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Resumen

Las endolisinas son enzimas responsables de degradar la pared celular bacteriana, paso esencial para la
liberacion de nuevas particulas virales producidas por los bacteriéfagos. En el caso de los fagos que
infectan bacterias &cido lacticas (BAL), la marcada afinidad de estas enzimas por los componentes de la
envoltura bacteriana las convierte en herramientas biotecnolégicas particularmente prometedoras. Su
estructura modular, formada por un dominio catalitico (EAD) y un dominio de unién a la pared celular
(CBD), permite combinar funciones y crear variantes quimeras con nuevas especificidades. Ademas, esta
arquitectura les otorga una notable flexibilidad funcional, permitiendo su reingenieria para fines
antimicrobianos, diagnésticos y biotecnologicos. En el &mbito alimentario, se han aplicado exitosamente al
control de biofilms, la bioconservacion de carnes, lacteos y vegetales, y el desarrollo de biosensores
basados en dominios CBD para la deteccidn rapida de patégenos. Mas recientemente, los CBDs derivados
de endolisinas estan siendo aprovechados como anclas naturales para la exhibicion superficial de proteinas
heterdlogas en BAL, lo que permite funcionalizarlas sin recurrir a modificaciones genéticas. Esto ofrece una
estrategia innovadora para desarrollar probidticos funcionales de nueva generacién, vacunas orales y
sistemas terapéuticos seguros.
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Abstract

Endolysins are phage-encoded enzymes that hydrolyze the bacterial cell wall to facilitate the release of
newly assembled viral progeny. In bacteriophages infecting lactic acid bacteria (LAB), these enzymes
exhibit a pronounced affinity for cell envelope components, positioning them as promising biotechnological
tools. Their modular architecture, typically composed of an enzymatically active domain (EAD) and a cell



wall-binding domain (CBD), enables the combination of distinct functional modules and the generation of
chimeric variants with tailored specificities. This structural versatility underlies their reengineering for diverse
applications in antimicrobial therapy, diagnostics, and industrial biotechnology. Within the food and
fermentation sectors, endolysins have been successfully employed for biofilm control, biopreservation of
meat, dairy, and vegetable products, and the development of CBD-based biosensors for rapid pathogen
detection. More recently, CBDs derived from endolysins have been harnessed as natural anchoring
modules for the surface display of heterologous proteins in LAB, providing a genetic modification—free and
innovative strategy for the development of next-generation functional probiotics, oral vaccines, and safe
therapeutic delivery platforms.
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¢, Qué son las endolisinas de fagos de BAL?

Desde hace siglos, las bacterias &cido lacticas (BAL) se utilizan ampliamente en la fermentacion de
alimentos, asi como en la produccién de compuestos de alto valor agregado. Muchas de ellas son
consideradas GRAS (“generally recognized as safe”), es decir, generalmente reconocidas como seguras
por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos). Ademas, numerosas
cepas de BAL habitan de forma natural las superficies mucosas de humanos y animales, siendo parte
fundamental de los microbiomas intestinal y vaginal. Adicionalmente, algunas de ellas son probiéticas, o
“microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para
la salud del hospedador” segun la definicion clasica formulada por la OMS [1]. En los Ultimos afos, las BAL
y especialmente las bacterias del grupo de los lactobacilos, han despertado gran interés como plataformas
naturales para la exposicion de proteinas en su superficie, abriendo nuevas posibilidades en aplicaciones
industriales, alimentarias y biomédicas, como la entrega oral de vacunas o proteinas terapéuticas.

Las endolisinas, o lisinas de fagos, son enzimas producidas al final del ciclo replicativo de los bacteriofagos
gue degradan el peptidoglicano de la pared celular bacteriana para liberar las nuevas particulas virales.
Este proceso forma parte del sistema litico desarrollado por los fagos, que involucra la accién coordinada
de dos tipos de proteinas: holinas y endolisinas. Las holinas perforan la membrana citoplasmatica de la
bacteria, permitiendo el acceso de las endolisinas al peptidoglicano, que lo degradan desde el interior,
provocando finalmente la lisis celular (Figura 1).

En los fagos que infectan bacterias Gram-positivas —entre ellas las bacterias &cido lacticas como
Lactobacillus, Lacticaseibacillus y Lactococcus—, las endolisinas presentan una marcada afinidad por los
componentes de la envoltura celular, lo que las convierte en candidatas ideales para su aplicacion en
sistemas biotecnolégicos [2, 3]. Estas endolisinas poseen una organizacion modular bien definida,
compuesta por tres regiones principales:

e Un dominio catalitico activo (EAD, enzymatically active domain), localizado tipicamente en el
extremo N-terminal, que cataliza la ruptura de enlaces especificos del peptidoglicano, como N-
acetilmuramidasa, glucosaminidasa, amidasa o endopeptidasa [4, 5].

e Un dominio de unién a la pared celular (CBD, cell wall binding domain), situado generalmente en el
extremo C-terminal, que reconoce con alta especificidad componentes estructurales como



carbohidratos, proteinas asociadas al peptidoglicano o polimeros secundarios de pared, anclando la
enzima al sitio de accién [6].

e Una region flexible de enlace (“linker”) que conecta los modulos y permite su movilidad estructural.
En algunos casos, las endolisinas presentan mdultiples EADs o CBDs, o arquitecturas ain mas
complejas [7].
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Figura 1: Representacion grafica de un tipico proceso de infeccién, multiplicacion y liberacién de bacteriéfagos liticos
de bacterias acido lacticas. Incluye detalle sobre el modo de accion del sistema holina-endolisina y, como ejemplo, la
estructura de la endolisina del fago PL-1, generada con Alpha Fold 3 [8].

Estas enzimas, pueden inducir lisis de manera exdgena sobre bacterias susceptibles en ausencia del fago y
han demostrado potencial terapéutico tanto in vitro como in vivo. Ademas, la funcion de cada médulo es
complementaria y sinérgica: mientras el CBD dirige la enzima hacia el blanco bacteriano con alta afinidad y
especificidad, el EAD ejecuta la hidrdlisis del peptidoglicano. Esta modularidad funcional posibilita el
intercambio o redisefio de dominios para generar variantes o quimeras con nuevas especificidades o
actividades ampliadas, ofreciendo un marco flexible para la ingenieria racional de endolisinas con fines
biotecnoldgicos y terapéuticos [5].

Aplicaciones biotecnoldgicas de las endolisinas

Las endolisinas han cobrado una creciente relevancia como herramientas versatiles en biotecnologia,
medicina y la industria alimentaria, debido a su especificidad y modularidad funcional. Una de las



principales aplicaciones reside en el control dirigido de bacterias sensibles, actuando como enzibi6ticos con
propiedad antimicrobiana altamente especificos capaces de lisar rApidamente bacterias patégenas, lo que
las posiciona como alternativas promisorias a los antibiéticos tradicionales en salud humana y animal [9].
Numerosos estudios han demostrado su actividad de amplio espectro contra bacterias Gram- positivas,
incluyendo endolisinas como Pal, derivada de un fago neumocdcico, capaz de erradicar 15 serotipos
prevalentes de Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina [10] y phill, con potente accion frente a
diversas especies de Staphylococcus, entre ellas Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
[11]. Otras endolisinas, como ClyR, ClyJ, ClyV, ClyC, SAL200, LysK y Cpl-1, también han mostrado eficacia
frente a Gram-positivas [12-16]. Mas recientemente, se han identificado endolisinas activas contra
bacterias Gram-negativas multirresistentes, como LysAB54, LysP53 y LysPA26, con accién sobre
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli [17-19].

A diferencia de los antibidticos convencionales, las endolisinas no alteran significativamente la microbiota
natural del hospedador, preservando el equilibrio microbiano que actia como barrera protectora frente a
patdgenos [19, 20]. Su especificidad reduce el riesgo de disbiosis y de transferencia de genes de
resistencia, ofreciendo asi una alternativa mas segura. Ademas, pueden estimular el sistema inmune sin
neutralizar su propia accién antimicrobiana [21] . Estas propiedades convierten a las endolisinas en una
alternativa innovadora a los antibidticos de amplio espectro, con aplicaciones potenciales tanto en salud
humana como en biotecnologia alimentaria.

En este Ultimo aspecto, las endolisinas se han consolidado como herramientas versatiles para mejorar la
seguridad alimentaria, con aplicaciones que van desde el control de biofilms hasta la deteccion rapida de
patégenos alimentarios. Los biofilms bacterianos, estructuras organizadas que confieren alta resistencia a
desinfectantes y antibidticos, representan un desafio persistente en la industria alimentaria [22]. Diversas
endolisinas como LysCSA13, ?11, Lys109, LysP108, XZ.700 y LysK, han demostrado eliminar biofilms de
Staphylococcus aureus en acero inoxidable, vidrio y poliestireno [23], mientras que otras, como PlyLM, 293-
amidasa y Lys68, ejercen su accion contra Listeria monocytogenes y Salmonella [24, 25].

En el ambito veterinario y carnico, las endolisinas ofrecen alternativas al uso de antibidticos en produccion
animal, reduciendo el riesgo de transmision de bacterias resistentes. Ejemplos notables incluyen phiSM101,
eficaz contra Clostridium perfringens, y LysSE24, activa frente a Salmonella en aves [26, 27]. La carne es
un importante vehiculo de infecciones transmitidas por alimentos. La endolisina LysSA11 mostr6 una
reduccion de 3 log UFC/mL de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) en jamén
almacenado a temperatura de refrigeracion (4 °C) [28]. Por su parte, la endolisina Trx-SAl redujo
eficazmente la presencia de S. aureus en ubres bovinas, pudiendo emplearse como un bioconservante
alternativo para minimizar la contaminacion por este microorganismo durante el almacenamiento de
productos alimenticios [29]. En productos lacteos y vegetales, multiples endolisinas, como LysH5, LysSA97,
LysZ5 y PlyP100, han demostrado eliminar Listeria en leche y quesos [30] e incluso prevenir el “late
blowing” (hinchamiento por acumulacién de gases en el interior) en quesos duros causado por Clostridium
tyrobutyricum [31]. En vegetales, endolisinas como LysP53 y cpp-lys reducen Salmonella y Clostridium
perfringens en lechuga, actuando como bioconservantes naturales [32, 33].

Por otro lado, y mas alla de la funcion litica, los dominios de unién a pared celular (CBD) derivados de
endolisinas estan revolucionando la deteccion rapida de patégenos alimentarios. Los CBD fusionados a
proteinas fluorescentes permiten identificar especies especificas con una sensibilidad comparable a la de
los anticuerpos, como en el caso de Listeria y Staphylococcus aureus en leche y quesos [34, 35]. Su alta



especificidad, estabilidad y seguridad posicionan a las endolisinas y sus CBD como biocontroladores y
biosensores de nueva generacién, con un enorme potencial en la biotecnologia alimentaria moderna
(Figura 2).

La modularidad estructural de las endolisinas también ha impulsado el disefio de proteinas quiméricas, en
las que se combinan dominios EAD y CBD provenientes de diferentes fagos para modificar la especificidad
o ampliar el rango de accion. Esta capacidad de “reensamblar’ modulos funcionales convierte a las
endolisinas en una valiosa plataforma de ingenieria de proteinas, aplicable tanto en control bacteriano
como en biocatalisis dirigida [36].

Finalmente, en contextos alimentarios y probiéticos, las endolisinas se estan integrando en estrategias
innovadoras para el control microbiano en matrices fermentadas y para la exhibicién superficial de
moléculas funcionales en BAL. Su compatibilidad con bacterias lacticas y la posibilidad de utilizar sus
dominios CBD como anclas superficiales las convierte en aliadas naturales para el desarrollo de productos
funcionales seguros y libres de OGM y que discutiremos en la proxima seccion.

Control de Accion ’ [ 3 h
% , ’ f’ patégenos en como o Ry e

Endolisinas naturales

@ 2 tari '.'l v  enzibidtico o\ S5
: ~* veterinaria y carne ‘ )

, > J
&Y Control de

Accion como biofilms
bioconservante natural

Aplicaciones
de las endolisinas

MR bbb,
» v,

»

-
-
<

Log niiV

7‘1 At
B AAAAARAARARRAARRAA

Exhibicién de moléculas
funcionales en BAL

Deteccion
de patdégenos en alimentos

Biocatdlisis dirigida

Accidn enzibidtica de rango ampliado ‘ \ ® Endolisinas modificadas

]
N ’ L. CBD de
CBD de / EAD de TOU00 _._ Fluoréfors Péptido e
endolisina endolisina Linker ‘== funcional i
= moléculas

Figura 2: Resumen grafico de las diversas aplicaciones de endolisinas, tanto las encontradas en la naturaleza, como
moléculas derivadas de ellas, aprovechando su modularidad.



Dominio CBD como carrier para la exposicion de péptidos/proteinas funcionales en BAL

Una de las estrategias mas innovadoras en biotecnologia alimentaria es aprovechar el dominio de union a
pared celular de las endolisinas para la exhibicion de proteinas heterdlogas en la superficie de bacterias
acido lacticas. En este enfoque, el CBD actlla como un ancla altamente especifica: se une con gran
afinidad a la pared de una cepa BAL, mientras que la proteina funcional que puede ser por ejemplo una
enzima, un antigeno o una proteina terapéutica se fusiona al CBD. En una primera instancia, la validacion
de la capacidad de anclaje suele realizarse utilizando proteinas de fusibn que incorporan un reportero
fluorescente, como GFP, lo que permite visualizar y cuantificar la unién a la superficie bacteriana.

Estas proteinas de fusion se producen en sistemas heterdlogos de Escherichia coli y posteriormente se
emplean para recubrir la superficie celular de las bacterias acido lacticas in vitro. De esta forma, la proteina
funcional queda expuesta en alta densidad sobre la superficie bacteriana, sin necesidad de modificar
genéticamente la cepa, preservando asi su caracter probiotico y su estatus de seguridad alimentaria (Figura
3). Finalmente se obtiene una formulacion bacteriana con una arquitectura que presenta multiples ventajas:

Alta especificidad de union del CBD al huésped BAL.:

Lo que permite una “decoracion” eficiente, localizada y estable de la superficie bacteriana. Por ejemplo, se
ha demostrado que ciertos CBDs de endolisinas de fagos Gram-positivos reconocen blancos especificos de
la superficie bacteriana (peptidoglicano, polisacaridos secundarios de pared celular y proteinas) con
afinidad comparable o incluso superior a anticuerpos [37].

Modularidad:

El CBD puede fusionarse de forma relativamente sencilla con una proteina heteréloga, formando un
constructo “CBD-proteina funcional” sin alterar el genoma de la BAL, lo que facilita el disefio de
plataformas variadas y adaptables. La ingenieria de disefio de estas proteinas quiméricas se lleva a cabo
generalmente en sistemas heterdlogos de Escherichia coli, donde se produce y purifica la proteina
recombinante antes de su aplicacién sobre las bacterias acido lacticas. En una etapa posterior, el
constructo purificado se incuba con las BAL, permitiendo el anclaje especifico por medio del dominio CBD a
los componentes de la pared celular y la exhibicién superficial controlada de la proteina funcional en alta
densidad, sin necesidad de modificar genéticamente las cepas utilizadas [1].
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Figura 3: Esquema del sistema de exhibicion de proteinas heterblogas en la superficie de BAL. El método se basa en
la produccion recombinante en E. coli de proteinas de fusiéon que combina un gen reportero (GFP) con el dominio de
unién a pared de la endolisina del fago PL-1 (CBDLys). Luego de la purificacién de la proteina recombinante, ésta se
incuba con BAL viables en un tipico ensayo de binding, donde el CBD interactlia especificamente con componentes
del peptidoglicano. El resultado es una poblacion de BAL funcionalizadas externamente con proteinas heterdlogas,



aptas para aplicaciones biotecnoldgicas (adaptado de [38]).
Compatibilidad con BAL como vehiculo:

Muchas bacterias acido lacticas son reconocidas como seguras en alimentos y ampliamente utilizadas
como cepas probidticas. Al exhibir proteinas funcionales en su superficie, no solo se mantienen sus
caracteristicas tecnoldgicas y de seguridad alimentaria, sino que ademas se conservan sus propiedades
biologicas inherentes (como la viabilidad, la tolerancia a las condiciones gastrointestinales, la capacidad de
colonizacion intestinal, la exclusiébn competitiva de patdgenos y la inmunomodulacién). Esta combinacion
convierte a las BAL en vehiculos naturales y biocompatibles para la administracion oral de
proteinas/péptidos bioactivos o para la funcionalizacion de alimentos fermentados, permitiendo el desarrollo
de productos con beneficios adicionales para la salud sin comprometer su condicidbn de microorganismos
seguros.

La no utilizaciéon de organismos genéticamente modificados (OGM):

En el contexto alimentario y de probioticos, la percepcion y la normativa respecto a organismos
genéticamente modificados pueden suponer barreras. La estrategia de usar un dominio CBD recombinante
para “decorar” BAL de manera exdgena sin alterar su genoma evita que la cepa sea considerada un OGM.
Esto facilita la aceptacién regulatoria, reduce la necesidad de certificaciones prolongadas y complejas y
aumenta la viabilidad comercial del sistema. Se mantiene la “naturalidad” de la cepa probiética o
fermentativa, lo que se traduce en una ventaja en el sector de alimentos funcionales.

En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha desarrollado y caracterizado un sistema basado en el
dominio de union a pared celular (CBDLYs) de laendolisina del fago PL-1 como plataforma de anclaje para
la exhibicién superficial de proteinas funcionales en BAL sin modificacién genética[1]. Los resultados han
demostrado una alta capacidad de union del CBDLys ala superficie de Lacticaseibacillus paracasel ATCC
27092, con aproximadamente 7 x 108 moléculas unidas por célula, 1o que confirmalaeficienciadel anclaje
de manera no covalente. Ademés, observamos que €l precrecimiento de la cepa bajo condiciones de estrés
osmoatico produjo modificaciones estructurales en la envoltura celular, traducidas en unareduccion en los
niveles de acidos lipoteicoicos y polisacaridos, junto con una menor O-acetilacion del peptidoglicano, siendo
este Ultimo el blanco principal de union de CBDLYys. Los cambios anivel de envoltura bacteriana conllevan a
aumentar la accesibilidad de los sitios de union del CBD, optimizando la eficiencia del anclgje sin afectar la
viabilidad celular (Figura4). En contraste con tratamientos agresivos, como el uso de écido tricloroacético
(TCA) [39], que eliminan componentes de la pared celular y aumentan la union de los dominios ancla pero a
costa de destruir lacélula, el precrecimiento en condiciones de estrés osmético (0.75 M NaCl) demostré ser
una alternativa seguray eficaz. Este tratamiento permitio incrementar casi tres veces la capacidad de anclgje
del dominio CBDLYys, manteniendo laintegridad estructural y la viabilidad de |as bacterias acido l4cticas.
Ademés, nuestra estrategia mostré al cance en otras cepas con caracteristicas probiéticas o potencia mente
probidticas. El CBDLYs se uni6 eficazmente no solo a Lacticaseibacillus paracasei ATCC 27092, sino
también a Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus sakei y Lacticaseibacillus casei, aunque con
menor afinidad en cepas con capas protectoras de S-layer o exopolisacaridos como Lactobacillus acidophilus
y Lactococcus lactis.
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Figura 4: Representacion grafica de la adhesion de GFP-CBDLys y la variacién de la estructura de pared de
Lacticaseibacillus paracasei ATCC 27092 entre condiciones control y de estrés salino. Cada representacién se
encuentra acompafiada por las imagenes correspondientes de microscopia confocal (de contraste de fase y de
fluorescencia). Se observa un considerable aumento de la fluorescencia al realizar el ensayo de binding sobre
bacterias pre-crecidas en condiciones de estrés salino.

La estrategia de pre-crecimiento en NaCl representa una herramienta simple, segura y biocompatible para
optimizar la unién del dominio ancla a la superficie de las BAL. A diferencia de otros tratamientos quimicos
que comprometen la integridad celular, la exposicion moderada a sales genera una respuesta adaptativa
osmotica que modifica de manera controlada la estructura de la envoltura bacteriana, sin afectar la
viabilidad ni el estatus seguro de las cepas. Esta adaptacion incrementa la accesibilidad del peptidoglicano
al dominio de unién CBD de la endolisina mejorando significativamente la eficiencia del anclaje.

Por otra parte, recordemos que los lactobacilos son habitantes importantes de la microflora normal del
tracto gastrointestinal, y algunas cepas han sido seleccionadas como cultivos probioticos. Una propiedad
importante de estos microorganismos es su capacidad para interactuar con células epiteliales en el tracto
intestinal, lo que puede promover la retencién y la comunicacion entre el huésped y las bacterias. En este
contexto, hemos evaluado la capacidad de adhesién a mucinas, principal componente del moco intestinal,
como un modelo in vitro que permite estimar el potencial de interaccion de las bacterias con la mucosa y
predecir su capacidad de colonizacion y permanencia en el entorno gastrointestinal. Los resultados
mostraron que los lactobacilos mantuvieron una adhesion comparable entre las condiciones control y
decorada con la proteina ancla, lo que indica que la decoracion superficial no afecta su capacidad de union.
Este hallazgo es alentador, ya que la adhesion a mucinas es una caracteristica funcional deseable en
probidticos, y sugiere que la proteina ancla podria emplearse para fusionar otras proteinas funcionales sin
comprometer dicha propiedad [38].

En conjunto, este enfoque que combina el uso de CBDLys y la adaptacién osmética se consolida como
una estrategia innovadora y segura para mejorar la exhibicién superficial en BAL, con potencial aplicacion
en el diseflo de probidticos funcionales, sistemas de entrega oral de proteinas y vacunas dentro de un
marco no OGM.

Conclusion

Las endolisinas de fagos de BAL presentan una arquitectura modular que puede aprovecharse mucho mas
alla de su funcion litica natural. En particular, el dominio CBD se perfila como una herramienta versatil para
la exhibicion de proteinas heterélogas en la superficie de BAL. En conjunto, esta estrategia transforma
cepas probidticas en plataformas vivas funcionales con un valor agregado que trasciende sus propiedades
probidticas tradicionales, sin requerir modificacién genética, y abre nuevas posibilidades para el desarrollo
de alimentos inteligentes, probidticos de nueva generacion y sistemas seguros de entrega de vacunas o
proteinas terapéuticas. El futuro de este campo es claramente prometedor: la convergencia entre biologia
molecular, microbiologia de BAL y biotecnologia alimentaria sera decisiva para llevar estas innovaciones
desde el laboratorio hasta su aplicacidn industrial y clinica.
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