGLGYLVKDAWDHSDQIISGFKKGWN
GGRRK NS  

Enterolysin A class III 
Enterococcus faecalis 
(Streptococcus faecalis) 

ASNEWSWPLGKPYAGRYEEGQQFGNTAFN
RGGTYFHDGFDFGSAIYGNGSVYAVHDGKI
LYAGWDPVGGGSLGAFIVLQAGNTNVIYQE
FSRNVGDIKVSTGQTVKKGQLIGKFTSSHLH
LGMTKKEWRSAHSSWNKDDGTWFNPIPILQ 45,3 

peptidoglycan DD-
metalloendopeptida
se family protein 
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GGSTPTPPNPGPKNFTTNVRYGLRVLGGS
WLPEVTNFNNTNDGFAGYPNRQHDMLYIKV
DKGQMKYRVHTAQSGWLPWVSKGDKSDT
VNGAAGMPGQAIDGVQLNYITPKGEKLSQA
YYRSQTTKRSGWLKVSADNGSIPGLDSYAG
IFGEPLDRLQIGISQSNPF 

Epidermicin NI01 Unclassified 
Staphylococcus 
epidermidis 224 

MAAFMKLIQFLATKGQKYVSLAWKHKGTILK
WINAGQSFEWIYKQIKKLWA NS  

Fulvocin-C Unclassified Myxococcus fulvus 
ANCSCSTASDYCPILTFCTTGTACSYTPTGC
GTGWVYCACNGNFY NS  

Garvicin A IId Lactococcus garvieae 
IGGALGNALNGLGTWANMMNGGGFVNQW
QVYANKGKINQYRPY NS  

Garvicin ML Unclassified Lactococcus garvieae 
LVATGMAAGVAKTIVNAVSAGMDIATALSLF
SGAFTAAGGIMALIKKYAQKKLWKQLIAA NS  

Gassericin A Unclassified Lactobacillus gasseri 
IYWIADQFGIHLATGTARKLLDAMASGASLG
TAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAA NS  

Gassericin T 
(gassericin K7 B) Unclassified Lactobacillus gasseri 

RNNWAANIGGVGGATVAGWALGNAVCGPA
CGFVGAHYVPIAWAGVTAATGGFGKIRK 67,3 

Blp family class II 
bacteriocin 

Glycocin F Unclassified Lactobacillus plantarum 
KPAWCWYTLAMCGAGYDSGTCDYMYSHC
FGIKHHSSGSSSYHC 66,7 

formate 
acetyltransferase 

Halocin H4 Unclassified 

Halobacterium 
mediterranei (Haloferax 
mediterranei) 

DIAPPGPNGDPKSVQIDDKYTGAEMYGEGD
FRVGLGTDLTMYPPVYRESLGNGSGGWEF
DFTVCGSTACRFVDSNGDVKEDDKAKEMW
WQEINFNDINQDLYSRNDSDWVGSTPADTQ
PEFDYTDFALARDGVTLALTALNPAMGSLAL
GATYFLSDMVNWIASQHEDDSSLKRKWDY
DGLSGPLYADSSTYLLARDEMTSNSYESFTI
DNIAVAFPEFPVRTKYYVTFTAPDDPSTQSI
STLEEEGIYRVPATE NS  

Helveticin-J Unclassified Lactobacillus helveticus 

MKHLNETTNVRILSQFDMDTGYQAVVQKGN
VGSKYVYGLQLRKGATTILRGYRGSKINNPI
LELSGQAGGHTQTWEFAGDRKDINGEERA
GQWFIGVKPSKIEGSKIIWAKQIARVDLRNQ
MGPHYSNTDFPRLSYLNRAGSNPFAGNKM 32,1 

YSIRK-type signal 
peptide-containing 
protein 
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THAEAAVSPDYTKFLIATVENNCIGHFTIYNL
DTINEKLDEKGNSEDVNLETVKYEDSFIIDNL
YGDDNNSIVNSIQGYDLDNDGNIYISSQKAP
DFDGSYYAHH 

Hiracin JM79 Class II sec-dependent 
Enterococcus hirae 
DCH5 

ATYYGNGLYCNKEKCWVDWNQAKGEIGKII
VNGWVNHGPWAPRR 58,3 hypothetical protein 

Lactacin-F (lafA) class IIB Lactobacillus johnsonii 
RNNWQTNVGGAVGSAMIGATVGGTICGPA
CAVAGAHYLPILWTAVTAATGGFGKIRK 51,9 

Blp family class II 
bacteriocin 

Lactacin-F (lafX) class IIB Lactobacillus johnsonii 
NRWGDTVLSAASGAGTGIKACKSFGPWGM
AICGVGGAAIGGYFGYTHN 51,1 

Blp family class II 
bacteriocin 

Lacticin 3147 A1 Lantibiotic 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis 

CSTNTFSLSDYWGNNGAWCTLTHECMAW
CK 57,1 phage tail protein 

Lacticin 3147 A2 Lantibiotic 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis TTPATPAISILSAYISTNTCPTTKCTRAC NS  

Lacticin 481 
(Lactococcin DR) Lantibiotic 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis KGGSGVIHTISHECNMNSWQFVFTCCS 45,5 elongation factor G 

Lactobin-A 
(Amylovorin-L471) class IIB 

Lactobacillus 
amylovorus 

NRWTNAYSAALGCAVPGVKYGKKLGGVWG
AVIGGVGGAAVCGLAGYVRKG 42,8 

Blp family class II 
bacteriocin 

Lactocin-705 Class IIb Lactobacillus paracasei GMSGYIQGIPDFLKGYLHGISAANKHKKGRL NS  

Lactocin-S Lantibiotic Lactobacillus sakei L45 
STPVLASVAVSMELLPTASVLYSDVAGCFKY
SAKHHC - - 

Lactococcin MMFII class IIA/YGNGV 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis 

TSYGNGVHCNKSKCWIDVSELETYKAGTVS
NPKDILW NS  

Lactococcin-A Unclassified 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
cremoris), cremoris 

KLTFIQSTAAGDLYYNTNTHKYVYQQTQNAF
GAAANTIVNGWMGGAAGGFGLHH 34,3 

hypothetical protein 
DKZ22_13690 

Lactococcin-B Unclassified 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
cremoris), cremoris 

SLQYVMSAGPYTWYKDTRTGKTICKQTIDT
ASYTFGVMAEGWGKTFH NS  
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Lactococcin-G α Unclassified 

Lactococcus lactis 
subsp. lactis 
(Streptococcus lactis) 

GTWDDIGQGIGRVAYWVGKAMGNMSDVN
QASRINRKKKH - - 

Lactococcin-G β Unclassified 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis 

KKWGWLAWVDPAYEFIKGFGKGAIKEGNK
DKWKNI NS  

Leucocin C class IIA/YGNGV 
Leuconostoc 
mesenteroides 

KNYGNGVHCTKKGCSVDWGYAWTNIANNS
VMNGLTGGNAGWHN - - 

Leucocin N Class IId 

Leuconostoc 
pseudomesenteroides 
QU 15 

KGLGKLIGIDWLLGQAKDAVKQYKKDYKRW
H NS  

Leucocin Q Class IId 

Leuconostoc 
pseudomesenteroides 
QU 15 

KGLGKLIGIDWLLGQAKDAVKQYKKDYKRW
H NS  

Leucocin-A 
(Leucocin A-UAL 
187) class IIA/YGNGV Leuconostoc gelidum 

KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRL
ANGGNGFW NS  

Leucocin-B Unclassified 
Leuconostoc 
mesenteroides 

KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKK
HR - - 

Leucocin-B 
(Leucocin B-Ta11a) class IIA/YGNGV Leuconostoc carnosum 

KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRL
ANGGNGFW NS  

Lichenin Unclassified Bacillus licheniformis ISLEICXIFHDN 66,6 
DUF72 domain-
containing protein 

Linocin M18 Unclassified Brevibacterium linens 

MNNLYRELAPIPGPAWAEIEEEARRTFKRNI
AGRRIVDVAGPTGFETSAVTTGHIRDVQSET
SGLQVKQRIVQEYIELRTPFTVTRQAIDDVA
RGSGDSDWQPVKDAATTIAMAEDRAILHGL
DAAGIGGIVPGSSNAAVAIPDAVEDFADAVA
QALSVLRTVGVDGPYSLLLSSAEYTKVSEST
DHGYPIREHLSRQLGAGEIIWAPALEGALLV
STRGGDYELHLGQDLSIGYYSHDSETVELYL
QETFGFLA NS  
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Listeriocin 743A Class IIa Listeria innocua 
KSYGNGVQCNKKKCWVDWGSAISTIGNNS
AANWATGGAAGWKS - - 

Mesentericin Y105 class IIA/YGNGV 
Leuconostoc 
mesenteroides 

KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRL
ANGGNGFW NS  

Microcin B17 
(MccB17) Unclassified Escherichia coli 

VGIGGGGGGGGGGSCGGQGGGCGGCSN
GCSGGNGGSGGSGSHI - - 

Microcin E492 Unclassified Klebsiella pneumoniae 

GETDPNTQLLNDLGNNMAWGAALGAPGGL
GSAALGAAGGALQTVGQGLIDHGPVNVPIP
VLIGPSWNGSGSGYNSATSSSGSGS NS  

Microcin-24 Unclassified Escherichia coli 

AGDPLADPNSQIVRQIMSNAAWGPPLVPER
FRGMAVGAAGGVTQTVLQGAAAHMPVNVP
IPKVPMGPSWNGSKG NS  

Mundticin class IIA/YGNGV Enterococcus mundtii 
KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA
ANLATGGAAGWSK - - 

Mundticin KS Unclassified Enterococcus mundtii 
KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA
ANLATGGAAGWKS - - 

Mundticin L class IIA/YGNGV Enterococcus mundtii 
KYYGNGLSCNKKGCSVDWGKAIGIIGNNSA
ANLATGGAAGWKS - - 

Nisin A Lantibiotic 

Lactococcus lactis 
subsp (Streptococcus 
lactis), lactis 

ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIH
VSK - - 

Nukacin ISK-1 Lantibiotic Staphylococcus warneri KKKSGVIPTVSHDCHMNSFQFVFTCCS NS  

Pediocin PA-1 
(Pediocin ACH) class IIA/YGNGV Pediococcus acidilactici 

KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGA
MAWATGGHQGNHKC NS  

Penocin A class IIA/YGNGV 

Pediococcus 
pentosaceus ATCC 
25745 

KYYGNGVHCGKKTCYVDWGQATASIGKIIV
NGWTQHGPWAHR NS  

Pentocin KCA1 
Cyclic bacteriocin 
(Class V) 

Lactobacillus pentosus 
KCA1 

IVWLANKFGVHLTNHLTNSILNAVSNGSSLG
SAFAVIAGVTLPGWAVAAVGALGATAA NS  

Piscicolin 126 class IIA/YGNGV 
Carnobacterium 
piscicola 

KYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGIIGNNAA
ANLTTGGAAGWNKG - - 
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Pisciocin V1a class IIa 
Carnobacterium 
piscicola 

KYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGIIGNNAA
ANLTTGGAAGWNKG - - 

Pisciocin V1b class IIa 
Carnobacterium 
piscicola 

AISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVI
GGWASSLAGMGH - - 

Plantaricin 1.25 β Unclassified Lactobacillus plantarum 
KKKKKKVACTWGNAATAAASGAVXGILGGP
TGALAGAIWGVSQCASNNLHGMH 48,3 

SHOCT domain-
containing protein 

Plantaricin 423 class IIa Lactobacillus plantarum 
KYYGNGVTCGKHSCSVNWGQAFSCSVSHL
ANFGHGKC - - 

Plantaricin ASM1 Unclassified Lactobacillus plantarum 
KPAWCWYTLAMCGAGYDSGTCDYMYSHC
FGVKHSSGGGGSYHC 66,7 

formate 
acetyltransferase 

Plantaricin C19 Class IIa Lactobacillus plantarum 
KYYGNGLSCSKKGCTVNWGQAFSCGVNRV
ATAGHGK NS  

Plantaricin E Unclassified Lactobacillus plantarum 
FNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKS
IR - - 

Plantaricin F Class IIb Lactobacillus plantarum 
VFHAYSARGVRNNYKSAVGPADWVISAVR
GFIHG NS  

Plantaricin J Class IIb Lactobacillus plantarum GAWKNFWSSLRKGFYDGEAGRAIRR 70 
tape measure 
protein 

Plantaricin K Unclassified Lactobacillus plantarum 
RRSRKNGIGYAIGYAFGAVERAVLGGSRDY
NK NS  

Plantaricin NC8 α Unclassified Lactobacillus plantarum 
MDKFEKISTSNLEKISGGDLTTKLWSSWGY
YLGKKARWNLKHPYVQF NS  

Plantaricin NC8 β Unclassified Lactobacillus plantarum 
MNNLNKFSTLGKSSLSQIEGGSVPTSVYTLG
IKILWSAYKHRKTIEKSFNKGFYH - - 

Plantaricin W α 
Lantibiotic (two-
peptide) Lactobacillus plantarum KCKWWNISCDLGNNGHVCTLSHECQVSCN NS  

Plantaricin W β 
Lantibiotic (two-
peptide) Lactobacillus plantarum 

SGIPCTIGAAVAASIAVCPTTKCSKRCGKRK
K - - 

Plantaricin-A IIc 
Lactobacillus 
plantarum AYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW 100 bacteriocin 
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Propionicin SM1 Unclassified 
Propionibacterium 
jensenii 

MNKTHKMATLVIAAILAAGMTAPTAYADSPG
NTRITASEQSVLTQILGHKPTQTEYNRYVET
YGSVPTEADINAYIEASESEGSSSQTAAHDD
STSPGTSTEIYTQAAPARFSMFFLSGTWITR
SGVVSLSLKPRKGGIGNEGDERTWKTVYDK
FHNAGQWTRYKNNGVDASMKKQYMCHFK
YGMVKTPWNLEPHKKAADVSPVKCN 32 

ISL3 family 
transposase 

Propionicin T1 Unclassified 
Propionibacterium 
thoenii 

VPGGCTYTRSNRDVIGTCKTGSGQFRIRLD
CNNAPDKTSVWAKPKVMVSVHCLVGQPRSI
SFETK NS  

Reutericin 6 class II 
Lactobacillus reuteri 
LA6 

IYWIADQFGIHLATGTARKLLDAMASGASLG
TAFAAILGVTLPAWALAAAGALGATAA NS  

Rhamnosin A 
(fragmento) Unclassified 

Lactobacillus 
rhamnosus AVPAVRKTNETLD   

Sakacin G Class IIa Lactobacillus sakei 
KYYGNGVSCNSHGCSVNWGQAWTCGVNH
LANGGHGVC NS  

Sakacin-A class IIA/YGNGV Lactobacillus sakei 
ARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGG
MISGWASGLAGM - - 

Sakacin-P (Sakacin 
674) class IIA/YGNGV Lactobacillus sakei 

KYYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNA
AANWATGGNAGWNK NS  

Serracin-P (N-
terminal amino acid 
sequence of the 43-
kDa serracin P 
subunit) Phage-Tail-Like Serratia plymuthica DYHHGVRVL   

Sublancin 168 Lantibiotic Bacillus subtilis 
GLGKAQCAALWLQCASGGTIGCGGGAVAC
QNYRQFCR - - 

Subtilosin Unclassified Bacillus subtilis 
MKLPVQQVYSVYGGKDLPKGHSHSTMPFL
SKLQFLTKIYLLDIHTQPFFI NS  

Subtilosin-A Unclassified Bacillus subtilis 
NKGCATCSIGAACLVDGPIPDFEIAGATGLF
GLWG - - 

Thermophilin 13 Unclassified 
Streptococcus 
thermophilus 

QINWGSVVGHCIGGAIIGGAFSGGAAAGVG
CLVGSGKAIINGL NS  
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Thermophilin A Unclassified 
Streptococcus 
thermophilus 

GALWGAPAGGVGALPGAFVGAHVGAIAGG
FACMGGMIGNKFN 61,1 hypothetical protein 

Thuricin-S 
(secuencia parcial) Unclassified 

Bacillus thuringiensis 
subsp, entomocidus DWTXWSXLVXAACSVELL NS  

Ubericin A Class IIa Streptococcus uberis 
KTVNYGNGLYCNQKKCWVNWSETATTIVN
NSIMNGLTGGNAGWHSGGRA NS  

Uberolysin Unclassified 
Streptococcus uberis 
strain 42 

LAGYTGIASGTAKKVVDAIDKGAAAFVIISIIS
TVISAGALGAVSASADFIILTVKNYISRNLKAQ
AVIW - - 

UviB Unclassified Clostridium perfringens 
ILFSYLLFYVLKENSKREDKYQNIIEELTELLP
KIKEDVEDIKEKLNK NS  

Variacin Lantibiotic, Type A Micrococcus varians GSGVIPTISHECHMNSFQFVFTCCS 61,1 hypothetical protein 

Weissellin A Class IIa 
Weissella 
paramesenteroides DX 

KNYGNGVYCNKHKCSVDWATFSANIANNS
VAMAGLTGGNAGNK NS 

 

NS: no significativo.
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11.2. Anexo 2. Parámetros estructurales de la secuencia de 

bacteriocina encontrada en el genoma de L. reuteri a través del 

programa EMBOSS Pepstats. 
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11.3. Anexo 3. Certificado de inscripción de proyecto PRIODO. 

 


