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1. RESUMEN

La cepa Bacillus thuringienis 14-2 fue estudiada como posible productora de
bacteriocinas con actividad bioldgica contra S. aureus por ser un microorganismo de
interés humano que ha desarrollado resistencia a antibidticos tradicionales. Esta
bacteriocina presentd estabilidad ante diferentes niveles de pH y hasta una temperatura
de 90°C, asi mismo la actividad de la bacteriocina L4-2 contra cepas sensibles
desapareci¢ al ser tratada con proteinasa K, lo que indica su naturaleza protéica. Durante
la cinética de crecimiento se pudo identificar que la produccién de la bacteriocina
comienza a mitad de la fase logaritmica, alcanzando su médxima produccién al inicio de
la fase estacionaria y desapareciendo después de las 24hr. Para la purificacion de las
proteinas se llevo a cabo una precipitacion fraccionada con Sulfato de Amonio, seguida
de una didlisis con membranas con poro de 1000 Da. La proteinas fueron fraccionadas
por tamaio utilizando FPLC, complementando la separacién con filtros concentradores
YM-3 (Centricon) y finalmente con cromatografia liquida (HPLC) fase reversa. Su peso
molecular fue determinado en 3.138 kDa utilizando espectrometria de masas. De
acuerdo a la masa molecular de la bacteriocina L4-2, podemos sugerir que se trata de
una nueva bacteriocina producida por Bacillus thuringienisis que inhibe el crecimiento
de S. aureus y Listeria monocitogenes. Las caracteristicas de esta bacteriocina son

ideales para ser utilizada en el control de bacterias drogo resistentes.



ABSTRACT

Bacteriocins are proteins with antimicrobial activity and arose as an alternative for the
treatment of foodborne bacteria and fastidious human pathogens. In this work we
inspected the antibacterial activity of forty eight Mexican Bacillus thuringiensis strains
against several bacteria used as indicators; such as B. thuringiensis, Listeria
monocytogenes (Lm) and a strain of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA). Supernatants from twenty six strains yielded positive action against some
indicator, but nine of them showed inhibitory activity not only for all B. thuringiensis,
but also against Lm and MRSA. The strain L4-2, isolated from soil, was selected for
microbiological and biochemical studies. The bacteriocin called L4-2 was found in the
supernatant since logarithmic growth (4 h) until stationary phase and it decreased after 8
h. The bacteriocin had antibacterial action to pH 3.0-7.0 and remains stable after 30 min
at 80°C, but its biological activity was lost after treatment with proteinase K. Results
from mass spectrometer showed that the bacteriocin L4-2 possesses a molecular mass of
3,138 Da. The biological activity of bacteriocin L.4-2 indicates that it has interesting

activity and specificity to be considered for biotechnological purposes.



2. INTRODUCCION

Existe una creciente demanda de nuevos tratamientos para el control de bacterias
patégenas que han desarrollado resistencia a los antibidticos (Fischback 2009).
Aproximadamente 25.000 personas mueren cada afio en Europa debido a infecciones por
bacterias resistentes a los antibidticos que estdn dejando de funcionar debido a su uso
indiscriminado (Homedes y Ugalde, 2013). Estos patdgenos encuentras multiples vias de
trasmision al hombre como por medio de alimentos, de persona a persona, utensilios de
cosina, instrumentos quirtrgicos, medio ambiente de hospitales, etc. La solucién podria

estar el uso de bacteriocinas.

Las bacteriocinas son toxinas proteicas producidas por bacterias, capaces de lisar o
inhibir el crecimiento de otras cepas con las que comparten una estrecha relacion
filogenética. Las primeras bacteriocinas encontradas fueron las colicinas producidas por
Escherichia coli, descubiertas por Andre Gratia en 1925 (Walters y Crosa, 1991). Desde
esa fecha hasta nuestros dias se han reportado una gran cantidad de moléculas bioactivas

producidas por cepas Gram-positivas y Gram-negativas.

Generalmente la bactericinas son consideradas como metabolitos secundarios que
inhiben a otras bacterias, pero es importante diferenciarlas de otros subproductos
metabodlicos como el amoniaco, dcidos orgdnicos, y peroxido de hidrogeno, que también
pueden causar inhibicion. Desde el punto de vista de la variedad de microorganismos
productores, es posible que la mayoria, si no todas las bacterias producen, moléculas
capaces de inhibir no solo a miembros de otros géneros, sino también a los de su misma

especie (Tagg et al., 1976).

Es importante precisar que el término “bacteriocina” se emplee solo cuando cumplen
con dos caracteristicas principales: 1) ser de naturaleza proteica y 2) presentar actividad
bactericida; ademds se recomienda seguir la préctica de algunos investigadores como
Barboza-Corona (2007) en la designacion de sustancias antagonistas caracterizadas de
forma incompleta como Sustancias Inhibidoras Parecidas a Bacteriocinas (BLIS por sus

siglas en inglés), pues de no tratarse de una bacteriocina pudiéramos estar trabajando
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con otros productos bacterianos como: antibidticos de bajo peso molecular, productos
metabolicos, agentes liticos, enzimas y bacteriéfagos (Tagg et al., 1976; Cherif et al.,

2008).

Entre los microorganismos productores de bacteriocinas, las bacterias dcido lacticas
(BAL) han sido las mds ampliamente estudiadas. Ademads de éstas, diferentes especies
de Bacillus sp. han despertado interés por su potencial para producir bacteriocinas, tal es
el caso de Bacillus thuringiensis (Bt), cuya importancia econdémica reside en la proteinas
Cry, Cyt y Vip. Es bien conocido que esta proteinas desarrolla actividad son
entomopatdgena hacia plaga de interés agricola. Pero, también posee capacidad de
sintetizar una amplia gama de bacteriocinas. A la fecha se han reportado 18
bacteriocinas derivadas del metabolismo de Bt, de las cuales se conoce muy poco de su

naturaleza y modo de accion.

En este trabajo realizamos la busqueda de bacteriocinas en la coleccion de Bt del
Instituto de Biotecnologia de la UANL. Las bacteriocinas aisladas fueron parcialmente
purificadas, posterioimente se probd su actividad inhibitoria contra cepas Gram-
positivas y Gram-negativas. Adicionalmente, caracterizamos una bacteriocina producida
por la cepa L4-2. La aportacion mas importante de este trabajo es la identificacion de
una nueva bacteriocina producida por Bt con actividad contra dos microorganismos de
alto impacto en salud humana: 1) Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

y ii) Listeria monocytogenes, de gran impostancia en la industria alimentaria.



3. ANTECEDENTES

3.1 Bacteriocinas.

Las bacteriocinas consideradas como péptidos antimicrobianos son compuestos de bajo
peso molecular y de amplio espectro de actividad antagénica contra bacterias, virus y
hongos; son sintetizados ribosomalmente por bacterias, que al ser excretadas tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de especies que estin o no relacionadas
filogenéticamente, por lo tanto, eliminan o reducen significativamente la competencia
por los nutrientes disponibles. (Jack et al., 1995; Paik et al., 1997; Cherif et al., 2003).
La funcién de las bacteriocinas dentro de la célula productora no es el de mantenerla
viva, sino que actdan como defensa para sobrevivir en un nicho ecolégico, controlando
el crecimiento de microrganismos y confiriéndole proteccion lo que le da una ventaja
durante la colonizacion. (Riley y Wertz, 2002). Estos péptidos han surgido durante la
evolucion de las bacterias como mecanismo de adaptacion que les permiten competir por
nutrientes y espacio en su hdbitat, de tal manera que inhiben el crecimiento de otros
miembros de la misma especie productora o miembros de distintos géneros bacterianos
(Lopez et al., 2008).

Se ha propuesto que el 99% de las bacterias sintetizan al menos una bacteriocina, ya que
éstas se han encontrado en la mayoria de las especies estudiadas incluyendo bacterias
Gram positivas, Gram negativas y también en las Arqueas (Klaenhammer, 1988). Estas
moléculas han sido utilizadas como una importante herramienta en estudios evolutivos y
ecologicos. Desde la comercializacion exitosa de la nisina, bacteriocina producida por
Lactococcus lactis, el desarrollo de la ingenieria genética y las técnicas moleculares, ha
resurgido un interés importante en el estudio de las bacteriocinas, particularmente en sus
aplicaciones biomédicas potenciales y en la bioconservacion de los alimento (Lopez et
al., 2008).

Se dice que las bacterias producen bacteriocinas con actividad bactericida contra cepas
del mismo nicho ecoldgico, sin embargo esto no siempre es asi. La interpretacion de los

espectros de actividad inhibidora en términos de actividad especifica de la bacteriocina a
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veces puede verse afectada por la produccion de mds de una bacteriocina producida por
la misma cepa (Van Belkum er al, 1992) o por la actividad inhibidora de otros
productos metabdlicos tales como dcidos y peréxido de hidrégeno (Malke et al., 1974).
Aunque por definiciéon todas las bacteriocinas tienen una proteina o péptido como
componente esencial para su funcién bactericida, algunos investigadores reportaron que
algunas de ellas se componen por combinaciones de diferentes proteinas o son proteinas
unidas a lipidos o carbohidratos (Rea et al., 2011; Ahern et al., 2003). En estudios donde
se ha realizado la purificacién de la proteina, han demostrado que ciertas bacteriocinas
que antes se consideraban de alto peso molecular son mds bien pequefios péptidos que,
debido a su naturaleza altamente hidrofébica, se unen a algunos otros componentes
celulares para ser activos, (Tagg et al., 1976).

La bacteriocina mejor caracterizada es la nisina la cual fue la primer bacteriocina
identificada en 1928 (Fig. 1), es utilizada como conservador de alimentos, es la tnica
reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally Recognized As Safe) (Delves-
Broughton 1996). Se produce de forma natural por bacterias de algunos productos
lacteos y se utiliza en la produccién de alimentos como un aditivo en productos lacteos
para prevenir la descomposicion ocasionada por bacterias Gram positivas, especialmente
de los géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria. (Gonzalez-Martinez et

al., 2003)

acido aminobutirico (Abu)

Dehidroxialanina (Dha)

Deshidrobutirina (Dhb)

Figura 1. Secuencia aminoacidica de la nisina.



3.1.1 Clasificacion de Bacteriocinas de Gram positivas.

Muy pocas bacteriocinas se han caracterizado completamente, lo que ha provocado que
en ocasiones éstas sean llamadas erréneamente "bacteriocinas" y que no exista hasta
ahora un criterio generalizado para clasificar todas las bacteriocinas reportadas.

Los primeros criterios para clasificar bacteriocinas se basaron en las caracteristicas de
colicinas, estos fueron: (a) un estrecho espectro de inhibicion de actividad centrada sobre
especie homodlogas; (b) la presencia de un péptido biolégicamente activo; (c) modo de
accion bactericida; (d) célula receptoras especificas; (e) genes producidos en plasmidos
responsables de produccién de bacteriocinas y de la inmunidad de la célula productora;
(f) produccién por biosintesis letal es decir, la bacteria produce una bacteriocina que en
ultima instancia conducird a la muerte celular (Tagg et al., 1976).

Estudios recientes reportan que algunas de las bacteriocinas no cumplen con estas
caracteristicas, por ejemplo, se demostré que el gen que induce la produccién de la
thuricina Bnl se encuentra en el cromosoma no en el pldsmido de la cepa B.
thuringiensis subsp. kurstaki (Ugras et al., 2012).Otras bacteriocinas como la
entomocina 9 presentan un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram positivas,
Gram negativas y algunas especies de hongos (Cherif et al., 2003), no solo en especies
homologas.

Klaenhammer (1993), propuso la clasificacion de las bacteriocinas producidas por las
BAL agrupandolas en 4 clases principales, de acuerdo a su estructura, propiedades
fisicoquimicas 'y moleculares. Posteriormente, otros investigadores hicieron
reclasificaciones (Van Belkum y Stiles 2000), (Nes et al., 2007) y para las bacteriocinas
de enterococos (Franz et al., 2007), entre otros.

Abriouel y colaboradores propusieron en el 2011 una clasificacion que considera las
clases I, Il y III.

Clase I: incluye péptidos antimicrobianos que se someten a diferentes tipos de
modificaciones postraduccionales. Esta clase se puede subdividir en cuatro subclases.
Las subclases de 1.1 a 1.3 incluyen péptidos con modificaciones tipicas de lantibidticos
(por ejemplo, formacion de lantionina y residuos PB-metil lantionina), mientras la
subclase 1.4 incluye otras modificaciones tnicas. Subclase 1.1 incluye lantibidticos de

tipo A con una estructura lineal, tal como la subtilina, ericina S y ericina A (Tabla 1).



Subclase 1.2 incluye el tipo B lantibiotico globular mersacidina y otros lantibi6ticos
como sublancina 168 y paenibacillina. Subclase 1.3 incluye los lantibidticos de dos
componentes, tales como haloduracina y lichenicidina. Subclase 1.4 incluye el Unico
péptido ciclico subtilosina A que contiene un enlace de cabeza a cola, asi como puentes
de sulfuro formados entre los grupos de cisteina y los residuos de aminoécidos
deshidratados. Esta clasificacién es coherente con la agrupacién obtenida a partir del
andlisis comparativo de las secuencias de aminoécidos publicadas (Fig. 2). El subtilina y
ericina S forman un grupo coherente, que se caracteriza por regiones altamente
conservadas en el péptido maduro, asi como en las secuencias de péptidos lider (Fig. 2).
Curiosamente, las subunidades Al y A2 de haloduracina y lichenicidina también forman
grupos coherentes, lo que sugiere que ambos lantibidticos de dos péptidos comparten un
origen comun. Mersacidina también muestra homologia con la subunidad Al de los
lantibidticos de dos péptidos, y especialmente con la subunidad lichenicidina A1, con 25
residuos conservados en las posiciones idénticas, lo que indica su relacién a los
lantibidticos de dos péptidos (Fig. 2).

Clase II: comprende pequefios péptidos lineales no modificados (0,77 a 10 kDa),
ribosomalmente sintetizados que son estables al calor y pH (Tabla 1). Esta clase se
puede subdividir en cuatro subclases: 1) Subclase II.1, abarca péptidos -pediocina con un
motivo YGNGVXC conservado en su terminacion N-terminal (Tabla 1), y la coagulina
producida por B. coagulans 14, asi como las bacteriocinas producidas por Bacillus
circulans y cepas Paenibacillus polymyxa (SRCAM 37, SRCAM 602, SRCAM 1580)
pertenecen a esta subclase. ii) Subclase I1.2, incluye las parecidas a thuricina como los
péptidos con un motivo DWTXWSXL conservado en el N-terminal, tal como la
bacthuricina F4, thurincina H y thuricina S y thuricina 17 producida por cepas de B.
thuringiensis, y MRX1 cereina producidas por cepas de B. cereus. El analisis
comparativo de la secuencia aminoacidica de péptidos-thuricina como muestra un grupo
coherente (Fig. 2). iii) Subclase I1.3 la cual esta confoermada por otros péptidos lineales,
tales como la lichenina producida por B. licheniformis, o cereinas 7A 'y 7B.

Clase III: constituida proteinas de gran tamafio (> 30 kDa) con actividad de la
fosfolipasa tales como las megacinas A-216 y A-19213 producidas por cepas de Bacillus

megaterium (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion de bacteriocinas propuesta por Abriouel et al., 2011 y su comparacién

con la clasificacién de la LAB

Bacteriocins of Bacillus species

Proposed classification Examples LAB bacteriocins (Nes et al., 2007)
Class I. Post-translationally modified Class I. Lantibiotics
peptides
Subclass I.1. Single-peptide, elongated Sutilin, ericin S, ericin A
lantibiotics
Subclass 1.2. Other singles-peptide Sublacin 168, mersacidin,
lantibiotics paenibacilin
Subclass 1.3. Two-peptide lantibiotics Haloduracin, lichenicidin
Subclass 1.4.0ther post-translationally Subtilocin A
modified peptides
Class Il. Nonmodified peptides Class Il. Small linar peptides
Subclass 1.1 Pediocin-like peptides Coagulin, SRCAM 37, SRCAM 602, Class Ila
SRCAM 1580
Subclass 1.2 Thuricin-like peptides Thurincin H, thuricin S, thuricin 17,
bacthuricin F4, cerein MRX1
Sublclassll.3. Other linear peptides Cerein 7A, cerein 7B, lichenin,
thuricin 439
Class Ill. Large proteins Megacin A-216, megacin A-19213 Class lll. Large heat-labile

bacteriocins

Muchos otros polipéptidos antimicrobianos de tamafio intermedio (10-30 kDa) y otras
grandes proteinas antimicrobianas producidas por bacilos no estan incluidos en este
esquema de clasificacion, debido a la falta de datos sobre sus secuencias de la proteina;
(Abriouel et al., 2011), las considera dentro de la categoria de BLIS.

El término BLIS fue propuesto para aquellas sustancias inhibitorias de origen bacteriano
descritas que no han sido suficientemente caracterizadas para cumplir con cualquier
clasificacion. Lo anterior debido ademds a que existen dos problemas en el uso del
término “bacteriocina”: primero no hay una definiciéon universalmente aceptada para
este grupo de sustancias; y segundo, muchas de las sustancias inhibitorias descritas no
han sido suficientemente caracterizadas para cumplir con cualquier clasificacion. Por lo
tanto, la practica més utilizadas por los investigadores (Barboza-Corona, et al., 2007)
para la nombrar las sustancias antagénicas incompletas, es el término: Sustancias
Parecidas a Bacteriocinas (Bacteriocin Like Sustances) y reservar el término
bacteriocina para ser aplicado a esas sustancias bacterianas que cumplen al menos con

dos criterios: ser de naturaleza proteica y presentar actividad bactericida.



100

8938R 88
MENLOQMLTEEELMEIEGGGWWNSWGRCVAGT IGGAGTGGLGGAAAGSAVEVIGTGIGGAIGGVSGGLTGAATFC-  Cerein 7B
MEKLFREVKLEELENQKGSGLGKAQCAALWLQCASGGTIGCGGGAVACQNYRQFCR=mmmmmmmmmm e mm— == - Sublancin 168
MERAVIVENKGCATCSIGAACLYDGFIPDFEIAGATGLFGLN G e e e e s s ce e s e ccc s s sss == * Subtilosin A
------- MVNSKDLRNPEFRKAQGLQFVDEVNEKELSSLAGSGDVHAQTTIWPCATVEVSVALCPTTIKCTSQC-~= - Haloduracin A2
MRTMENSAAREAFKGANHPAGMVSEEELKALVGGNDVYNPETTPATTSSWICITAGVTVSASLCETTKCTSRE-=~= - Lichenicidin A2
MSQEATIIRSWEDPFSRENSTONPAGNPF SELKEAQMDKLVGAGDMEAACTFTLPGGEGVCTLTSECIC-====== - Mersacidin
--MTNLLKEWKMPLERTHNNSNPAGDIFQELEDQDILAGVNGACAWYNISCRLGNKGAYCTLTVECMPSCN-~~~ * Hakduracin Al
MSRKEMILSWENPMYRTESSYHPAGNILKELQEEEQHSTAGGTITLSTCAILSKPLENNGYLCTVTIKECHMPSCN -  Lichenicidin Al

E -=--MSKFDDFDLDVVKVSKODSKITFOWKSESLCTFGCVTGALYQTCFLOTLTCNCKISK === ~============ * Subtilin

MTHMSKFDDFDLDVVEVSKQDSKITFOWKSE SVCTPGCVIGVLOTCFLOTITCHCHISK~~~~============ * Ericin S
MTNMSKFDDFDLDVVEVSKQDSKITPOVLSKSLCTPGCITGPLOTCYLCFPTFARC-= - mmm mmmmmm e mmm = - Ericin A
MEKIEKLTEKEMANIIGGKYYGNGVTCGKESCSVDWGEATTCIINNGAMANATGGHQGTHEC - Coagulin

- SCRAM 1580

- SRCAM 802

- SRCAM 37
MSTVEVTNIPEVFENFNEYNETVDLALLIVSDDIQVNKDVIIEQRGFISKVAFPKERPEEDEVVALVEDEEQTSM - Megacin A-216 (N-term)
ISLEICXIFHDN

* Lichenin

* Thuricin §

* Bacthuricin F4
* Thuricin 17

* Cerein MRX1
- Thurincin H

Figura 2. Dendrograma que muestra la relacion de bacteriocinas de Bacillus segin la homologia
de las secuencias de aminodcidos primarios. Se incluyen las secuencias peptidicas de
bacteriocinas (cuando esté disponible). Los caracteres sombreados indican residuos de

aminodcidos idénticos (Abriuel et al., 2011).

3.1.2 Espectro de actividad.

El contenido de cistina en la molecula de la bacteriocina esta relacionado con el
espectro de inhibicion y en base a esto se han propuesto tres grupos: 1) bacteriocinas con
un estrecho rango de accién, restringido a microorganismos de la misma especie; ii)
bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lacticas y algunas bacterias
Gram-positivas; y 1i1) bacteriocinas con amplio rango de accion, las cuales inhiben una
amplia variedad de Gram-positivas y algunas Gram-negativas (Cintas et al., 2001).
Considerando que la mayoria de las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-
positivas actian sobre especies relativamente cercanas, algunas de las bacteriocinas
producidas por B. thuringiensis ademas de presentar actividad contra bacterias Gram-
positivas actiian contra algunas Gram-negativas. Tal es el caso de entomocina 9, que
inhibe Pseudomonas aeruginosa (Cherif et al., 2003); la thuricina 17, que inhibe E. coli
(Gray et al., 2006) o bacthuricina F4 que inhibe Klebsiella (Kamoun et al., 2005).

El espectro de actividad de una bacteriocina, parece estar determinada en parte por la
presencia de receptores de los organismos susceptibles. Reportes de estudios sobre los
espectros de actividad de diferentes bacteriocinas contra cepas de la misma y de especies

heterdlogas, han ayudado a diferenciar bacteriocinas y han llevado al establecimiento de
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los procedimientos de tipificacion de bacteriocina para su uso en estudios
epidemioldgicos (Tagg et al., 1976).

Para determinar el espectro de inhibicidn es necesario tomar en cuenta los factores que
pueden influir tanto en la actividad de la bacteriocina a estudiar, asi como la sensibilidad
del grupo de bacterias con las que se pretende retar. La sensibilidad de las bacterias
puede verse aumentado por la presencia de algunas sustancias quimicas que debilitan la
pared celular o por cambios en los valores de pH a los que normalmente crecen (Jack et
al., 1995). Por otro lado, el determinar si es de amplio espectro o no, depende de la
cantidad de cepas con las que se rete la actividad bactericida, para que resulte en un

numero considerable para concluir si es de amplio espectro.

3.1.3 Modo de accion.

Las bacteriocinas de bacterias Gram-positivas poseen caracteristicas esenciales para
llevar a cabo su actividad antimicrobiana, independientemente del blanco celular. Estas
incluyen una carga positiva neta, que favorece su interaccion con la carga negativa de
los lipopolisacdridos de la membrana de las bacterias Gram negativas, o con los acidos
teicoicos y lipoteicoicos de la pared de las bacterias Gram positivas. La hidrofobicidad
es una caracteristica requerida para la inserciéon de la bacteriocina en la membrana
celular, y la flexibilidad que le permite a la bacteriocina realizar un cambio
conformacional de un estado soluble a uno de interacciéon con la membrana. Estas
caracteristicas varian de molécula a molécula; no obstante, todas son importantes para la
actividad antimicrobiana (Jenssen et al., 2000).

Las bacteriocinas actian destruyendo la integridad de la membrana citoplasmatica a
través de la formacion de poros, lo que provoca la salida de compuestos pequefios o
altera la fuerza motriz de protones necesaria para la produccion de energia y sintesis de
proteinas o 4dcido nucléicos (Sablon et al., 2000). Las cepas productoras de bacteriocinas
estdn autoprotegidas contra la accidén de estos péptidos por proteinas de inmunidad
especificas para sus propias bacteriocinas (Quadri et al., 1995).

Los mecanismos de accién incluyen de 3 formas: 1) La formacion de poros en la

membrana celular, lo que causa la pérdida del contenido celular, éste es el mecanismo
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descrito para las bacteriocinas como la nisina (Enserink M. 1999; Marki et al., 1991) y
lactocoquina A de L. lactis; i1).

La inhibicién de la sintesis de la pared celular, mecanismo de accién descrito para la
mersacidina, que involucra la unién al lipido II, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano (UDPMur-Nac-pentapéptido-GIcNAc) (Wiedemann et
al., 2001) y; iii) la inhibicién de la actividad de enzimas como la fosfolipasa A2, que
participa en la reparacion de membranas; mecanismo reportado para la cinamicina de
Streptomyces cinnamoneus (Marki et al., 1991).

La bacteriocina més estudiada es la nisina que pertenece a la Clase I de la clasificacién
de las bacterias Acido Léacticas (BAL). Cada bacteriocina presenta un mecanismo
especifico de accion dependiendo de la clase a la que pertenece. La union de la
bacteriocina a la membrana bacteriana se realiza inicialmente por atraccion electrostética
entre los lipidos cargado negativamente y la bacteriocina cargada positivamente. Esta
carga positiva varia dependiendo de la bacteriocina, algunas como la nisina poseen esta
carga en su extremos C terminal, a diferencia de la pediocina cuya carga neta se
encuentra en el extremo N-terminal. Como segundo paso se produce la insercion de las
bacteriocinas en la bicapa lipidica, en el caso de la nisina estd insercion se realiza por su
extremo N-terminal y en el caso de la Pediocina, a través de su a-hélice transmembranal
del extremo C-terminal (Moll et al., 1999), formando poros en la membrana bacteriana
por donde la célula empieza a perder iones y metabolitos que eventualmente le produce

la muerte (Fig. 3).
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Figura 3. Modelo de reconocimiento del sitio blanco, el modo de accion, y la inmunidad de bacteriocinas
clase Ila. A) una bacteriocina clase Ila se dirige especificamente a un loop extracelular de IIC, uno de los
dos componentes embebido en la membrana (IIC y IID, también llamados ManCD) de man-PTS; y B) la
interaccion inicial conduce a nuevas interacciones con algunas hélices de membrana de man-PTS,
causando de alguna manera el canal de la aziicar permeasa permanezca abierta, lo que lleva a una fuga de
solutos, la destruccién de la integridad de membrana, y finalmente la muerte celular y C) En células
productoras, la proteina de inmunidad se une a la IICD bloquedndola e impidiendo de este modo que la
bacteriocina se pegue y abra el poro.

3.1.4 Secrecion de las bacteriocinas y mecanismos de autoproteccion.

Las bacterias productoras de bacteriocinas poseen proteinas que las protegen de la
accion de sus propios péptidos. Se desconocen los mecanismos moleculares exactos por
los que estas proteinas les confieren proteccion a las bacterias productoras; sin embargo,
se han propuesto dos sistemas de proteccion, los cuales, en algunos casos actiian en la
misma bacteria. La proteccién puede ser proporcionada por una proteina especifica que
secuestra e inactiva a la bacteriocina, o bien se une al receptor de la bacteriocina
cambiando su estructura conformacional haciéndolo inaccesible a esta tltima (Lopez et
al., 2008).

Dentro de la célula las bacteriocinas se sintetizan como pre-péptidos con un péptido
sefial en su region N-terminal que lo mantiene inactivo y facilita su interaccion con el

transportador (Fig 4 etapa 3). Estas proteinas trasnporadoras remueven el péptido sefial
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por medio de protedlisis durante el trasporte del péptido hacia el espacio periplasmico.
El péptido senal puede ser removido proteoliticamente durante el transporte del pre-
péptido hacia el espacio peripldsmico por las mismas proteinas transportadoras (Figura
4, etapa 4), o por proteinas Serina-proteasa presentes en la parte externa de la membrana
celular. De esta manera el extremo carboxilo terminal es separado del péptido sefial y es
liberado al espacio extracelular representando al péptido bioldgicamente activo (Figura
4, Etapa 5) (Cotter et al., 2005).

Las primeras investigaciones sobre bacteriocinas como la colicina mencionaban que, una
vez producida, la célula productora deberia morir durante el proceso de liberacion
(Lewus, 1991). Sin embargo, muchas bacteriocinas son producidas durante la fase de

crecimiento sin la lisis del organismo productor por lo que este criterio no aplica.
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Figura 4. Regulacion de la sintesis de la enterocina A de Enterococcus faecium (no lantibiético).
Etapa 1, la proteina EntK detecta la presencia del factor de induccién (IF) y se autofosforila.
Etapas 2 y 3, el grupo fosfato es transferido al regulador de respuesta EntR, el cual activa los
genes involucrados en la sintesis del pre-péptido (pre-enterocina A) y del IF. Etapas 4 y 5, la pre-
enterocina A y el IF son transportada al exterior por las proteinas EntT y EntD, y procesados por
este mismo sistema, liberando a la enterocina A activa y al IF. Etapa 6, la proteina Entl protege a
la bacteria productora de la accion de la enterocina A.
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3.1.5 Desarrollo de resistencia a las bacteriocinas.

El desarrollo de resistencia en las bacterias patdgenas, que normalmente son sensibles a
las bacteriocinas, es de sumo interés debido a su posible utilizacién en terapias
biomédicas o a su uso extensivo en estrategias de bioconservacion de alimentos, ya que
la resistencia bacteriana podria limitar su uso. (Lépez et al., 2008).

Las bacterias pueden desarrollar resistencia de manera natural a la que se le llama
intrinseca o debido a la exposicién continua a bacteriocinas, a la que se conoce como
adquirida (Ennahar et al., 2000; Xue et al., 2005).

Con el uso de la nisina, se han detectado cepas mutantes de L. monocytogenes, L.
innocua, Streptococcus pneumoniae y S. bovis que han desarrollado resistencia,
originada por cambios en la pared y en la membrana celular. De manera especifica, se ha
observado la sintesis e incorporacion de diversos componentes estructurales a la
membrana y la pared celular por parte de las mutantes, lo que ha favorecido un
incremento de las cargas positivas en dichas estructuras celulares y una reduccién de la
actividad antibacteriana de la nisina, que posee una carga positiva neta (Lopez et al.,
2008).

Las bacterocinas de Clase II, que inhiben L. monocytogenes, han sido estudiadas en sus
mecanismos de inhibicién debido a la resistencia desarrollada por esta cepa, observando
que esté relacionada con diversos factores como la expresion reducida de una permeasa
que actua como posible receptor, asi como cambios en la fluidez de la membrana y en
las cargas de la superficie celular (Vady Valoo 2004).

La importancia de estudiar la resistencia radica no solo en la posible ineficacia de las
bacteriocinas a largo plazo, sino también en la generacion de conocimientos que podrian
servir de base para establecer estrategias que mejoren el potencial terapéutico de estos
compuestos antimicrobianos (Lopez et al., 2008).

3.1.6 Métodos para demostrar antagonismo.

La deteccién de inhibicién en el laboratorio depende de la creaciéon o simulacién de las
condiciones del medio ambiente como son pH, temperatura, nutrientes, etc. para facilitar
una efectiva interaccion con un organismo susceptible, ademds de la aplicacién de un

método sensitivo para detectar las células que responden a un agente inhibitorio.
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La prueba general para la deteccion de antagonismo es llevada a cabo en medio sélido e
involucra la deteccién del crecimiento de una cepa indicadora (pasivo) causada por el
cultivo de prueba (activo) (Tagg et al., 1946). La prueba directa mds simple y mads
ampliamente usada para la seleccion preliminar de un gran nimero de cepas es el
antagonismo "puncién por palillo sobre el agar", basado en el método inventado por
(Gratia, 1946). Aqui, la cepa indicadora como el organismo de prueba (o productora de
bacteriocina), son cultivados simultdneamente y la demostraciéon de antagonismo
depende de la liberacién de un inhibidor de pronta difusion en el crecimiento del cultivo
de prueba.

Otro método es el de difusiéon en pozo, pudiendo hacer variaciones en cuanto al medio
de cultivo, su consistencia y sobrecapa. La densidad del medio de la cepa indicadora es
un determinante importante de la sensibilidad del método, por eso es que en multiples
investigaciones reportan la utilizacién de agar al 7% fundido conteniendo la cepa
indicadora (pasiva) vaciado sobre una capa de agar sélido el cual es horadado con el fin
de depositar el cultivo liquido de la cepa de prueba (activa), tal como lo reporta (Paik et
al., 1997, Cherif et al., 2001 y Kamoun et al., 2005). Desventajas de estos métodos: el
uso de estos procedimientos de selecciéon da la informacidn util preliminar para la
identificacién de posibles organismos bacteriocinogenicos. Estos métodos sufren de la
limitacién expresamente de no demostrar la actividad bactericida. Es importante excluir
o identificar otras causas potenciales de los efectos inhibitorios que no son diferenciados
por estos procedimientos.

Otro punto importante a considerar cuando se estd investigando bacteriocinas es
obligatorio eliminar fendémenos no relacionados que puede imitar la actividad
bacteriocina, como los que a continuacién se mencionan:

1) Bacteriéfagos: Una caracteristica diferencial importante es que las bacteriocinas, a
diferencia de bacteriéfagos, no llevan los determinantes genéticos necesarios para su
autoreplicacién dentro de organismos susceptibles (Tagg et al., 1976). Asi, s6lo los
bacteriéfagos pueden ser propagados sobre los cultivos de las cepas de indicadoras. Una
diferencia también puede ser demostrada por el aspecto de placas individuales sobre el
cultivo indicador cuando se aumentan las diluciones del sobrenadante conteniendo el

bacteri6fago. La dilucidn de las preparaciones de bacteriocinas producen zonas que se
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disminuyen, pero ninguna formacién de placa. Un problema potencial es presentado por
cepas que actian tanto como bacteriocinas asi como bacteriéfagos (Tagg et al., 1976).

2) Propiedades fisicoquimicas: Las diferencias fisicoquimicas entre bacteriéfago y
bacteriocina pueden ser dutiles en algunos casos. La sensibilidad a la tripsina es un
método utilizado ya que, a diferencia de las bacteriocinas, los bacteri6fagos son
altamente resistentes a esta enzima. Hamon y Peron (1963) han probado otros métodos
para distinguir bacteriéfago virulento de bacteriocinas.

3) Radiacion UV: Las bacteriocinas no son afectadas por las dosis grandes de
irradiacién con luz ultravioleta a diferencia de los bacteriéfagos (Tagg et al., 1976).

4) Resistencia a altas temperaturas: L.a mayoria de las bacteriocinas son sumamente
resistentes al calor.

Estas propiedades proporcionan el medio adicional para diferenciar bacteriocinas de
fagos; sin embargo, puede haber excepciones (Tagg et al., 1976). Las bacterias producen
una amplia variedad de enzimas bacterioliticas de bajo peso molecular, pueden ser
dificiles de clasificar debido a que pueden presentar algunas propiedades parecidas a las
bacteriocinas. La presencia extendida de tales sustancias hace imperativo evitar el
empleo prematuro o indistinto del término bacteriocina. Tal es el caso de las cepas de
Bacillus thuringiensis que producen morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404,
entomocina 420 y tolworthicina 524, (Barboza-Corona, et al, 2007). Lo que un
investigador identifica como bacteriocina, muy bien puede ser un fago defectuoso, una
enzima bacteriolitica o el antibiético cldsico identificado como tal por otro investigador.
Mientras no se establezca una guia para definir sin lugar a dudas lo que es una

bacteriocina, el empleo del término puede ser injustificado (Tagg, 1976).

3.1.7 Produccion de bacteriocinas.

La produccién de bacteriocinas es muy heterogénea y puede requerir o no la presencia
de una cepa sensible que actiia como inductor. Otros tratamientos como luz ultravioleta
o mitomicin C son también métodos usados para la induccién de bacteriocinas. Esto se
debe a que las bacteriocinas se sintetizan en condiciones de agotamiento de algun
nutriente, ya sea por la biosintesis o adicién de algin inductor y/o por el descenso de la

velocidad de crecimiento (Maldonado et al., 2002). Estudios de laboratorio han
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demostrado que la composicién del medio de cultivo, las condiciones fisicas como
temperatura y pH pueden afectar la produccién de la baceriocina (De la Fuente, 2008).
Dependiendo de la cepa productora es la seleccion del medio de crecimiento 6ptimo para
producir una eficiente cantidad bacteriocina; por ejemplo, para B. thuringensis los
mejores resultados se obtuvieron usando TBS, una medio formulado con digestion de la
caseina y harina de soja y otras fuentes de carbono-nitrégeno (Martinez-Cardefias,
2012).

Para iniciar la produccién, caracterizacion y purificacién de una nueva bacteriocina es
recomendable estandarizar las condiciones determinando la cantidad de bacteriocina
capaz de inhibir el crecimiento de un microorganismo llevando a cabo diluciones para
determinar una Unidad Arbitraria (UA) como unidad de medida, esto se calcula
multiplicando por el reciproco de la dilucion més alta a la que una bacteriocina presenta
una actividad detectable por mililitro (Cherif et al., 2003). Una vez determinado la
Unidad Arbitraria es posible continuar con el paso siguiente que consiste en la
caracterizacion de la bacteriocina.

Las condiciones para que una bacteria produzca de manera eficiente una bacteriocina,
deben ser optimizadas de forma independiente, ya que factores de crecimiento mal
definidos pueden afectar la produccion de la bacteriocina activa. Estos factores son la
seleccion de los medios de cultivo, condiciones de incubacion, inductores e inhibidores
de la produccidn de bacteriocinas.

i) Medio de cultivo: Para Bacillus thuringiensis, diferentes medios de cultivos han sido
probados para realizar pruebas antagénicas de sus bacteriocinas. Siendo el Agar Soya
Tripticasa el medio que proporciona las mejores condiciones de nutricion, obteniendo
los mejores resultados de inhibicion segun Martinez-Cardefias et al., 2012.

ii) Condiciones de crecimiento: Las condiciones de crecimiento a considerar son la
temperatura, la aireaciéon y el pH. En el caso de un cultivo incubado a una temperatura
mayor que la temperatura 6ptima de la cepa productora, puede afectar la cantidad y el
grado de actividad de la bacteriocina. La aireacion de cultivos aumenta enormemente la
produccién de morricina 269 y kenyacina 404 producidas por Bacillus thuringiensis

(Martinez-Cardefias et al., 2012).
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iii) Definicion del punto maximo de producciéon: Dependiendo de la cepa productora,
la sintesis mixima de la bacteriocina puede ocurrir en diferentes fases de crecimiento.
La tochinina (Paik ef al, 1997) y la bacthuricina F4, producida por B. thuringiensis
BUPM4 (Kamoun et al., 2005), muestran una disminucion en su actividad antibacteriana
después de la induccién de la esporulacion; por el contrario, es diferente a entomocina 9,
cuya actividad bactericida ha demostrado ser constante durante mds de 50 h de
incubacion. El descenso de la actividad de la bacteriocina puede estar asociado a la
produccién de proteasas producidas durante la esporulacion (Paik et al., 1997). Otros
estudios también han reportado pérdidas significativas de la actividad de la bacteriocina
sobre la incubacién prolongada de los cultivos (Cherif et al., 2003). Este efecto puede
ser relacionado con el aspecto especifico de los activadores de bacteriocina o a la
digestion enzimdtica; alternativamente podria ser atribuida a la nueva adsorcién de la
bacteriocina en las células productoras (Tagg et al., 1976). La desnaturalizacién de las
bacteriocinas puede ser reducido al minimo adicionando agentes antiespumantes (Jetten
etal., 1972).

iv) Induccion de la produccion de bacteriocina: De la Fuente-Salcido et al., 2008)
demostraron que B. thuringiensis requiere o no estar en contacto con una bacteria
indicadora para incrementar la sintesis de bacteriocinas. Sin embargo, el estar en
contacto con la bacteria indicadora permite que se origine un aumento en la produccion
y una disminucién en el tiempo de produccién maxima. También demostraron que la
induccidn en la sintesis de las bacteriocinas es ocasionada por proteinas termoresistentes
que pueden ser secretadas o bien estar asociadas a la membrana de B. cereus.

Los métodos mas utilizados para inducir la produccidén de bacteriocinas es exponer el
caldo de cultivo de la cepa productora a la irradiacion ultravioleta o con mitomycina C,
sin embargo, también se puede aplicar choque térmico o usar per6xido de hidrogeno. La
bacteriocina bajo investigacién puede responder a uno o a otro método (Tagg et al.,
1976).

3.1.8 Caracterizacion de bacteriocinas.

1) Determinacion de su naturaleza proteica: Las propiedades fisicoquimicas
generalmente son examinadas para proporcionar la informacién sobre la composiciéon y

la estructura de bacteriocinas (Moreyra Dos Santos, 1993). Aunque quimicamente
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diversas, la propiedad primordial es determinar que la inhibicién esté siendo producida
por una proteina. Todo método para identificar bacteriocina debe iniciar con la
determinacion de su sensibilidad a diferentes enzimas como proteinasa K, tripsina,
pepsina, etc. El determinar que es de naturaleza proteica nos da la pauta para definir la
estrategia de caracterizacion para el asilamiento e identificacién de una bacteriocina. Las
bacteriocinas de bajo peso molecular son generalmente més susceptibles a la digestion
trypsina; esto puede también servir para diferenciar si la actividad inhibitoria observada
es responsabilidad de un bacteriéfago o una bacteriocina ya que los bacteriéfagos son
altamente resistentes a la trypsina (Tagg, 1976).

2) Estabilidad a diferentes valores de pH y de temperatura: La estabilidad a
diferentes valores de pH y rangos de temperatura son las caracteristicas fisicoquimicas
mayormente utilizadas para realizar comparaciones directas entre bacteriocinas en las
que se han apoyado las investigaciones para diferenciar las bacteriocinas reportadas.

La bacteriocina con el mayor rango de estabilidad a los diferentes valores reportada a la
fecha es thuricina 17 (Gray et al., 2006), la cual mantiene su estabilidad a un pH de 1.0 a
9.25; le sigue la thuricina 439 (Ahern et al., 2003), con valores de 2.0 a 9.0. En cuanto a
la resistencia a los cambios de temperatura, la entomocina 9 (Cherif et al., 2003) se
mantiene estable a 121°C, asi como también la kurstacina 287, kenyacina 404,
entomocina 420 y tolworthicina 524 (Barboza-Corona et al., 2007) (Tabla 2).

3) Actividad contra Listeria sp: La bacteriocinas de Bacillus thuringiensis reportadas a
la fecha como anti-Listeria son: thurincina H (Lee et al., 2009a); entomocina 9 (Cherif
et al., 2003); entomocina 110 (Cherif et al., 2008); thuricina S (Chehimi et al., 2007);
thuricina 7 (Cherif et al., 2001).

4) Actividad Bactericida o bacteriolitica: el modo de actividad de las bacteriocinas de
Bt reportadas a la fecha varian entre si. Algunas presentan doble actividad tanto
bactericida como bacteriolitica dependiendo de la concentracién de la bacteriocina
probada por ejemplo: entomocina 110 (Cherif et al., 2008) y thuricina 7 (Cherif et al,
2001).

5) SDS PAGE. La electroforesis en gel de acrilamida es un método muy utilizado para
medir el tamafo de una proteina, por lo general se utiliza buffer Tris—glicina y en

algunos casos Tris-tricina, ya que este ultimo es mds recomendable para proteinas de
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bajo peso molecular como son las bacteriocinas de Bacillus thuringiensis.

Ademais, en la mayoria de los estudios de bacteriocinas, la electroforesis en gel de
acrilamida ha sido adaptada para determinar actividad directa, vertiendo un cultivo con
la cepa indicadora sobre las proteinas separadas en el gel para identificar cudl de ellas
es responsable de la inhibicién. Cuando la proteina es muy pequefa y no requiere su
estructura cuaternaria para ser activa se puede utilizar un gel desnaturalizante como
por ejemplo la thuricina Bnl (Ugras et al, 2013), identificada en un gel
desnaturalizante en buffer Tris-glicina con un tamafio que posteriormente fue
confirmado por ESI-TOF-MS en 3.139 kDa. En otros casos como el de entomocina 9
(Cherif et al., 2003), se lleva a cabo una electroforesis con gel nativo para que la

proteina no pierda su funcidn y pueda actuar al contacto con la cepa indicadora.

Tabla 2. Sensibilidad a cambios de temperatura y valores de pH de las bacteriocinas de

Bacillus thuringiensis

BACTERIOCINA VALORES DE VALORES DE REFERENCIA

PH TEMPERATURA

Thuricina Bnl 5.0-9.0 70°C Ugras et al., 2013

Bacthuricina F103 3.0-10.0 70°C Kamoun et al., 2011

Thuricina CD 2.0-9.0 85°C Rea et al., 2010

Thurincina H ND ND Lee et al., 2009a

Entomocina 110 3.0-9.0 121°C Cherif et al., 2008

Thuricina S 3.0-10.5 Termoestable Chehimi et al., 2007

Morricina 269 5.0-9.0 80°C Barboza-Corona et al.,
2007

Kurstacina 287

Kenyacina 404 5.0-11.0 121°C

Entomocina 420

Tolworthcina 524

Thuricina 17 1.0-9.25 100°C Gray et al., 2006

Bacthuricina F4 3.0-7.0 70°C Kamoun et al., 2005

Entomocina 9 3.0-9.0 121°C Cherif et al., 2003

Thuricina 439 2.0-9.0 80°C Ahern et al., 2003

Thuricina 7 3.0-9.0 90-98°C Cherif et al., 2001

Tochicina 3.0-9.0 90°C Paik et al., 1997

Thuricina ND ND Favret y Younsten
1989
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3.1.9 Purificacién de bacteriocinas.

La temperatura, el pH y los componentes nutritivos del medio juegan un papel crucial
en la produccion de la bacteriocina, mientras que una cantidad elevada de cloruro de
sodio en el medio de cultivo influye significativamente en la disminucién de la
bacteriocina producida. Esto se explica porque la produccion depende del crecimiento
y sus caracteristicas fisioldgicas, por consiguiente, depende también de la cinética de
los metabolitos primarios (De Vuyst, 1996). Ademads, su Optima produccién se ve
influenciada por varios estimulos como son la presencia de las células blanco (inductor
susceptible), agotamiento de nutrientes, composicion del medio de cultivo, reduccioén
de la velocidad de crecimiento, o también a cambios en las condiciones fisicas que
pueden afectar el crecimiento como la temperatura, el pH, el estrés 6xico o andxico
(Barboza-Corona et al., 2007).

La estabilidad de las muestras con bacteriocinas a menudo presenta una disminucién
draméticaa medida que aumenta la purificacion (Tagg et al., 1975). Se ha demostrado
que la adiciéon de suero de albumina bovina protege a las bacteriocinas de la
inactivacion que se presenta durante la purificacion (Jetten et al., 1972). La
purificacién de una bacteriocina inicia a partir de un volumen grande de cultivo de la
cepa productora. Los trabajos realizados en bacteriocinas producidas por B.
thuringiensis, parten de volumenes de cultivo de entre 400 ml como minimo para
purificar la bacthuricina F4 (Kamoun et al., 2005) hasta 5 L para la entomocina 9
(Cherif et al., 2003).

De Vuyst y Leroy en el 2007, reportaron tres métodos principales para la purificacion
de bacteriocinas. El primero que es el mds convencional se basa en una serie de pasos
que comprenden una precipitacion con sulfato de amonio, intercambio idnico,
interaccion hidrofdbica, filtracién en gel y la cromatografia liquida de alta presion de
fase inversa (Mgrtvedt et al., 1991; Parente y Riccardi, 1999). El segundo es un
sencillo método que consta de tres pasos (Callewaert et al, 1999), incluyendo
precipitacion con sulfato de amonio, extraccion-precipitacion cloroformo/metanol 'y
cromatografia de liquidos de alta presion fase inversa, el tnico paso cromatografico
involucrado. En el tercer protocolo, las bacteriocinas pueden aislarse mediante una

operacion unica, es decir, adsorcién en cama expandida, utilizando un gel de
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interaccion hidrofébica, después de maximizar el titulo de bacteriocina biodisponible a
través del ajuste del pH del medio de fermentacién crudo (Callewaert y De Vuyst,
1999).

En el caso de las bacteriocinas de Bacillus thuringiensis reportadas, la mayoria de las
técnicas aplicadas para purificar utilizan precipitacién con Sulfato de Amonio como la
tochicina (Paik et al., 1997), thuricina 7 (Cherif et al., 2001), thurincina H (Lee er al.,
2009a), thuricina B439 (Ahern et al., 2003), entomocina 9 (Cherif et al., 2003),
entomocina 110 (Cherif et al., 2008). Algunos de ellos reportan que después de la
precipitacion con Sulfato de Amonio la aplicacién de filtracién en gel con SEFADEX
para eliminar el exceso de sal, como en la thuricina B439 (Ahern et al.,, 2003) y la
entomocina 9 (Cherif et al., 2003). Otros utilizan dialisis para eliminar la sal como
bacthuricina F4 (Kamoun et. al 2005), thuricina 7 (Cherif et al., 2001), tochicina (Paik
et al., 1997), entomocina 9 (Cherif et al., 2003), entomocina 110 (Cherif et al., 2008) y
thuricina Bnl (Urgas et al., 2013). Y finalmente, en su mayoria han sido purificadas
aplicando Cromatografia liquida (HPLC) bacthuricina F4 (Kamoun et al, 2005),
thurincina H (Lee et al., 2009a), thuricina B439 (Ahern et al., 2003), thuricina 17
(Gray et al., 2006), thuricina Bn1 (Urgas et al., 2013).

3.2 Bacterias productoras de bacteriocinas.

Bacterias productoras de bacteriocinas se encuentran en todos los ambientes. Se cree que
> 90% de las bacterias pueden producir, cuando menos, una bacteriocina. Existen casos
donde una misma cepa puede producir varias bacteriocinas y la tinica razén de que no se
hayan aislado es debido a que han sido muy poco estudiadas (Gordon y O’Brien, 2006).
La mayoria de las bacteriocinas identificadas a la fecha son en su mayoria producidas
por bacterias Gram-positivas 88%, seguida de las bacterias Gram-negativas con un 18%
y solo 1.5% de las bacteriocinas reportadas son producidas por organismo del dominio

Archaea (Fig. 5).
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Figura 5. Aproximadamente el 88% de las bacteriocinas son producidas por

bacterias Gram-positivas.

Estos porcentajes estdn representados por 31 géneros, de los cuales 22 corresponden a
bacterias Gram-positivas dominando las Acido Lacticas (BAL) como productoras de

bacteriocinas (Tabla 3). Bactibase http://bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php
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Tabla 3. Géneros de microorganismos productores de

Bacteriocinas
Gram-positivas Gram-negativas Archaea
Actinoplanes Butyrivibrio Halobacterium
Bacillus Escherichia Haloferax
Brevibacterium Klebsiella
Brochothrix Myxococcus
Butyrivibrio Pseudomonas
Carnobacterium Rhizobium
Clavibacter Serratia

Clostridium
Enterococcus
Geobacillus
Kocuria
Lactobacillus
Lactococcus
Leuconostoc
Listeria
Paenibacillus
Pediococcus
Propionibacterium
Ruminococcus
Staphylococcus
Streptococcus
Streptomyces

Weissella

La razon por la cual las BAL son las mds estudiadas es porque por lo general son
consideradas no peligrosas, debido a que estin presentes en alimentos y por su
contribucién como flora saprofita de las superficies mucosas digestivas humanas. Dentro
de las BAL, las bacteriocinas mds abundantes son las producidas por el género
Lactobacillus, seguida por Enterococcus, aunque la tnica bacteriocina comercializada y
aprobada por la FDA para productos de consumo humano es la nisina producida por
Lactococcus lactis (Delves-Broughton, 1990). Las bacteriocinas de Bacillus son cada
vez mds importantes debido a su amplio espectro de inhibicidén; en comparacion con la
mayoria de las bacteriocinas de las BAL, que pueden incluir bacterias Gram-negativas,
hongos y levaduras, ademas de especies Gram-positivas, algunas de las cuales se sabe

que son patdgenas para los seres humanos y/o animales.
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Por otro lado, del género Bacillus en particular Bacillus thuringiensis ha despertado gran
interés para la bisqueda de bactericidas gracias a la gran diversidad que presentan en sus
propiedades fisioldgicas, lo cual les permite colonizar una amplia variedad de habitats
ecoldgicos. Esta capacidad de colonizacién es debida a la produccién de la espora que
les confiere resistencia a altas temperaturas, deshidratacion, desinfectantes y otros
medios de esterilizacion, caracteristica por la que son consideradas de gran importancia

economica en la industria alimenticia (Abriouel et al., 2011).

3.3 Bacillus thuringiensis.

A la fecha, existen reportes de algunas caracterizaciones de colecciones con cepas
provenientes de Europa, Asia, Nueva Zelanda y los Estados Unidos (Chaufaux et al.,
1997; Martin et al., 1989), y solo algunas de Latinoamérica (Bernhard et al, 1997,
Bravo et al., 1998), pero la mayoria de ellas solo mencionan parcialmente algin tipo de
proteina Cry y su actividad bioldgica contra un ndmero reducido de insectos,
lepidopteros, coledpteros y mosquitos.

La caracterizacion de colecciones en nuestro continente y especificamente en México es
aun limitada. Algunos esfuerzos han sido realizados en la UNAM (Bravo et al., 1998;
Ceron et al., 1995) y parcialmente en el CINVESTAYV. Sin embargo, estos esfuerzos han
sido dirigidos a la caracterizacion solo de genes cry con actividad contra mosquitos con
cepas de México, Colombia y Brasil (Ibarra et al., 2003) y algunos otros como los
codificantes para bacteriocinas (Barboza-Corona et al., 2007; De la Fuente-Salcido et
al., 2008).

El Instituto de Biotecnologia de la UANL cuenta con dos colecciones, la internacional
con la clave HD (> 1000 cepas), donada por el Dr. H. Dulmage y una mas compuesta
por cepas nativas (> 300) denominadas IBGM, provenientes de suelos agricolas,
insectos, silos y graneros de los estados de Baja California Sur, Sonora, Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango, San Luis Potosi, Zacatecas, Veracruz, Michoacéan y
Quintana Roo, y ha sido parcialmente caracterizada en base al serotipo y toxicidad hacia
ciertas plagas de lepidopteros, especialmente contra Trichoplusia ni, Heliothis virescens,
Spodoptera frugiperda y Spodoptera exigua (Tamez-Guerra et al., 2004); contra los

coledpteros Tribolium castaneum y Orizaephilus surynamensis (Pereyra-Alférez et al.,
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1999) y contra los mosquitos Aedes aegypti, Anopheles albimanus y Culex pipiens
(Maldonado-Blanco et al., 2002). Las cepas de esta colecciéon son conservadas por
liofilizacién y como esporas en papel seco.

3.3.1 Factores de patogenicidad y virulencia producidos por B. thuringiensis.

Un criterio de agrupacion o clasificacién de estas cepas, se ha basado en la produccién
de ciertos tipos de proteinas. Entre estos factores de virulencia se encuentran:
fosfolipasas, proteasas, quitinasas, o-exotoxinas o exotoxinas termolébiles, las -
exotoxinas, las cuales son toxinas que funcionan como anédlogos de ATP y las proteinas
VIP (Vegetative Insecticidal Proteins), que son proteinas insecticidas que se producen en
la fase vegetativa del crecimiento y presentan actividad contra lepiddpteros, proteinas
Cyt con actividad citolitica y contra dipteros y antibidticos con actividad antifingica

(Estruch et al., 1996; Raddadi et al., 2007; Schnepf et al., 1998).

3.3.2 Otras proteinas de importancia en el biocontrol.

Ademas de las proteinas Cry, B. thuringiensis puede sintetizar una gran cantidad de
compuestos toxicos a diversos organismos, entre este tipo de metabolitos sobresalen:
Bacteriocinas (Abriouel et al., 2011; Lee et al., 2009), lipoproteinas, quitinasas, endo-
1,4-beta-glucanasas, proteasas neutras (Liu et al., 2006; Tian et al., 2007), quitinasas,
lactonasas, antibidticos, etc. (Zhou et al., 2008; Raddadi et al., 2007).

Bacillus thuringiensis se considera el agente de biocontrol més exitoso del mundo.
Pertenece a la familia Bacillaceae, presenta células vegetativas en forma de baston,
flageladas, de 1-1.2 um de ancho y 3-5 um de largo, agrupadas en cadenas de 2 a 3
células, es Gram-positiva, aerobia estricta y esporégena. Bt produce cuerpos
parasporales también denominados d-endotoxinas o proteinas Cry y Cyt, que pueden
contener una o varias diferentes proteinas cristal insecticidas toxicas para insectos
lepidépteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himendpteros
(hormigas), dcaros y a otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y
protozoarios (Feitelson, 1993). Los cristales tienen diferentes formas (bipiramidal,
cuboidal, romboide plano, esférica o compuesto de dos tipos de cristal) dependiendo de
la composicién de las proteinas insecticidas del cristal y la bioactividad contra los

insectos blanco.
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La clasificaciéon de las sub-especies de Bt se basa en el andlisis serolégico de los
antigenos flagelares —HI. Hasta 1998 se habian descrito 67 sub-especies y 58
serovariedades diferentes (Schnepf et al., 1998).

Ademds de la produccién de cristales insecticidas, Bacillus thuringiensis tiene la
capacidad de producir una gran cantidad de sustancias antimicrobianas como péptidos y
lipopéptidos, entre las que se encuentran alrededor del8 bacteriocinas, dentro de las
cuales se han identificado las de tipo BLIS o sustancias parecidas a bacteriocinas, que
muestran actividad contra otras cepas de Bacillus, cepas patégenas y hongos

fitopatogenos.

3.4 Bacteriocinas sintetizadas por Bacillus thuringiensis.

La mayoria de las bacteriocinas de Bt reportadas a la fecha son péptidos catidnicos
pequeios, termoestables, muy diferentes a la primera bacteriocina reportada, la colicina.
Las colicinas son proteinas generalmente de alto peso molecular (29 a 90kDa) que
contienen dominios caracteristicos especificos de union, translocacion, o actividad letal
(Van Belkum et al, 1992). Por el contrario, las bacteriocinas producidas por las
bacterias Gram-positivas, incluyendo las de Bt, parecen estar formadas inicialmente
como pre-péptidos, que se separan posteriormente de un péptido lider para formar la
molécula bioldégicamente activa y son mucho mas pequefios, alrededor de 10kDa vy
menores (Fig. 6). En algunos casos como los lantibidticos (Hamon y Peron, 1963),
modificaciones postraduccionales se introducen en la regién del pro-péptido de la

molécula precursora antes de la escision del componente lider.

sel=0
Thuricin CD A
Thuricin CD B
Thuricin_H
thuricin 17
thuricin 5
Bacthuricin F4
Thuricin 439
Bacthuricina F103

:

=l

Figura 6. Alineamiento de Secuencia aminoacidica de algunas bacteriocinas de Bt.
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En 1989 Favert y Younsten reportaron la deteccion de un polipéptido sintetizado por
una cepa de Bt fue la primera bacteriocina de Bt reportada y la nombraron thuricina.
Desde entonces a la fecha, se han reportado 18 bacteriocinas sintetizadas por diferentes
cepas de Bt entre ellas se incluyen cinco sustancias inhibitorias semejantes a
bacteriocinas conocidas como BLIS (Bacteriocin Like Inhibitory Substance) (Barboza-

Corona et al., 2007) (Tabla 2).

3.4.1 Nomenclatura de las bacteriocinas de B. thuringiensis.

Las bacteriocinas de esta especie son conocidas como thuricinas, tochicinas,
bacthuricinas o entomocinas, nombradas asi en base a la especie o a la subespecie que
las produce, tal es el caso de thuricina de B. thuringiensis subsp. thuringiensis HD2
(Favret y Yousten, 1989), thuricin 439, B. thuringiensis B439 (Ahern et al., 2003),
thuricin S de B. thuringiensis subsp. entomocidus HD198 (Chehimi et al., 2007), 17 de
thuricin B. thuringiensis NEB17 (Gray et al., 2006; Lee et al, 2009), thurincin H de B.
thuringiensis SF361 (Lee et al., 2009a), thuricin CD producida por B. thuringiensis (Rea
et al., 2010), nombradas asi por la especie que las produce. En el caso de las llamadas
BLIS reportadas por Barboza-Corona et al., (2007), estas fueron nombradas en base a la
subespecie: morricina 269 de B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269), krustacina
287 de B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287), kenyacina 404 de B. thuringiensis
subsp. kenyae (LBIT 404), entomocina 420 de B. thuringiensis subsp entomocidus
(LBIT 420), tolworthicina 524 B. thuringiensis subsp. tolworthi (LBIT 524). Tochicin de
B. thuringiensis subsp. tochigiensis HD868 (Paik et al., 1997); bacthuricin F4 producido
por B. thuringiensis subsp. kurstaki BUPM4 (Kamoun et al., 2005), thuricin 7 producido
por B. thuringiensis BMG1.7 (Cherif et al., 2001), entomocina 9 de B. thuringiensis
subsp. entomocidus HD9 (Cherif et al., 2003) o entomocina 110 producida por B.
thuringiensis HD110 (Cherif et al., 2008).

3.4.2 Clasificacion de las bacteriocinas de B. thuringiensis.
A la fecha no se ha definido una clasificacion para bacteriocinas de Bt. La clasificacién
mds utilizada es la basada en las Bacterias Acido Lacticas propuesta por (Klaenhammer

1993) y (Jack et al., 1995), que ha sido modificada por otros investigadores como (Chen
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y Hoover 2003). Otra propuesta es la de las bacteriocinas entomocinas presentada por
(Franz et al., 2007). Estas clasificaciones consideran 4 grupos.

Clase I: (Lantibidticos) Este grupo contienen aminoécidos inusuales como lantionina y
b-methilantionina, son termoresistentes y < de 5 kDa. Clase II: (Nolantibidticos)
Peptidos pequeiios, de > 5 kDa, termoestables, incluyen péptidos con actividad contra
Listeria (cystibioticos), péptidos thiol-activados (thiolbioticos) y complejos de dos
péptidos. Clase I1I: Péptidos grandes termoldbiles, de < 30 kDa. Clase IV: Complejos de

bacteriocinas asociados a otras moléculas quimicas.

3.4.3 Caracteristicas de las bactriocinas de B. thuringiensis.

De estas clasificaciones mencionadas en el parrafo anterior resultan poco adaptables a
las bacteriocinas de Bt, es por eso que en términos de peso molecular, organizamos las
bacteriocinas de Bt, en los grupos A y B. El grupo A se compone de bacteriocinas que
pesan menos de 5 kDa y el grupo B, de las que pesan mds de 5 kDa. Sin embargo, desde
un punto de vista funcional, en el grupo A, podemos encontrar dos tipos: I) de un
péptido y II) que se componen de dos péptidos. Casi todos ellos pertenecen al tipo I 'y
sOlo thuricin CD y thuricin 439 pertenecen al tipo II (Tabla 1). Otro aspecto importante
de las bacteriocinas de Bt es que la subsp. seroldgica. entomocidus producen 3 péptidos
diferentes, thuricin S, entomocin 110 y entomocin 9 (Tabla 1). Por otro lado, el mismo
péptido puede ser producido por diferentes subespecies tal es el caso de thuricin S, que

es producida por la subsp seroldgica. entomocidus y subsp. tolworthi (Tabla 4).
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Tabla 4. Bacteriocinas sintetizadas por Bacillus thuringienisis y su cepa productora.

Tipo | Bacteriocina Masa(i/ll;)::scular Cepa Productora (Subsp) Referencia
Thuricina 0.950 HD2 (thuringiensis) Ifg;rget y  Younsten,
HD198 (entomocidus) Chehimi et al., 2007
.. HD9 (entomocidus)
Thuricina S 3137 HD110 (entomocidus) | Chehimi er al., 2012
HD125 (tolworthi)

Al | Thuricina Bnl 3.139 Bnl (kurstaki) Ugras et al., 2013
Thurincina H 3.140 SF361 Lee et al., 2009a
Bacthuricina F4 3.160 BUPM4 (kurstaki) Kamoun et al., 2005
Thuricina 17 3.172 Bt non-Bradyrhizobium | Gray et al., 2006
Entomocina 110 4.800 HD110 (entomocidus) Cherif et al., 2008
Thuricina CD Tma 2760 DPC 6431 Rea et al.,2010

Trn-f  2.860

All (A) 2.919
Thuricina 439 B) 2: 203 B439 Ahern er al., 2003
Morricina 269 ~10.000 LBIT 269 (morrisoni) gggl;oza-Corona et al,
Kurstacina 287 ~10.000 LBIT 287 (kurstaki) fgg‘;"za'cor"“a et al,
Kenyacina 404 ~10.000 LBIT 404 (kenyae) gggl;oza-Corona et al,

BI i
Entomocina 420 ~10.000 LBIT 420 (entomocidus) 2B(a)1(r)t7)oza Corona et al,
Tolworthcina . Barboza-Corona et al.,
524 ~10.000 LBIT 524 (tolworthi) 2007
Tochicina 10.500 HDS868 (tochigiensis) Paik et al., 1997
FBf(C);h“rlcma ~11.000 BUMP103 Kamoun ef al., 2011
Thuricina 7 11.600 BMG1.7 Cherif et al., 2001
Entomocina 9 12.400 HD9 (entomocidus) Cherif et al., 2003

Grupo AI: La thuricina HD-2 es producida por Bacillus thuringiensis subsp.
thuringiensis HD2. La produccion de esta bacteriocina es codificada en el pldsmido
(Favret y Yousten, 1989). En su estado nativo la thuricina HD2 muestra un peso
molecular 950 000 Da. Esta thuricina es susceptible a las enzimas proteoliticas
(quimotripsina, pronasa y tripsina) y presenta actividad antimicrobiana contra cepas de
B. thuringiensis y algunas otras especies Gram-positivas (B. cereus, B. megaterium, P.

polymyxa, B. sphaericus, C. xerosis, S. aureus'y S. epidermidis).

Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus HD198, fue reportado como productor de

thuricina S (Chehimi et al., 2007). En 2012 Chemini y colaboradores, encontraron que
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Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus HD9, Bacillus thuringiensis subsp.
entomocidus HD110 y Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi HD125, también producen
la thuricina S. Esta thuricina tiene actividad contra Listeria monocytogenes y otras
bacterias Gram-positivas como Listeria monocytogenes, B. cereus, B. thuringiensis, B.
subtilis, B. megaterium, Pediococcus acidolactic, Streptococcus thermophilus. Ademas
inhibe el crecimiento de la bacteria Gram-negativa Enterococcus cloacae (Chehimi et
al., 2012).

La thuricina Bnl es producida por Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Bnl, tiene
actividad contra otras cepas de B. thuringiensis ademds de bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, asi como también bacterias patdgenas de plantas; esto le confiere una
actividad bifuncional en agricultura a través del cristal toxico contra insectos y la
actividad de la bacteriocina contra bacterias patogenas (Ugras et al., 2013).

La thurincina H producida por B. thuringiensis SF361 es una de las pocas bacteriocinas
producidas por esta especie que ha sido caracterizada genéticamente. Es codificada en el
cromosoma a diferencia de la thuricina producida por la cepa HD2 que es codificada en
el plasmido. La thurincina H estd conformada por tres genes estructurales encontrados
en repeticiones en tindem thnAl, thnA2 y thnA3. Esta bacteriocina tiene actividad
contra Gram-positivas (Lee et al., 2009a).

La bacthuricina F4 fue aislada de la cepa BUPM4 B. thuringiensis subsp kurstaki, tiene
actividad contra Gram-positivas y una leve actividad contra algunas Gram-negativas. Es
estable a pH bajos (Kamoun et al., 2005).

La thuricina 17 producida por la bacteria endofitica Bacillus thuringiensis non-
Bradyrhizobium inductora de crecimiento de plantas inhibe el crecimiento de Gram-
positivas y E. coli MM274 de las Gram-negativas (Gray et al., 2006).

La cepa B. thuringiensis subsp. entomocidus HD110 produce la entomocina 110, tiene
actividad contra bacterias Gram-positivas incluyendo L. monocytogenes, Paenibacillus
larvae y otras especies de Bacillus. Esta bacteriocina presenta estabilidad a temperaturas
de esterilizacion de hasta 121°C y es resistente a cambios de pH y solventes orgénicos
(Cherif et al., 2008).

Grupo AII: Turicina CD es producida por B. thuringiensis DPC 6431, cepa aislada de

una muestra de heces humanas, fue patentada especificamente contra C. difficile (Rea et
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al., 2010). Es un dimero de dos péptidos Trn-o. y Trn-3, con masas moleculares de 2763
y 2861 Da, respectivamente. Las secuencias de aminodcidos de los péptidos de thuricin
a y B fueron publicados (Rea et al., 2010), e indican que esta es una nueva bacteriocina,
no lantibidtica, de dos péptidos modificada transduccionalmmente. Ademads, la
subunidad Trn-f es similar a la thuricin 439 que consta de 2 péptidos (Ahern et al.,
2003; Rea et al., 2010). Esta thuricina es sensible a enzimas proteoliticas, es estable al
calor y conserva su actividad inhibitoria sobre un amplio rango de pH. Thuricin CD
exhibe un estrecho espectro de actividad, especificamente inhibe C. difficile y algunos
Bacillus spp. (Rea et al., 2010). Thuricin CD ha sido autorizada por el Centro
Pharmabiotic Alimentaria (APC) a una compaiiia de biotecnologia de Irlanda, es decir
Alimentaria Salud Ltd., en septiembre de 2009 para su uso contra C. difficile asociada a

diarrea. (http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?W0O=20090 68656).

La cepa B. thuringiensis B439 produce una BLIS, exihibe un aparente estrecho
espectro de inhibicién especificamente inhibe a cepas de B. thuringiensis y B. cereus,
asi como también L. innocua 4202. Esta bacteriocina estd compuesta por 2
subunidades que tienen idénticas secuencias N-terminal, pero diferente masa molecular
(Ahern et al., 2003).

Grupo BI: La tochicina producida por B. thuringiensis subsp tochigiensis HD868 (Paik
et al., 1997) muestra un espectro de actividad antibacteriano estrecho contra la mayoria
de las cepas de B. thuringiensis y en contra de una cepa de B. cereus. Esta bacteriocina
es susceptible a la proteinasa K, es muy estable pH (pH 3,0 a 9,0) y es relativamente
estable al calor en 90°C, pierde completamente la actividad a 100 °C durante 30 min.
(Paik et al., 1997) (Tabla 5).

Bacthuricina F103 es producida por B. thuringiensis BUMP103 exhibe una potente
actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Bacillus cereus 'y
Agrobacterium tumefaciens una plaga del tomate (Kamoun et al., 2011).

Thuricin 7 producida B. thuringiensis BMG1.7 aislada de suelo (Cherif et al., 2001) es
activa contra varias especies del género Bacillus, incluyendo tres conocidas como
productoras de bacteriocinas (B. thuringiensis HD2 y HD868, y B. cereus AcT), asi
como frente a S. pyogenes y L. monocytogenes. El espectro antimicrobiano es similar a

la cereina 7, pero exhibe una gama mds amplia de la actividad que otras thuricinas y
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tochicinas. Thuricin 7 es susceptible s6lo para proteinasa K, estable en un intervalo de
pH de 3-9, y relativamente resistente al calor, reteniendo su actividad en un 55% de la
actividad después de incubar a 98°C durante 30 min. Sin embargo, es completamente
inactivado por calentamiento a 121°C durante 20 min (Cherif et al., 2001), (Tabla 5).

La cepa B. thuringiensis subsp. entomocidus HD9 produce la entomocina 9 la cual
presenta actividad contra cepas Gram-positivas entre ellas Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa y varios hongos. La entomocina 9 retiene mas del 72% de
actividad después de 20 min a 121°C, pierde su actividad al ser tratada con proteinasa
K y se mantiene estable a cambios de pH de 3.0-9.0 y a la liofilizacién (Tabla 5). La
ausencia de toxicidad frente a células Vero sugiere la idoneidad de la cepa HD9 para
ser aplicada de forma segura en tratamientos antimicrobianos (Cherif et al., 2003).

En este Grupo BI se reportan BLIS, éstas son: Morricin 269 producida por B.
thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269), kurstacin 287 producida por B. thuringiensis
subsp. kurstaki (LBIT 287), kenyacin 404 producida por B. thuringiensis subsp. kenyae
(LBIT 404), entomocin 420 producido por B. thuringiensis subsp. entomocidus (LBIT
420) y tolworthcin 524 producida por B. thuringiensis subsp. tolworthi (LBIT 524) son
producidas por los aislamientos mexicanos de B. thuringiensis (Barboza-Corona et al.,
2007; De la Fuente-Salcido et al., 2008). Los experimentos llevados a cabo con la
proteina parcialmente purificada indican que estas BLIS forman dos grupos homogéneos
de acuerdo a la estabilidad de calor y al espectro antimicrobiano. Morricin 269 y
kurstacin 287 son termotolerantes (siendo estable hasta 80°C), mientras que el resto
fueron termoresistente (siendo estable hasta 120°C) (Tabla 5). Las cepas del mismo
grupo mostraron inmunidad cruzada, mientras que cepas de diferentes grupos
presentaron sensibilidad cruzada. Un espectro méas amplio de inhibicién fue identificado
incluyendo la inhibicion de B. subtilis, L. innocua y E. faecalis, para krustacina 287
kenyacina 404 entomocina 420, tolworcina 524. Todos estas BLIS fueron activas contra
cepas de B. cereus y Vibrio cholerae (Barboza-Corona et al., 2007). Posteriormente, se
reporté que las preparaciones BLIS en crudo tenian espectros inhibitorios mds amplios,
incluyendo especies de Bacillus, L. innocua, E. faecium, S. aureus, V. cholerae, S.

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. flexneri,

34



Salmonella y E. coli, asi como la actividad antifingica contra Trichoderma sp. (De la

Fuente-Salcido et al., 2008).

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de bacteriocinas de Bacillus thuringiensis.

CON
ACTIVIDAD
TIPO | BACTERIOCINA pH TEMPERATURA CONTRA REFERENCIA
Listeria
monocytogenes
Thuricina ND ND x f ggget y Younsten,
Thuricina S 3.0-10.5 Termoestable * Chehimi et al., 2007
Thuricina Bnl 5.0-9.0 70°C Ugras et al., 2013
Al Thurincina H ND ND * Lee et al., 2009a
Bacthuricina F4 3.0-7.0 70°C Kamoun et al., 2005
Thuricina 17 ;(2) ; 100°C Gray et al., 2006
Entomocina 110 3.0-9.0 121°C * Cherif et al., 2008
ATl Thuricina CD 2.0-9.0 85°C * Rea et al., 2010
Thuricina 439 2.0-9.0 80°C Ahern et al., 2003
.. o Barboza-Corona et
Morricina 269 5.0-9.0 80°C al., 2007
. Barboza-Corona et
Kurstacina 287 al., 2007
Kenyacina 404 Slarl;%éz;-COrona et
5.0-11.0 121°C ~
BI Entomocina 420 Barboza-Corona et
al., 2007
. Barboza-Corona et
Tolworthcina 524 al., 2007
Tochicina 3.0-9.0 90°C Paik et al., 1997
Bacthuricina F103 3.0-10.0 70°C * Kamoun et al., 2011
Thuricina 7 3.0-9.0 90-98°C * Cherif et al., 2001
Entomocina 9 3.0-9.0 121°C * Cherif et al., 2003

3.4.4 Aplicaciones potenciales de bacteriocinas de B. thuringiensis.

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos producidos por algunas bacterias que poseen
actividad antimicrobiana, letal o inhibidora frente a grupos bacterianos estrechamente
relacionados con los que las producen. Su naturaleza quimica permite que puedan ser
consideradas como conservadores naturales (Ahern er al, 2003). En cuanto a su
aplicacion, en el drea de salud se ha despertado un interés creciente para considerar a las

bacteriocinas como una alternativa antimicrobiana para el tratamiento de infecciones
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humanas y posiblemente animal que, por desarrollar resistencia a los antibidticos
tradicionales, se han convertido en un problema grave de salud (Vasily et al., 2007).

En los dltimos afios ha surgido interés por el descubrimiento de nuevos tratamientos que
incluyen el uso de microorganismos como productos naturales. Bacillus thuringiensis es
considerado un modelo de investigacion por su capacidad para sintetizar bacteriocinas,
ademds de sus antecedentes de aplicacidon segura en control biolégico de plagas de
cultivos para consumo humano y animal. En 1989, Favert y Younsten reportaron la
deteccién de un polipéptido sintetizado por una cepa de B. thuringiensis y la nombraron
thuricina. Desde esa fecha hasta nuestros dias se han reportado 18 bacteriocinas
sintetizadas por diferentes subespecies de Bt (Tabla 4), y que presentan actividad
inhibitoria contra diversas bacterias Gram-positivas (Tabla 6), Gram-negativas (Tabla 7)

y algunos hongos (Tabla 8).
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Tabla 6. Bacteriocinas con actividad bioldgica contra Gram-positivas.

Bacteriocina Cepa sensible Referencia
Bacillus megaterium, B. cereus, Bacillus polymyxa,
.. . gater . pOLynty. Favret and Younsten,
Thuricina Bacillus sphaericus, Corynebacterium xerosis, S.

aureus, E. epidermidis, L. monocytogenes

1989

Thuricina S

L. monocytogenes, B. cereus, Bt, B. subtilis, B.
megaterium, Pediococcus acidolacticis,
Streptococcus thermophilus,

Chehimi et al., 2007

Thuricina Bnl

B. cereus, Lactococcus lactis, L. monocytogenes,

Ugras et al., 2013

Thurincina H

B. cereus, B. subtillis, B. megaterium, L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, S. aureus,
psicola,

Carnobacterim Geobacillus

stearothermophillus

Lee et al., 2009a

Bacthuricina F4

B. cereus, B. subtillis, Bacillus licheniformis, S.
aureus, Brevibacterium flavum,

Kamoun et al., 2005

Thuricina 17 B. cereus Gray et al., 2006
B. cereus, Bacillus coagulans, B. megaterium,

Entomocina 110 Bacillus  mycoides, . Bacillus  pseudomycoides, Cherif et al., 2008
Lactococcus lactics, L. monocytogenes,

Paenibacillus larvae Paenibacillus polymyxa.

Tochicina B. cereus, Leuconostoc mesenteroides. Paik et al, 1997
Bacthuricina B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, L. Kamoun ef al., 2011
F103 monocytogenes,

Thuricina 7

B. cereus, B. subtilis, Bacillus pseudomycoides B.
mycoides, Str. pyogenes, L.monocytogenes, B.
weihenstephanensis.

Cherif et al., 2001

Entomocina 9

B. cereus, B. pseudomycoides, B. mycoides, B.
weihenstephanensis, Lactobacillus sp. Lactococcus
lactics, L. monocytogenes,

Cherif et al., 2003

Morricina 269
Kurstac.lna 287 B. cereus, B. weihenstephanensis, Clostridium
Kenyacina 404 g e , .. Barboza-Corona et al.,
. difficile, Listeria innocua, S. aureus, S. xylosus, Str.
Entomocina 420 ogenes, Enterococcus faecium 2007
Tolworthcina pyos ’
524
B. cereus, B. firmus, B. mycoides, Clostridium
difficile, C. tyrubutiricum, C. lithuseburense, C.
Thuricina CD indolis, C. perfringens, L. monocytogenes, Listeria Rea et al., 2010
innocua L. fermentum, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus crispatus , Lactococcus lactis
Thuricina 439 B. cereus, L. innocua 4202 Ahern et al., 2003
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Tabla 7. Bacteriocinas con actividad bioldgica contra Gram-negativas

Bacteriocina Cepa sensible Referencia
Enterobacter cloacae, Pseudomona

Thuricina S srynigae. Salmonella enterica ser. Chehimi et al., 2007
Cholerae.

Thuricina Bnl Pauczmonqs lemoignei, Pseudomonas Ueras et al., 2013
savastanoi.

Bacthuricina F4 Klebsiella pneumoniae Kamoun et al., 2005

Thuricina 17 E. coli MM294. Gray et al., 2006

Entomocina 110 Pseudomonas aeruginosa Cherif et al., 2008

Bacthuricina F103  Agrobacterium tumefaciens Kamoun er al., 2011

Entomocina 9 Pseudomonas aeruginosa Cherif et al., 2003

Morrlclpa 269 Vibrio cholerae, Shigella flexneri,

Kurstacina 287 . .

. Salmonella sp, E. coli, Klebsiella Barboza-Corona et al.,
Kenyacina 404 .
. pneumoniae, Enterobacter cloacae, 2007
Entomocina 420 Prot leari
Tolworthcina 524 TOLEUS VULgarts.

Tabla 8. Bacteriocinas con actividad bioldgica contra Hongos.

Bacteriocina Cepa sensible Referencia

Entomocina 9 Aspergillus nidulans, Fusarium Cherif et al., 2003
graminis

Morricina 269

Kurstacina 287 Rizophus sp., Fusarium oxysporum,

De la Fuente-Salcido

Kenyacina 404 Mucor rouxii IM80, Trichoderma sp. et al.. 2008

Entomocina 420 SH1, Trichoderma sp. SD3.
Tolworthcina 524

En el contexto de bacteriocinas como una alternativa adecuada a los antibidticos
contra agentes patdégenos resistentes a multiples farmacos, junto con una continua
necesidad urgente para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, bacteriocinas
representan una fuente inagotable prometedora de nuevos antibidticos (Al-Mahrous et
al., 2010; Gauri et al., 2011). Por otra parte, B. thuringiensis podria ser utilizado
como una fuente de bacteriocinas activas contra la especie psicrotolerantes
estrechamente relacionadas de B. cereus (Bc) y B. weihenstephanensis, que son
perjudiciales para los productos alimenticios (Cherif et al, 2001) y patdégenos de
plantas. Gray et al., (2004) reporta la thuticnina 17 como inductor de crecimiento de
planta de frijol de soya. Esta bacteriocina fue aislada de B. thuringiensis NEB17 que
es una rizobacteria que promueven crecimiento vegetal (PGPR) incluyen bacterias en

el suelo cerca de las raices de las plantas, sobre la superficie de los sistemas de raices
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de las plantas, en los espacios entre células de la raiz o dentro de las células
especializadas de nddulos de las raices.

Con el aumento en la resistencia a los antibidticos entre patégenos y el aumento de las
infecciones adquiridas en el hospital como Staphylococcus aureus meticillina
resistente (MRSA) y Clostridium difficile, existe una necesidad apremiante de
encontrar nuevos compuestos antimicrobianos para combatir estas enfermedades (Rea
et al., 2010). C. difficile fue reconocido como causante agente de diarrea nosocomial
en la década de 1970 (George et al, 1978), ahora es recurrente, y los casos de
enfermedad asociada a Clostridium difficile (CDAD) estdin aumentando tanto en
nimero como en gravedad en muchas partes del mundo. Ramirez-Rosales y Canti-
Llanos (2012), reportaron que el 9.1% de pacientes internados en un hospital de
Meéxico fallecieron por diarrea provocada por Clostridium difficile. La thuricina CD es
producida por Bacillus thuringiensis DPC 6431, fue aislada de una muestra fecal
humana y se compone de dos péptidos distintos, Trn-o y B-Trn, que actian de forma
sinérgica para matar una amplia gama de aislados clinicos de C. difficile, incluyendo
ribotipos comunmente asociado con CDAD por ejemplo, ribotipo 027 (Ramirez-
Rosales y Canti-Llanos, 2012). De la Fuente-Salcido et al., (2008) encontraron que las
bacteriocinas (morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404, entomocina 420 y
tolworthcina 524) producidas por cepas mexicanas de B. thuringiensis tienen actividad
contra diversas bacterias de importancia en alimentos tales como B. cereus,
Staphylococcus xylosus, Enterobacter cloacae y Vibrio cholerae, entre otras. Estas
mismas bacteriocinas fueron probadas en el control de mastitis (Barboza-Corona et al.,
2009); thurincina H (Lee er al.,, 2009a), turicina S (Chehimi et al., 2007), entomocina
110 (Cherif et al., 2008), entomocina 9 (Cherif et al., 2003) y turicina 7 (Cherif et al.,
2001) pueden ser usadas para el control de Listeria monocytogenes en la
contaminacion de alimentos. Bacillus thuringiensis es una bacteria que ha sido muy
utilizada en agricultura para el control de plagas agricolas demostrando un excelente
biocontrol gracias a la produccion de su cristal toxico. Los afios de aplicacién han
hecho que Bt sea considerada una tecnologia segura. La produccion de bacteriocinas
representa una tecnologia prometedora ya que un mismo producto a base de Bacillus

thuringiensis puede poseer las dos funciones: control de plagas y control de bacterias.
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4. JUSTIFICACION

El problema de la creciente contaminaciéon por hongos y bacterias con altos niveles de
resistencia multiple a antibidticos tanto en hospitales como en la industria alimentaria
representa un grave problema y enorme reto para la biotecnologia.

En el drea de quiréfanos y unidades de cuidados intensivos, la diseminacién de las
bacterias multiresistentes como son: S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), P.
aeruginosa, Enterocoocos sp., por mencionar solo algunas, representa el alza de costos
hospitalarios y un incremento significativo en la morbimortalidad (Siegel et al. 2006,
Abriouel et al. 2011). La resistencia multiple es generada, entre otras cosas, por el uso
excesivo e irresponsable de antibidticos. En paises como Estados Unidos se han
establecido programas enfocados a la lucha contra la resistencia bacteriana como un
problema de importancia prioritaria (Siegel et al. 2006), por lo que la busqueda de
alternativas de sustancias naturales que sirvan como inhibidores de este tipo de
patégenos y deteriorantes de los alimentos, es un campo con gran futuro.
Tradicionalmente, las bacterias 4cido lacticas (BAL) emergen como las de mayor
produccion de bacteriocinas con actividad antimicrobiana. Sin embargo, es bien
conocido que miembros del género Bacillus, son microorganismos que producen una
enorme cantidad de metabolitos con actividad biocida. Entre ellos sobresale Bacillus
thuringiensis. Esta bacteria sintetiza las proteinas Cry, Cyt y Vip usadas con gran éxito
en el control bioldgico de insectos plaga y parasporinas (PS), proteinas con actividad
litica contra células tumorales. Recientemente, algunos grupos de investigacién han
encontrado cepas de B. thuringiensis que sintetizan bacteriocinas, protefnas con
actividad bioldgica contra bacterias y hongos.

Este hecho ha atraido una especial atencion, sobre todo debido a su posible aplicacién
como bioconservadores naturales de alimentos, como una alternativa al uso de los
quimicos disponibles y/o para el control de plagas bacterianas y la conservacion del

grano en la agricultura (Kamoun et al. 2011). De hecho, aunque los datos sobre su
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toxicidad son muy escasos, la investigacion y su uso intencional de largo plazo sugieren
fuertemente que pueden usarse de manera segura (Cherif et al. 2001).

El Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas/UANL, cuenta con
una de las colecciones de B. thuringiensis mds ricas y variadas del mundo. Esta
coleccién, por lo tanto, representa una riqueza importante para la busqueda de
bacteriocinas con actividad bioldgica contra dos de los microorganismos de mayor
importancia en salud humana como son Staphylococcus aureus 'y Listeria
monocytogenes.

En este trabajo se investigamos 48 cepas de la coleccion GM con el fin de detectar
bacteriocinas con accién antimicrobiana y puedan ser propuestas como posible solucién

al problema de la resistencia de bacterias patdgenas.
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5. HIPOTESIS

Las cepas de la colecciéon de Bacillus thuringiensis producen bacteriocinas actividad

biocida contra bacterias de importancia médica e industria alimentaria.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Detectar y caracterizar bacteriocinas con actividad bioldgica contra bacterias de

importancia en salud humana.

6.2 Objetivos especificos

1. Detectar bacteriocinas en cepas de B. thuringiensis de la clave GM

2. Desarrollar un sistema de bioensayos para evaluar la actividad biocida

3. Determinar el espectro de accion de las bacteriocinas contra Gram positivas y

Gram negativas

4. Probar las bacteriocinas contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina y

contra L. monocytogenes

5. Caracterizar la bacteriocina de mayor actividad bioldgica
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biolégico.

Cuarenta y ocho cepas de Bacillus thuringiensis, fueron evaluadas como productores de
bacteriocinas (Tabla 9). Como cepas indicadoras usamos B. thuringiensis HD1, HD73
(Kamoun et al., 2004; Cherif et al., 2003; Paik er al., 1997), y la cepa GMI10
perteneciente a la coleccion bajo estudio. Todas las cepas de B. thuringiensis fueron
proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Otras cepas usadas como potenciales
blanco de bacteriocinas fueron: Gram-negativas: Salmonella typhi, Salmonella
Typhimurium, Salmonella arizonae, FEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Entrobacter aerogenes 'y las Gram positivas: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Listeria monocytogenes. El
control positivo fue conformado por tres cepas de B. thuringiensis: HD868 (subsp.
tochigiensis) productora de tochicina (Paik er al., 1997); HD9 (subsp. entomocidus)
productora de entomocina 9 (Cherif et al., 2003) y HDI1 (subsp. thuringiensis)

productora de thuricina (Favret y Younsten, 1989).

7.2 Activacion de las cepas de la coleccion.

Las cepas fueron inoculadas en Agar Nutritivo (AN) e incubadas 72 h a 30°C. Una vez
demostrado la presencia del cristal tipico, cada colonia, por separado, fue inoculada en
Caldo Nutritivo (CN) durante la noche a 30°C. Afiadimos 1 mL glicerol al 40% con 1
mL del cultivo concentrado quedando a una concentracion final del 20%. Las cepas
fueron mantenidas a -20°C hasta su uso. Las cepas de B. thuringiensis fueron sembradas
cajas Petri con AN e incubadas 72 h a 30°C y, posteriormente, inoculadas en tubos con 3
mL de CN e incubados a 30°C 14-16 h en agitaciéon constante. El cultivo fue

centrifugado y 2 mL del sobrenadante decantados y concentrados hasta 1 mL.
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7.3 Deteccion de actividad antimicrobiana.

7.3.1 Cultivo (produccion de masa celular).

Matraces Erlenmeyer de 250 mL con de 45 mL de Caldo Soya Tripticasa (CST) fueron
inoculados con 5 mL de un cultivo de toda la noche e incubados 12 h en agitacién
constante (180 rpm) a 30°C. Las células fueron separadas por centrifugacion y el
sobrenadante pasado por membranas de 0.45um (MF Millipore membrane). Este filtrado
fue usado para verificar la presencia de bacteriocinas en los bioensayos con las cepas

indicadoras de Bt.

7.3.2 Deteccion de actividad microbiana.

La actividad de las potenciales bacteriocinas fue evaluada por el método de difusién en
pozo (Jack et al, 1995). Para este ensayo usamos Bt HDI1, HD73 y GMI0 como
indicadoras. Preparacion de las cepas indicadoras: Las cepas fueron cultivadas en 5
mL de CN, 12 h a 30°C y 180 rpm, luego fueron transferidas a matraz con 45 mL de
CST e incubadas a 30°C por 8 h en agitacion constante a 180 rpm. De este cultivo se
tomaron 200 pl para inocularse en 6 mL de Agar Soya Tripticasa (AST) suave (0.7 %)
fundido a 45°C el cual fue vertido sobre una caja Petri que contenfa 15 mL de AN. Una
vez solidificado el agar suave, realizamos perforaciones (6 pozos de 8 mm de didmetro)
con un arreglo de 5 en la periferia y 1 en el centro de la caja; las cajas fueron incubadas
2 h a 37°C (De la Fuente-Salcido, 2009). Posteriormente, colocamos 200 pl de los
sobrenadantes concentrados de cada una de las 48 cepas con posibilidad de producir
bacteriocinas. El pozo central fue para agua estéril. Las cajas fueron incubadas por 12-24
h a 30°C, hasta la aparicién de los halos inhibicidn, los cuales fueron medidos (mm) con

un vernier.

Este procedimiento utilizado para probar las cepas testigo, también fue usado para medir
la sensibilidad de bacterias Gram negativas (Salmonella typhi, Salmonella Typhimurium
Salmonella arizonae, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Entrobacter aerogenes) y Gram

positivas (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus (MRSA) y Listeria
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monocytogenes), contra los extractos de proteinas precipitadas de las 48 cepas de la
coleccion solo que en este caso las bacterias fueron inoculadas en medios especificos e

incubadas a 37°C por 24 h hasta observar inhibicion.

7.3.3 Precipitacion de proteinas.
Las cepas con actividad antimicrobiana, fueron sometidas a otra ronda de crecimiento
como se menciond en la seccion anterior. El sobrenadante de los 50 ml, fue precipitado
con sulfato de amonio [(NH4),SO4] al 80% de saturacién (28 g), manteniendo a
temperatura ambiente (~ 17 a 20°C). El precipitado fue colocado toda la noche a 4°C,
centrifugado a 4°C durante 30 min a 10 000 g. El precipitado fue resuspendido en 2 mL
agua Mili Q estéril y conservado a 4°C hasta su uso. La concentracion de proteina fue
medida por el método de Bradford (1954). La presencia de bacteriocinas fue demostrada

en cada paso de purificacion mediante los bioensayos mencionados en la seccion 7.3.2.

7.3.4 Confirmacion de la prueba de activad de la bacteriocina precipitada.

Con el fin de descartar que la actividad inhibitoria fuera debido a (NH4),SO, utilizado
para la precipitacion de las proteinas, la conductividad de la muestra L4-2 precipitada
fue determinada en un valor de 390 uS/cm; soluciones de (NH4),SO4 y cloruro de sodio
(NaCL) fueron igualadas a 390 uS/cm de conductividad y probadas contra diferentes

concentraciones de proteinas precipitadas utilizando GM10 como indicador.

7.4 Separacion de proteinas en Geles de Acrilamida.

Los extractos de proteinas que presentaron actividad antimicrobiana fueron corridos en
geles de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y nativas
(sin B-mercaptoetanol) de acuerdo al método de Laemmli (1970). Los geles fueron
cargados con 20 pl de muestra y 10ul de marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards #1610375). La electroforesis se

llevé a cabo inicialmente a 80V y después a 120V durante 30 min y 5 h respectivamente.
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Los geles fueron tifiidos con azul de Coomassie R-250 (2%, Azul Brillante Coomassie
R-250, 250 mL metanol, 50 mL d4cido acético glacial, aforado a 500 mL con agua
destilada estéril) por 2 h en agitacion continua y destefiido con 250 mL metanol, 50 mL
dcido acético glacial, aforado a 500 mL con agua destilada estéril hasta visualizar las

bandas.

7.5 Seleccion de la cepa productora para caracterizar y purificar una bacteriocina.

Los resultados de los bioensayos fueron registrados y de acuerdo a su espectro de
actividad bioldgica, las cepas fueron agrupadas en diferentes conjuntos. El dendrograma
nos permitio seleccionar la cepa con el mejor desempeiio de actividad inhibitoria, para
continuar con la optimizacion del protocolo de obtencion, caracterizacion y purificacion
de una bacteriocina. De esta manera, seleccionamos a la cepa L4-2 para posteriores

procesos de caracterizacion.

7.6 Sintesis y caracterizacion de bacteriocina.
7.6.1 Obtencion de bacteriocina L4-2 Parcialmente Purificada (PP)

La cepa L4-2 evaluada nuevamente bajo las condiciones mencionadas en la secciones
7.3.1 y 7.3.3. Posterior a la precipitacion, el precipitado fue resuspendido en 3 mL de
agua mili Q y dializado con Kit Mega Dialysis de SIGMA-ALDRICH con un poro de
1000 Da. La actividad de la PP fue probada contra B. thuringiensis HD1, HD73, GM10,
S. aureus y L. monocytogenes. Las cepas HD868 productora de tochicina, HD9
productora de entomocina 9 y HDI1 productora de thuricina fueron incluidas como

controles positivos.
7.6.2 Estabilidad a pH y temperatura

8 alicuotas de 500 ul de bacteriocina L4-2a una concentracion de 1.2 mg/mL (las
mediciones de proteina realizadas en el NanoDrop™2000 Thermo Scientific), fueron
preparadas para determinar el efecto del calor en la actividad inhibitoria. Cada alicuota

fue sometida a una temperatura diferente iniciando con 40°C, luego 50, 60, 70, 80, 90,
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100 y hasta 110°C por 30 min cada una. Después de este tiempo realizamos bioensayos

(Ver seccion 7.3.2) contra GM10 como cepa indicadora.

De la misma manera, para determinar su estabilidad a cambios de pH, fueron preparadas
7 alicuotas mas (500 pl de bacteriocina L4-2 a una concentracion de 1.2 mg/mL), las
cuales se trataron con 500 pl de buffer de citrato 50 mM para pH 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0,
buffer de fosfato 50 mM a pH 7.0 y buffer Tris HCl 50 mM para los valores de pH 8.0 y
9.0, de acuerdo a (Paik et al., 1997). Se probd¢ la actividad de cada alicuota contra GM10

utilizando la técnica de difusidon en pozo descrita anteriormente.

7.6.3 Sensibilidad a Proteinasa K.

La sensibilidad a las proteasas fue determinada agregando 1 mg de proteinasa K
(Invitrogen) en 500 pl de bacteriocina L4-2 a una concentracién de 1.2 mg/mL, luego
incubada a temperatura ambiente por 1 h. La actividad bioldgica fue evaluada contra la

GM10, como se menciond anteriormente.
7.6.4 Determinacion del modo de accion.

50 mL de un medio liquido de CST fue utilizado para sembrar la cepa indicadora GM 10
a 30°C en agitacion a 180 rpm por 12 h. A mitad de la fase logaritmica fueron agregados
1.2 mg/mL de bacteriocina [4-2, luego cada 4 h se tomé 1 mL del cultivos. Cada
muestra fue diluida hasta 10”, la absorbancia a 600 nm fue medida y luego sembradas

en placa de AST para contar las unidades formadoras de colonias (UFC).
7.6.5 Sintesis de la bacteriocina durante el ciclo de crecimiento.

Para el estudio de produccion de la bacteriocina, la cepa L4-2 fue inoculada en 5 mL de
CST a 30°C a 180 rpm por a las 12 h, y transferidas un matraz con 45 mL de CST e
incubado a 30°C por 24 h en agitacion constante a 180 rpm. Alicuotas de 2 mL del
cultivo fueron tomadas cada hora y concentrada en SAVANT (DNA 120 SpeedVac
Concentrator) hasta un volumen final de 500 ul. La actividad inhibitoria de cada muestra

concentrada fue probada contra GM-10 aplicando el método de difusién en pozo.

48



7.6.6 Caracterizacion parcial de la bacteriocina.

Partiendo de un volumen de 1.2 L de cultivo de la cepa L4-2 de 12 h por 30 °C. El
sobrenadante fue filtrado en membranas de 0.45 um y precipitado con sulfato de amonio
al 80% durante toda la noche a 4 °C. Las proteinas precipitadas fueron obtenidas por
centrifugaciéon a 10000 g por 30 min, y solubilizadas en 12 ml de agua MiliQ. La
muestra fue pasada por FPLC (Amersham Biosciences. AB 2002) usando una columna
Hi-Prep 26/60 Sphacryl™ S-300HR (Amersham Pharmacia) pre-equilibrada y eluida
con 50 mM de NaH,PO4 pH 7.4 a un flujo de 12 ml h''. Fracciones de 5 ml fueron
colectadas y la concentracién de proteina fue evaluada a 280 nm. La actividad
antimicrobiana fue evaluada en cada fraccion. Las fracciones positivas fueron mezcladas
liofilizadas y disueltas en 5.0 mL de agua MiliQ estéril y pasada por filtros de diferente
punto de corte, iniciando con 100 kDa, 30 kDa, 10 kDa y 3 kDa (Centricon® Centrifugal
Filter Devices Millipore). Con estos filtros separamos las moléculas grandes de las més
pequenas. Usamos primero los filtros de mayor tamafio y el producto obtenido por
centiorfugacion lo flitramos usando el siguiente poro mas pequefo hasta filtrar con un
poro de 3 KDa. Las muestras obtenidas en cada uno de los pasos de filtracién fueron

probadas con GM10 (ver 7.3.2).

7.7 Purificacion de la bacteriocina.

Dos cultivos de 3 L cada uno fueron incubados a 28°C por diferentes lapsos de tiempo,
uno fue incubado por 12 h (L4-212) y otro por 24 h (L4-224). Las células fueron
eliminadas por centrifugacion y los sobrenadantes filtrados con membrana de 0.45um.
Los filtrados fueron precipitados con sulfato de amonio como se menciond
anteriormente. El precipitado fue resuspendido en 10 mL de agua MiliQ estéril, pasados
por el filtro de 10 kDa de corte (Cut off) y dializados en kit Mega Dialysis (Sigma-
Aldrich. USA) de 1000 Da. Las muestras [L4-212 y L4-224 fueron aplicadas, por
separado, a un sistema de HPLC (Aguilent 1100 Gradiente UV System) usando una
columna C18-Zorbax 300SB (Agilent Technologies. USA) y eluidas con fase movil:
buffer A (90% agua: 10% acetonitrilo + 0.1% de acido trifluoroacético), buffer B (10%

agua y 90% acetonitrilo + 0.1% de acido trifluoroacético) a un flujo constante de 1.0
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ml/min. La absorbancia fue medida a 280 nm. Los picos fueron colectados y, por

separado, probada la actividad contra B. thuringiensis GM10.

De acuerdo a los resultados obtenidos, decidimos repetir el procedimiento utilizando la
muestra obtenida de 12 h de incubacién, y como proteinas de referencia analizamos en
la mismas condiciones Nisina 3.5 kDa y Lisozima 14.3 kDa a una concentracién de 10
mg/mL cada una. Colectamos las diferentes fracciones proteicas para probar su actividad
inhibitoria contra GM10. De esta manera identificamos la fraccién que corresponde a la
proteina que produce la actividad. Con el fin de obtener un volumen suficiente para
analizar por espectrometria de masas, inyectamos la muestra al equipo HPLC en 15
ocasiones consecutivas, las fracciones colectadas en cada corrida fueron unidas y
concentradas en el SAVANT vy finalmente medimos la concentraciéon de proteina en el

NanDrop.

7.8 Determinacion de la masa molecular.

La muestra fue aplicada en un sisttema LC-MS compuesto por una bomba de nanoflujo
EASY-nLC II (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) acoplado a un espectrémetro de masas
LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacion tipo
nano-electrospray (ESI). La calibracion del espectrometro fue realizada con una solucion
(Calmix)® conteniendo N-butilamina, cafeina, HZN-MRFA-CO2 y Ultramark 1621. En
el sistema de cromatografia de liquidos (LC) se utiliz6é un sistema gradiente de 50-50%
de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de 4cido férmico) utilizando una aguja capilar
para la inyeccion directa. El flujo del sistema LC fue de 600 nanolitros/min. La masa
molecular de cada muestra se obtuvo mediante el procesamiento de datos a través del

algoritmo de Deconvolucion automatica (Xtract rawfile. Agosto 2015).
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8. RESULTADOS

8.1 Deteccion de actividad microbiana.

Un total de 48 cepas de la coleccion GM de Bt fueron analizadas, de las cuales 26
presentaron inhibicién con al menos una de las cepas testigo. 24 presentaron actividad
inhibitoria contra HD1, 13 para HD73, y 17 para GM-10. Medimos la actividad
antimicrobiana en milimetros; entre mas grande el halo de inhibicién, mayor actividad
(Tabla 9). De las 48 cepas 13 presentaron un mayor espectro de actividad ya que
inhibieron las 3 cepas testigo; estas se muestran en letras negritas en la Tabla 9.

Tabla 9. Actividad bioldgica de las 48 cepas de la coleccion GM contra las cepas
de Bt HD1, HD73 e GM10. (Actividad medida en mm).

Bt HD1 | HD73 | GM10 Bt HD1 | HD73 | GM10
L4-2 12 19 29 GM62 12 20 25
GM5 - - - GM63 - -
GMe6 - - - GM64 10 18 18
GM8 - - - GM65 10 17 20

GM11 11 17 26 GM67 12 21 25
GM14 - - - GM68 10 19 23
GM15 - - - GM69 - - -
GM16 11 19 25 GM70 10 17 24
GM17 - - - GM71 12 21 23
GM18 - - - GM72 20 17 25
GM19 12 21 24 GM74 - - 24
GM20 10 - 22 GM76 - - 22
GM22 10 - - GM75 20 - -
GM25 10 - - GM77 - - -
GM26 10 - - GM78 - - -
GMm27 12 - - GM79 - - -
GM28 - - - GM80 - - -
GM46 - - - GM82 12 - -
GM48 - - - GM81 13 - -
GM49 - - - GM83 10 - -
GM50 - - - GM85 12 - -
GM53 14 17 25 GM86 - - -
GM57 10 22 GM87 - - -
GM60 - - - TOTAL| 24 13 17
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De las bacterias Gram negativas (S. typhi, Salmonella Typhimurium, S. arizonae, E. coli,
K. pneumoniae, E. aerogenes) y Gram positivas (S. epidermidis, S. aureus (MRSA) y L.
monocytogenes), probadas contra los sobrenadantes de las 48 cepas de la coleccidn, solo
9 presentaron actividad de las Gram positivas, contra MRSA y L. monocytogenes (Fig. 7

y Tabla 10). Por el contrario de las Gram negativas ninguna fue sensible.

Tabla 10. Gram positivas inhibidas por Bt de la colecciéon GM.

Coleccion Bt MRSA L. monocytogenes
L4-2 + +
GM 11 + +
GM 16 + +
GM 53 + +
GM 62 + +
GM 67 + +
GM 71 + +
GM 72 + +
GM 75 + +
Total 9/48 9/48

Figura 7. Cultivo de MRSA inhibido por cepas de la coleccion GM. Los
nimeros corresponden al nimero con el que se identifica la cepa en la
coleccion.

- = L p— \
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8.2 Comprobacion de la prueba de activad de la bacteriocina precipitada.

Un volumen de 200 pl de la muestra precipitada con sulfato de amonio fue diluido en
200 pul y 1 mL de agua MiliQ, respectivamente. Ambas diluciones probadas contra GM
10 mostraron una diminucién en el tamafio del halo de inhibicién, en relacién a la
muestra sin diluir (Fig. 8). Por otro lado, las muestras preparadas con (NH4),SO, y NaCl
con una conductividad (390 uS/cm) igual a la de la muestra precipitada de la cepa L4-2

no produjeron ninguna inhibicién sobre el crecimiento de la cepa testigo GM10 (Fig. 9).

Figura 8. Actividad de la cepa L4-2. 1)
Proteinas precipitadas; 2) diluida en 200 pl; 3)
diluida en 1 mL. 4) diluidaen 2 mL y 5) 3 mL.

Figura 9. 1) y 4) Proteinas de la cepa L4-2
precipitadas con sulfato de amonio, 2) sulfato de
amonio, 3) agua y 5) cloruro de sodio.
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8.3 Separacion de proteinas en Gel de Acrilamida.

La separacion electroforética de las proteinas totales extraidas se llevé a cabo en un gel
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes. En la figura 10, separacion
electroforética de proteinas de las cepas GM que presentaron inhibicién contra MRSA y

L. monocytogenes.

M 2 11 16 53 62 67 71 72

Figura 10. Gel SDS-PAGE con
proteinas precipitadas. Los nimeros
superiores corresponden al asignado
en coleccion GM que presentaron
actividad contra MRSA. (M)
marcador de peso molecular.

Ademéds realizamos pruebas para determinar actividad directa sobre gel de acrilamida
nativo. Una vez que las proteinas son separadas, el gel se coloca en una caja Petri y es
cubierto con un cultivo de la cepa indicadora en agar suave fundido (ver apéndice). De

los cuales no obtuvimos resultados favorables.
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8.4 Seleccion de la cepa productora para caracterizar y purificar una bacteriocina.

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la inhibicién de la coleccién GM probadas

contra las 3 cepas testigo HD2, HD73, GM10, y que inhibieron a S. aureus MRSA y L.

monocytogenes. En la figura 11, corresponde al dendrograma que agrupa las cepas de la

coleccidn en base a su actividad y espectro de inhibicién con lo que logramos identificar

6 grupos. El color de las filas de la tabla 12 corresponde al color de los circulos que

agrupan las cepas identificadas por su clave GM en el dendrograma (Fig. 11). La cepa

L4-2 fue seleccionada por su actividad de mayor espectro al inhibir las cepas testigo

HD1, HD73 e GM10; ademds de presentar el didmetro mayor de inhibicién contra S.

aureus (Tabla 11 y Fig. 11). La cepa L4-2 fue caracterizada y purificada en este trabajo.

Tabla 11. Reordenamiento de las cepas de Bt de acuerdo a su espectro de actividad (mm).

Cepa indicadora

Cepa el
HD1 |HD73| GM10 | “MRSA

L4-2 1219 | 29 | 27 | 26
Gm11 |11 ]| 17| 26 | 22 | V7
GMi6 |11 ]| 19| 25 | 22 | 18
GM53 |14 | 17 | 25 26 | 24
GM62 |12 |20 | 25 | 27 | 24
GM67 |12 |21 | 25 | 25 | 25
GM71 |12 | 21| 23 | 25 | 24
GM72 20 | 25
GM19 | =
GM64 N
GM65 _ | =
GM68 N
GM70 N

o Cepa indicadora

HD1 [HD73| GM10 | “MRSA | *Lm
GM20 10 — 22 — —
GM57 10| — | 2 — | =
GM75 n — | — 25 13
GM22 10 | — | — S
GM25 10 | — | — _ | =
GM26 10 | — | — S
GM27 12 | — | — _ | =
GMS82 12 | — | — S
GMS81 13 | — | — S
GMS83 10| — | — S
GM85 12 | — | — S
GM74 — — I —
GmM76 | — | — _ | =

*Staphylococcus aureus resisitente a meticilina
**Listeria monocytogenes
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Grupo

Cepas con
actividad

Cepas
indicadoras

Heigth

HD1
L4-2, GM11, GM16, HD73

I GM53,GM62, GM67, ——>
GM71, GM72. GM10

S. aureus

GM19, GM64, HDA
GM65, GM68 HD73
GM70 GM10
m GM-20 HD1 : £
_ £ 2
GM-57 ~ GaMi0 4z GM16
-  GM53
GM62
D Sl S. aureus GM19 \—
GM22, GM25, GM64
GM26, GM27 HDA1
v GM81, GM82, > Gmes/ |
GM83, GM85 G20

V@ awe (o

Figura 11. Dendograma de coleccién GM agrupada en base a su espectro de inhibicién. Las amarillas inhiben las 3 cepas testigo y

MRSA.
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8.5 Produccion y caracterizacion de la bacteriocina L4-2.
8.5.1 Obtencion de bacteriocina L.4-2 Parcialmente Purificada (PP).

La cepa L4-2 fue sometida al mismo tratamiento para la obtencién de bacteriocinas que
nuestros controles positivos: B. thuringiensis subsp tochigiensis HD868 productora de
tochicina, B. thuringiensis subsp entomocidus HD9 productora de entomocina 9 y B.
thuringiensis subsp thuringiensis HD1 productora de thuricina. En la figura 12 podemos
observar la obtencién de las bacteriocinas usadas como controles positivos y la L4-2;
ademds es evidente que el efecto de inhibicidn la bacteriocina L4-2 es mds potente que
los controles positivos. Los resultados de Cultivo HD73 inhibido por las bacteriocinas 1.4-2,

tochicina, entomocina 9 y thuricina son mostradas en el apéndice.

Figura 12. Cultivo GM10 inhibido por las
bacteriocinas L.4-2, tochicina, entomocina
9 y thuricina.

8.5.2 Sensibilidad a la proteinasa K, estabilidad a pH y temperatura.
La actividad de la cepa L4-2 desaparecié cuando ésta fue tratada con proteinasa K, por

lo que puede tratarse de una bacteriocina (Fig. 13).

Figura 13. Actividad de la
bacteriocina L4-2 con (1) y
sin (2) proteinasa K.
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La bacteriocina fue inactivada a los 90°C después de 30 min, conservando su actividad
desde los 40°C hasta 80°C. En cuanto a su estabilidad al pH, encontramos que la

bacteriocina L4-2 es estable a valores de pH 3.0 a 7.0 (Fig. 14).

Figura 14. Cultivo de GMI10. (SN)
bacteriocina sin tratamiento. Los nimeros
corresponden al valor de pH al que se
ajust6 la bacteriocina.

La determinacion si se trata o no de fagos, quedé demostrado la ausencia de virus, ya
que diluciones de la bacteriocina L4-2, observamos una disminucién progresiva de la

zona de inhibicidn, sin la aparicién de placas liticas.

8.5.3 Actividad contra L. monocytogenes.
La bacteriocina L4-2 presenté actividad contra L. monocytogenes. (Fig. 15),

caracteristica que presentan las bacteriocinas de la clase II producidas por BAL.

Figura 15. Cultivo de  Listeria
monocytogenes inhibida por bacteriocina L4-

2.
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En la prueba para determinar el modo de accién de la bacteriocina L4-2, ésta fue
agregada a mitad de la fase logaritmica del crecimiento de Bt GM10. Durante la primera
hora observamos una disminucién en el nimero de células viables (UFC/mL); la pérdida
de actividad se mantuvo constante durante las horas siguientes. Lo que indica que tiene

una actividad bactericida (Fig. 16 A).
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Figura 16. Efecto de la bacteriocina L4-2 sobre la viabilidad celular, UFC ml” (A)
y la densidad 6ptica (B) de B. thuringiensis GM10.
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Los valores tomados por espectrofotometria (Beckman Coulter™ DU® 650) mostraron
una disminucién gradual de la densidad 6ptica (DO 600nm), lo que indica que la
bacteriocina L4-2 no solo inhibe el crecimiento de las células sino que ademas las lisa,

por lo tanto presenta una actividad bacteriolitica (Fig. 16B).

8.5.5 Sintesis de la bacteriocina L.4-2 durante el ciclo de crecimiento.
La cinética de crecimiento de la cepa L4-2 mostr6 que la bacteriocina empieza a
producirse a las 4 h identificando una actividad inhibitoria de 11 mm de didmetro,
obteniendo su maxima actividad con un didmetro de 24 mm a las 13 h y disminuyendo
hasta ser totalmente inactiva a las 24 h. Con estos resultados pudimos identificar que la
bacteriocina L.4-2 inicia su produccion a mitad de la fase logaritmica, aumentando hasta
alcanzar su maxima produccién al inicio de la fase estacionaria y disminuyendo

dristicamente hasta las 24 h (Fig. 17 y 18).
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Figura 17. Cinética de produccién de bacteriocina L4-2 durante el crecimiento de la
cepa L4-2. Densidad optica del cultivo (0), actividad inhibitoria (mm) sobre la cepa
indicadora (m).

60



Figura 18. Prueba de actividad de la
bacteriocina contra GM10 durante la
cinética de crecimiento de la cepa L4-2.
La primera evidencia de actividad de la
bacteriocina se registré a las 4.5 h. A las
13 h la actividad comienza a disminuir.

8.5.6 Caracterizacion parcial la bacteriocina L.4-2.
El cultivo de 1.2 L de la cepa L4-2, fue liofilizado y, posteriormente, resuspendido en 12
mL, alcanzando una concentracién de proteina de 353.89 mg/mL. Esta muestra fue
inyectada en el FPLC; colectamos 200 fracciones de las cuales 48 dieron lecturas
positivas a proteinas por espectrofotometria (Fig. 19). Realizamos la prueba de actividad
a las 200 fracciones (Fig. 20). La primera fraccion en presentar actividad fue la 28 y la
dltima fue la 76. Las muestras con actividad y lecturas positivas por espectrofotometria

fueron unidas y liofilizadas nuevamente.
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Figura 19. Muestra de L4-2 eluida en el FPLC. Proteina monitoreada por DO a
280nm. La primera fraccidn en presentar actividad fue la 28 y la dltima fue la 76
de las 200 fracciones colectadas.
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Figura 20. Muestra de L4-2 eluida por FPLC. Prueba de actividad de las 200 fracciones

colectadas donde las 48 fracciones con lecturas positivas a proteinas presentaron actividad
inhibitoria contra GM10.

El concentrado de las proteinas totales purificado por FPLC fue fraccionado por tamafios
pasando la muestra de un filtro a otro (Fig. 21). La actividad contra la cepa de referencia
Bt GM10 mostr6 que la actividad se pierde al usar el filtro de 3 kDa, lo que significa que

la bacteriocina que causa la actividad debe de tener un tamaiio igual o mayor de 3 kDa.
(Fig. 22).

Figura 21. Proteinas separadas
por filtros Centricon

100kDa 30kDa 10kDa 3kDa
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Figura 22. Cultivo de Bt
GM10 inhibido por
proteinas sintetizadas por
L4-2 separadas por
tamafios utilizando filtros
Centricon. La  muestra
filrada a los 3 kDa no
present6 actividad.

8.6 Purificacion de la bacteriocina 1.4-2.

Los cromatogramas del HPLC correspondientes a las proteinas obtenidas de los dos
cultivos de la cepa L4-2 incubados uno por 12 h y otro por de 24 h, fueron diferentes
identificando que a las 12 h se produce un pico a las 19.929 (Fig. 23A), el cual no
aparece en el cultivo de 24 h de incubacién (Fig. 23B). La actividad de las 5 fracciones
que se obtuvieron del cultivo de 12 h y las 4 que se obtuvieron del cultivo de 24 h fueron
probadas contra Bt GM10, identificando la fraccién 19.929 como la proteina responsable

de la inhibicion.
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Figura 23. Cromatogramas del HPLC. Comparacién del perfil del de proteinas del sobrenadante de la cepa
L4-2 cultivada 12 h (A) y 24 h (B). Solo la fraccién 19.929 tuvo actividad inhibitoria.
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La nisina 3.5 kDa y lisozyma 14.3 kDa fueron utilizadas como controles; la nisina como
control positivo por ser una bacteriocina y la lisozima como control negativo. La figura
24 se muestra una similitud entre las gréficas de la nisina y la muestra L4-2. El pico que

aparece a los 19.929 min no aparece en la nisina ni en la lisozima (Fig. 24).
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Figura 24. Cromatograma obtenido por HPLC correspondiente a las proteinas producidas por
la cepa L4-2 (rojo) y los controles nisina (verde) y lisozima (azul).

65



Cada pico fue analizado y determinada la concentracién de proteina
(Nanodrop) y actividad bioldgica contra GM10. Los resultados mostraron
0.033 mg/mL de proteina para la L4-2 y 1.948 mg/mL para la nisina. La
actividad bioldgica del pico 19.929 min fue positiva, mientras que la

lisozima, en cambio la nisina present6 actividad en el pico 23.5 min (Fig. 25).

Figura 25. Actividad biol6gica
de las Dbacteriocina L4-2
obtenidas en los diferentes
pasos de purificacién. Pocillo:
1, liofilizado; 2, dializadas; 3 y
4, picos 1.8 y 19.929 obtenidos
en el HPLC; 5, nisina colectada
alos 23.5 min y 6, lisozima.

La proteina del pico de 19.929 min, obtenida de un cultivo de 12 h de la cepa L4-2 fue
colectada, aplicada nuevamente al HPLC. Este paso se repiti6 15 ocasiones
consecutivas, mezcladas y concentradas en el SAVANT hasta una concentraciéon de

0.574 mg/mL, a la que se le determin6 la masa molecular.

8.7 Determinacion de la masa molecular.

La masa molecular de la bacteriocina L4-2 fue determinada por espectrometria de masa
en 3.138 kDa (Fig. 26). La muestra L4-2, fue ademas sometida a un tratamiento de
reduccidn-alquilacién (esto para la apertura de la proteina y mejor visualizacion en la
fragmentacion de la misma en el espectrometro de masas, para verificar la secuenciacion
manual [De Novo]) (Fig. 27). Estos resultados fueron inciertos, ya que solo se pudo
obtener una secuencia de tres aminoécidos (Leu/Leu/Ala), Estos resultados sugieren que
se trata de una molécula ciclica o compuesta (Grande et al., 2014; Gabrielsen et al.,

2014).
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9. DISCUSION

El género Bacillus se caracteriza por la produccién de un gran arsenal d sustancias con
actividad bioldgica contra otros organismos. En el caso especifico de B. thuringiensis,
sintetiza diversos tipos de metabolitos y proteinas con actividad biocida, entre las que
destacan las proteinas Cry, Cyt y Vip, por su uso contra insectos plaga de importancia
agricola y salud publica. Adicionalmente, es capaz de producir otras moléculas con
efecto sobre células cancerigenas como las Parasporinas (PS) y otras mds con efecto

antimicorbiano como son las bacteriocinas (Salazar-Marroquin et al., 2016; Ref).

A la fecha se han reportado 18 bacteriocinas sintetizadas por B. thuringiensis. Cada una
presenta un espectro de actividad particular confiriéndoles un alto potencial para ser
usadas como conservadores de alimentos, para control de hongos y ademas en el control
de patdgenos humanos como es Clostridium difficile. Lo relevante de este trabajo fue
detectar cepas productoras de antimicrobianos tipo bacteriocinas, con actividad
bioldgica contra bacterias de importancia en salud humana e industria alimentaria como

lo son MRSA y Listeria monocytogenes.

En el gel de acrilamida SDS- PAGE, obtuvimos patrones de bandas de proteinas, con
pesos aproximados de 12 kDa y menores, rango dentro del cual se encuentran las
bacteriocinas producidas por Bt como menciona De la fuente Salcido et. al., (2007)
(Tabla 4). Algunos investigadores utilizaron geles nativos para detectar actividad directa
como es el caso de Cherif y cols. (2003), quienes partiendo de un cultivo de 5 L
concentrado lograron detectar la actividad de la entomicina 9. Nosotros realizamos las
pruebas de actividad directa de la bacteriocina L4-2 en gel nativo, a partir de un cultivo
de 500 mL, probamos varios métodos de fijado y lavado de gel (ver apéndice), sin
obtener resultados favorables; consideramos que no fue suficiente la concentracién de

bacteriocina para detectar la actividad directa.
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Las bacterias seleccionadas como indicadoras para la deteccion de las bacteriocinas
fueron Bt HD1 serovar. kurstaki y HD73 serovar. kurstaki. Estas fueron reportadas
sensibles a tochicina (Paik et al., 1997) y entomocina 9 (Cherif et al., 2003). Algunos
autores mencionan que las bacteriocinas inhiben el crecimiento principalmente de cepas
estrechamente relacionadas filogenéticamente (Jack et al, 1995) es por eso que

seleccionamos también una cepa nativa, la GM10 serovar. aizawa.

El resultado de los bioensayos con las cepas indicadoras mostré que 26 de las 48 (26/48)
cepas de Bt estudiadas producen metabolitos con actividad similar a una bacteriocina
(Tabla 9). Al respecto, pudimos observar que el efecto de las proteinas probadas diferia
significativamente dependiendo de la sensibilidad de la cepa testigo; por ejemplo, HD1
presento sensibilidad a un mayor niimero de cepas, 24/48; no obstante su mayor espectro
de sensibilidad, los halos de inhibicion fueron menores a los mostrados por la HD73 y
GM10. Mientras que en HD73, sensible 13/48, los halos de inhibicién oscilaron entre 17
y 21 mm de didmetro. Lo mds sobresaliente de estos resultados fue el efecto sobre de la
cepa GM10 fue inhibida por 17/48 cepas y los halos de inhibicion fueron mayores a los
presentados por HD1 y HD73, los cuales tuvieron un minimo de18 mm hasta un méximo
de 29 mm, la sensibilidad mads alta de las 3 cepas indicadoras probadas (Tabla 9). Esto
corrobora lo argumentado por Jack et al. (1995), que menciona que las bacteriocinas
presentan mayor actividad contra cepas estrechamente relacionadas; esto coincide
también con los resultados obtenidos de la actividad presentada contra las Gram
negativas probadas, de las cuales ninguna fue inhibida. Por otra parte, las Gram
positivas, 9/26 presentaron actividad contra S. aureus y L. monocytogenes. Estos
resultados fueron relevantes en el sentido de que los halos de inhibicion de S. aureus

fueron los de mayor didmetro que incluso los presentados con la GM10.

De las bacteriocinas de Bt reportadas a la fecha, la bacthuricina F4 (Kamoun et al.,
2005) y las reportadas por el grupo mexicano, morricina 269, kurstacina 287, kenyacina
404, entomocina 420, y tolworthcina 524 (Barbosa y Corona 2007) presentan actividad
contra S. aureus, al igual que 9 cepas de la coleccion analizada en este trabajo (tabla 11
y Fig 11). Mientras que para L. monocytogenes, se asemeja a thuricina S (Chehimi e? al.,
2007), entomocina 110 (Cherif et al., 2008), entomocina 9 (Cherif et al, 2003) y
thuricina 7 (Cherif et al., 2001). Sin embargo solo la 14-2, thuricina (Favret and
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Younsten. 1989) y thurincina H (Lee er al, 2009a) fueron activas contra ambos

patégenos.

Para confirmar que la actividad de las 48 cepas se debe a la accién de la bacteriocina y
no a la concentracién del sulfato de amonio utilizado para precipitar las proteinas,
probamos dos soluciones: una con sulfato de amonio y otra con cloruro de sodio,
igualando la conductividad de ambas a la medida a la proteina precipitada L.4-2 contra
un cultivo de GM10. Se pudo observar un halo de inhibicién provocadas por las
diluciones de la proteina precipitada (200 ul y 1 mL); por el contrario, las soluciones de
sulfato de amonio y cloruro de sodio no causaron inhibicién, descartando el efecto de la

sal sobre el crecimiento de la cepa testigo.

Los resultados de la actividad de las 26 cepas fueron organizadas en una tabla utilizando
un c6digo binario para luego ser divididos en grupos en un dendrograma. Este mostrd
que las cepas productoras de bacteriocinas se agrupan en 6 grupos diferentes
dependiendo de las cepas testigo que inhiben. En base a lo anterior podemos decir que,
el grupo Iy el V estdn compuestos por 8 cepas cada uno, (L4-2, GM11, GM16, GMS53,
GM62, GM67, GM71, GM72) y (GM22, GM25, GM26, GM27 GM81, GM82, GMS3,
GMS85) respectivamente. El grupo I produce bacteriocinas que inhiben las 3 cepas
indicadoras, ademas de MRSA, a diferencia del grupo V que mostré alta especificidad
hacia HD1. El grupo II conformado por las cepas GM19, GM64, GM65, GM68 y GM70
(5) inhibid las 3 cepas testigo, pero no a MRSA. El grupo III, GM-20 y GM-57, por su
parte, mostré acciéon contra HD1 y GM10; el grupo IV integrado solo por GM75 inhibi6
HDI y MRSA vy, finalmente el VI solo inhibi6 a la GM10. En resumen, el grupo I y el
IV actuaron contra MRSA (Fig. 11). Dado que el grupo I present6 el mayor espectro de
actividad, decidimos seleccionar la cepa L4-2 perteneciente a este grupo para llevar a
cabo los objetivos de caracterizacion y purificacion de una bacteriocina propuestos en

este trabajo.

El andlisis de la actividad de la cepa L4-2 y los 3 controles positivos HD868, HD9 y
HD2 contra GM10, mostraron que la bacteriocina producida por la cepa 14-2 es més

potente que la tochicina, entomocina 9 y thuricina (Fig. 12).
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El primer paso para caracterizar una bacteriocina es el comprobar que es de naturaleza
proteica. Para ello, nuestra bacteriocina fue digerida con proteinasa K. El resultado
observado fue la inactivacion de la actividad biolégica sobre GM10, comprobando que
la molécula que causa la inhibicion es de naturaleza proteica, por lo tanto podemos decir

que se trata de una bacteriocina, a la que en adelante le llamaremos bacteriocina L.4-2.

La caracterizacion fisicoquimica de la bacteriocina L4-2, demostré que la bacteriocina
es estable atn a 80°C y a pH 3.0- 7.0. Estos resultados coincide con la bacthuricina F4
(Kamoun et al, 2005). Ademds también se observé que la bacteriocina L4-2 es
resistente a la liofilizacién y resuspension ya que estas condiciones no alteraron su
actividad antagénica. Esta misma caracteristica fue observada por la bacthuricina F103

(Kaumon et al., 2011) y la thuricina 7 (Cherif et al., 2001)

Un aspecto importante en la caracterizacion de la bacteriocina L4-2 es la inhibicion que
le causa al cultivo de L. monocytogenes ya que podria tratarse de una bacteriocina clase
IT de acuerdo a la clasificacién de las bacteriocinas sintetizadas por las Bacterias Acido
Lacticas. Dentro de las bacteriocinas producidas por especies de B. thuringiensis solo 5
de las 18 inhiben L. monocytogene, éstas son: thuricina S, thurincina H, entomocina 110,

thuricina 7 y entomocina 9 (Salazar-Marroquin et al., 2016).

Desde el punto de vista del modo de accion, nuestra bacteriocina mostrd ser bactericida
y bacteriolitica (Fig. 16 A y B). Resultados similares se registraron para entomocina
110, thuricina Bnl, thuricina 7, y entomocina 9 (Ugras et al., 2012, Cherif et. al., 2003 y
Cherif et al., 2001). Por otra parte, sélo thuricin 17 causa actividad bacteriostatica
ademds de la bacteriocida pero no bacteriolitica. (Gray et al., 2006). Por lo tanto, el
modo de accidn de las bacteriocinas depende de: 1) concentracion de bacteriocina vy ii) el
estado fisiologico de la cepa sensible. En general, las bacteriocinas de B. thuringiensis
presentan actividad bactericida y los efectos bacterioliticos pudiesen depender de la

concentracion (Gray et al., 2006).

En cuanto a las fase crecimiento donde se produce, la bacteriocina L4-2, estd asociada a
la fase logaritmica (Fig. 18). Contrariamente a otras bacteriocinas, alcanza su maxima
produccion al inicio de la fase estacionaria. Los resultados mostraron diferencia a los

observados para thuricin 7 cuya actividad, no pudo ser detectado durante la fase de
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crecimiento exponencial sino al final de esta fase y alcanz6 su punto maximo durante la
mitad de la fase estacionaria (Cherif et al., 2001). Otros reportes sobre produccién de
bacteriocinas como la thuricina 439 muestran que inicia su actividad al final de la fase
logaritmica y mantiene su produccién durante la fase estacionaria (Ahren et al., 2003).
De acuerdo a lo reportado por Kamoun ef al, (2011), la actividad més alta de la
bacthuricina F103 se produjo después de 8 h de cultivo, posteriormente se observé una
disminucién gradual al final de la fase logaritmica y principio de la fase estacionaria, lo

que sugiere que la molécula antibacteriana podria ser un metabolito secundario.

La produccién de la bacteriocina L4-2 se inici6 en la fase logaritmica temprana, tipica de
un metabolito primario y continué hasta el comienzo de la fase estacionaria. La mayor
actividad bacteriocina se produjo al final de la fase logaritmica de crecimiento similar a
la entomocina 110 (Cherif et al., 2008), entomocina 9 (Cherif et al., 2003), tochicina
(Paik et al., 1997) y thuricina S (Chehimi et al., 2007).

Hasta este punto se trabajé con el total de proteinas producidas por la cepa 14-2,
coincidiendo en que entre ellas se encontraba la bacteriocina de interés; el reto siguiente
fue su purificacion. Para ello, usamos filtros “Centricon” y de esta manera, los
separamos en bloques de diferentes tamaifios de proteinas. De acuerdo a lo reportado por
otros autores, la bacteriocina mds pequefia es la thuricina con 0.95 kDa (Favret y
Younsten, 1989) y la mas grande sintetizada por Bt es la entomocina 9 con 12.4 kDa
(Chertif et al., 2003). Con esta informacion y nuestros resultados identificamos que el
tamafio de bacteriocina L4-2 era igual o mayor de 3 kDa por lo que sélo se pudo

descartar que se tratara de la thuricina reportada por (Favret y Younsten, 1989).

Basdndonos en los resultados obtenidos en la actividad probada durante la cinética de
crecimiento, iniciamos la purificacion en el HPLC corriendo las proteinas obtenidas de
dos cultivos de la cepa L4-2 a diferentes tiempos de incubacién uno de 12 h donde
sabiamos que teniamos la bacteriocina y otro de 24 que no inhibia GM10. Al analizar los
cromatogramas obtenidas del HPLC de ambas muestras y compararlas, logramos
identificar la bacteriocina producida por L4-2 en el pico que corresponde a los 19.929
min. También se pudo comprobar que la bacteriocina L4-2 era diferente a la nisina,

Unica bacteriocina aprobada por la FDA para usarse como conservador de alimentos.
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Tanto la nisina asi como la bacteriocina L4-2 inhibieron la cepa GM10. Se obtuvo un
halo de inhibicién muy parecido en cuanto a tamaifio; sin embargo, la diferencia entre
ellas es que la nisina se aplicé a una concentracion de 1.948mg/mL y la bacteriocina L4-

2 2 0.033mg/mL, esto indica que esta dltima es 59 veces mds potente.

Con este método de purificacion, la bacteriocina libre de las demds moléculas seguia
siendo activa aunque la concentracion (0.033mg/mL) no eras suficiente para realizar la
identificacién de la secuencia y masa molecular, lo que nos llevé a repetir la aplicacion
de la muestra en el HPLC hasta obtener una concentracién de la bacteriocina 1.4-2 de

0.574 mg/mL, necesaria para analizarla por el espectrometro de masas.

La masa molecular de la bacteriocina [.4-2 fue de 3.138 kDa (Fig. 26), aunque es muy
cercana a la de thuricina S que es de 3.137 kDa (Chehimi et al., 2012) y thuricina Bnl
de 3.139 kDa (Ugras et al, 2013), no coincide con ninguna de las 18 bacteriocinas
sintetizadas por Bt reportadas a la fecha. Sin embargo en cuanto a estabilidad a cambios
de pH son muy diferentes, la thuricina S es estable a valores de 3.0 a 10.5 (Chehimi et
al., 2007), la thuricina Bn1 de 5.0 a 9.0 (Ugras et al., 2013), mientras que la bacteriocina

L4-2 que nosotros reportamos mantuvo su actividad a valores de pH de 3.0 a 7.0.

La bacteriocina L4-2 fue sometida a experimentos de secuenciacion, los cuales revelaron
incertidumbre y solo logramos identificar 3 aminodcidos, (Leu/Leu/Ala). Lo anterior
puede ser debido que se trate de un péptido ciclico o molécula compuesta como el caso
de la enterocina AS-48 producida por Enterococcus feacalis (Dimov et al. 2005;

Foulquié Moreno et al., 2006).

Los resultados de masa molecular, espectro de actividad y modo de accidn, sugieren

que la proteina L4-2 es un nuevo tipo de bacteriocina.
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10.
11.

12.

10. CONCLUSIONES

26/48 cepas de Bt estudiadas produjeron compuestos antimicrobianos tipo
bacteriocina contra miembros de su misma especie

9/26 tuvieron actividad biolégica contra MRSA y L. monocytogenes

0/48 inhibié Gram negativas probadas

8/26 cepas presentaron bacteriocinas de amplio espectro, inhibiendo a las tres cepas
de B. thuringiensis a MRSA 'y L. monocytogenes

En base a su actividad bioldgica, la bacteriocina [4-2 fue seleccionada para
posteriores estudios microbiol6gicos y bioquimicos

Desde el punto de vista de la sintesis, la bacteriocina L4-2 aparecid en el
sobrenadante a las 4 h de cultivo fase logaritmica, y continud hasta el inicio de la
fase estacionaria

La bacteriocina desapareci6 a las 24 h de incubacion

El modo de accion de la L4-2 estd relacionado a un efecto bactericida y
bacteriolitico. Este tltimo pudiera depender de la concentracién de la bacteriocina
Es es termoestable ya que conserva su actividad ain a 80°C y no sufre cambios en
su actividad cuando es expuesta a cambios de pH manteniéndose activa desde 3.0 a
7.0.

La bacteriocina es estable después de ser liofilizada.

La caracteristica mds relevante es su masa molecular de 3.138 kDa, ya que ninguna
de las bacteriocinas de Bt reportadas a la fecha presenta esta masa.

Los resultados de masa molecular, caracteristicas de especificidad y modo de

accion, sugieren que la proteina L4-2 es un nuevo tipo de bacteriocina.
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11. PERSPECTIVAS

Como ya se menciond, la identificacién de nuevas sustancias con actividad
antimicorbiana es una demanda creciente, esto debido a la aparicion de resistencias, lo
que situa a las bacteriocinas como tema innovador de investigacién por su
comportamiento frente a patdgenos comunes.

A la fecha los estudios se han enfocado principalmente en su aplicacién como
conservadores de alimentos, también llamados probioricos; aunque cabe mencionar que
su potencial es tan amplio como para considerar su aplicaciéon como desinfectantes de
superficies en hospitales, cocinas, empacadoras de alimentos y en general en dreas
fisicas donde la inocuidad sea requerida.

La infomacion disponible indica que existen grandes posibilidades de éxito. Por
lo que es interesante considerar las bacteriocinas en la elaboracién de porductos
biotecnoldgicos dirigidos al control de patégenos. Para lograr esto, se requiere de mayor
investigaciéon como por ejemplo estudios dirigidos a delucidar los mecanismos celulares
implicados en la respuesta al medio externo, asi como también conocer cual es el
comportamiento de la bacteria productora de bacteriocinas ante la presencia de otras

células.
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13. APENDICE

Respaldo de material bioldgico

Una colonia de cada cepa fue inoculada, por separado, en 5 mL de CN e incubados 16-
18 h a 30°C a 180 rpm de agitaciéon. A un mL del cultivo le fue agregado 1 mL de
glicerol al 40% y almacenados a -20°C.

Agar suave

100 mL de CN fueron preparados de acuerdo a las instrucciones del fabricante, a este
volumen le agregamos 1.4 g de agar-agar, lo fundimos y esterilizamos. Llenamos tubos
con 6 mL de agar suave, luego volvimos a esterilizar y almacenamos para su uso

posterior (Fig. 28).

Figura 28. Tubos con agar suave
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Método de difusion en pozo.
Preparacion de cepas indicadoras.

Cepas indicadoras (HD73, HD1, GM10, Gram negativas (Salmonella typhi, Salmonella
Typhimurium Salmonella arizonae, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Entrobacter
aerogenes) y Gram positivas (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
(MRSA) y Listeria monocytogenes), fueron cultivadas en 5 mL de CN, 12 h a 30°C y
180 rpm, luego fueron transferidas a matraz con 45 mL de CST e incubadas a 30°C por
8 h en agitacién constante a 180 rpm. De este cultivo se tomaron 200 pl para inocularse
en 6 mL de Agar Soya Tripticasa (AST) suave fundido a 45°C el cual fue vertido sobre
una caja Petri que contenia 15 mL de AN. Una vez solidificado el agar suave, realizamos
perforaciones (6 pozos de 8 mm de didmetro) con un arreglo de 5 en la periferiay 1 en el

centro de la caja; las cajas fueron incubadas 2 h a 37°C.

Preparacion de cepas productoras de bacterioinas.

Las 48 cepas de la coleccion fueron cultivadas en S mL de CN, 12 h a 30°C y 180 rpm,
luego fueron transferidas a matraz con 45 mL de CST e incubadas a 30°C por 12 h en
agitacion constante a 180 rpm. El sobrenadante de los 50 ml, fue precipitado con sulfato
de amonio agregando 28 g de (NH4),SOy4 lentamente (1g/min) hasta alcanzar 80% de
saturacion, manteniendo a temperatura ambiente (~ 17 a 20°C). El precipitado fue
colocado toda la noche a 4°C, centrifugado a 4°C durante 30 min a 10 000 g. El
precipitado fue resuspendido en 2 mL agua Mili Q estéril y conservado a 4°C hasta la
realizacion de la prueba de actividad.

Dializar la proteina precipitada antes de ser analizada en el HPLC, usando kit Mega
Dialysis (Sigma-Aldrich. USA) de 1000 Da en 1 L de agua miliQ esteril durante 24 h,

tiempo en el cual cambiamos el agua cada 3 0 4 h (Fig. 29).
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Figura 29. Didlisis de proteinas precipitadas

Prueba de actividad
En las primeras pruebas de actividad probamos 200 pl del sobrenadante de las cepas de
la coleccién, previamente concentrado, hasta ajustar la concentracion de proteinas a 500
ng/mL utilizando la técnica de Bradford, el cual fue depositado en cada uno de los pozos
realizados al cultivo de las cepas indicadoras e incubado por 12 a 24 h hasta observar el
halo de inhibicion. Posteriormente realizamos las pruebas de actividad utilizando Caldo
Soya Tripticas (CST) en lugar de (CN) y las proteinas precipitadas, con lo cual

obtuvimos resultados més uniformes y constantes.

Confirmacion del método

Para confirmar que el método para identificar la presencia de bacteriocinas fuera
correcto, realizamos la extracciéon de las bacteriocinas (entomocina 9, tochicina y
thuricina) producidas por B. thuringiensis: HD868 (subsp. tochigiensis) productora de
tochicina (Paik er al., 1997); HD9 (subsp. entomocidus) productora de entomocina 9
(Cherif et al., 2003) y HD1 (subsp. thuringiensis) productora de thuricina (Favret y
Younsten, 1989) aplicando el mismo tratamiento que le dimos a las 48 cepas de la
colecciéon. Como cepa indicadora utilizamos HD73 reportada como cepa sensible a

entomocina 9 y tochicina (Paik et al., 1997 y Cherif et al., 2003) (Fig. 30).
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Figura 30. Prueba de actividad de la cepa L4-2, HD2, HD9 y
HDB868S.

Lo mds sobresaliente de estos resultados ademds de confirmar que el método que
utilizamos funciond perfectamente para la produccién de entomocina 9, tochicina y
thuricina, fue que nuestra cepa L4-2 demostr6 una actividad sobresaliente de entre las 4

cepas.

Gel de acrilamida (SDS-PAGE) (Tabla 12).

Preparacion de soluciones
Buffer gel de separacion: (1.5 M Tris base pH8.8 0, 1% SDS), SDS 10% 2 mL + H,O
aforar a 200 mL.
Buffer gel superior: (0.5 M Tris-HCl ph 6.8), Tris 3.0 gr ajustar el pH 6.8 con HCI +
SDS 10 % 0.5 ml + H20 aforar a 50 mL.
SDS 10%: SDS 5.0 gr + H20 aforar a 50 mL
Iniciador (APS): persulfato de amonio: Persultado de amonio 0.1 gr 6 0.05, H,O
aforar a 1.0 mL 6 500 uL.
Solucién de acrilamida — bisacrilamida: Acrilamida 29.2 gr total, Bisacrilamida 0.8
gr solucién 30%, Acrilamida 37.5:1 bisacrilamida y de esta mezcla hacer solucién al
30%. H,O aforar a 100 mL. Filtrar la solucién a través de papel whatmman # 1,

almacenarla en frasco oscuro en refrigerador.
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Buffer para tanque de electroforesis (0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1%
SDS): Tris base 3 gr + glicina 14.4 gr + SDS 10.0 mL de solucién + H,O aforar a 1000
mL. Estas cantidades son para 1X.

Buffer Laemmli: 62.5 mM Tris HCI, pH 6.8 + 25 % (v/v) glicerol + 2% (w/v) SDS +
0.01% (w/v) azul de bromofenol + 5% (v/v) beta-mercaptoetanol (agregar este al final,
cuando ya tenga la mezcla lista).

Solucién madre para tinciéon coomasie blue R-250: Coomasie 2.0 gr + H,O 200 mL,
agitar y filtrar.

Destenidor I: Metanol 500 mL + c. acético 100 mL + H,O aforar a 1000 mL. Para 500
mL, 250 mL metanol + 50 ml ac. Acético + H,O aforar a 500 mL

Desteiiidor IIp: Metanol 500 mL + ac. Acético 70 ml + H,O aforar a 1000 mL

Para 500 mL, 250 mL metanol + 35 ml ac. Acético + H,O aforar a 500 mL

Tabla 12. Preparacién del Gel para camara (C.B.C. Scientific modelo DASG-250)

SDS-PAGE(mL)
Reactivos Gel para sellar la Gel de Gel
parte inferior separacién | concentrador
H,O 1.6 13.2 4.6
Acrilamida 30% 2.0 16.0 1.19
Tris 1.5 M pH 8.8 1.3 100 | -
Tris 1 M pH 6.8 ---- -—-- 0.91
SDS 10% 0.05 0.4 0.07
APS 10% 0.05 0.7 0.15
TEMED 0.002 0.03 0.008
TOTAL 5 40 5

Nota: para gel nativo se omite el SDS 10%.
Preparacién de la muestra: 20uL de muestra + 20 puL de buffer Lameli.

Nota: para condiciones nativas el buffer Laemmil se sustituye por (H,O 5.75 mL, Tris 1

M pH 6.8 1.25 mL, glicerol 3 mL, azul de bromofenol).
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Zimograma

Gel nativo: Ademds del marcador de peso molecular se cargan las muestras en ambos
lados del gel. (Marcador, muestral, muestra 2 ....etc., 2 espacios vacios, muestra 1,
muestra 2, etc.

El gel con fue cortado en dos partes una conteniendo el marcador de PM y las muestras,
el cual fue tefiido con azul coomassie g 250 y la otra parte conteniendo solo las muestras
se lavéd 3 veces con buffer de fosfatos en agitacion por 2 h y se colocé en una caja Petri
estéril, el cual cubrimos con un cultivo de cepa indicadora GM10 en Agar Soya
Tripticasa suave fundido. Incubamos 24 h. Esperando observar un halo de inhibicién
sobre la proteina (bacteriocina).

No logramos resultados favorables, nos enfocamos en cambiar el fijado y lavado del gel
antes de ponerlo en contacto con el cultivo de la cepa indicadora. Probamos las
siguientes técnicas reportadas:

Buffer de fosfatos 10mM pH 7.2/4h, (Kaumon et. al., 2005). 25% isopropanol, 10%
acido acético) por 30 min, lavado 2 veces con agua destilada (Cherif et al., 2001). Gel
fijado durante 1 h en 2-propanol al 20% y éacido acético al 10% por 30 min (Paik et al.,
1997).

No logramos ver inhibicién en el cultivo sobre el gel. Tal vez se deba a la concentracion
de la proteina depositada en el gel; Cherif y cols (2003) partieron de 5 L de cultivo y

nosotros de 3 L.

Buffer para determinar estabilidad de la bacteriocina al pH
Buffer de citrato 50 mM pH 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0:

Citrato de sodio 1M —294.10 g/mol

50 mM 14.705 g/L en 100 mL. Para preparar 50 mL=0.735 g
294.10 g/mol X 0,05 M X 0.05SL=0.735 g

Ajustar pH.

Buffer de fosfato 50 mM a pH 7.0:
PM=136.09g/L 1 M
50 mL KH2PO4 = 6.8 g/500mL
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29.1 mL NaOH= 0.2 g/ 500 mL
Ajustar pH

Buffer Tris HCl 50 mM pH 8.0 y 9.0:
18.17 g/100 mL de Tris Ajustar PH
50 mM x 5 mL /1500 mM = 166 mL
166 mL de 1.5 M Tris HCL pH 8
Ajustar PH

Procedimiento para eliminar sales (Sulfato de amonio):

Se utilizé una columna empacada con 15 g de SEFADEX 10G. Se hidraté con 150 mL
de buffer de fosfatos pH 7 (Fig. 31). La proteina precipitada con [(NH4)>SO4], se diluyo
en agua hasta que no quedara precipitado. Se midié la concentracién de proteina en
nanodrop (11.98 mg/ml). Se pasé la muestra por la columna regulando el flujo a 13

seg/mL. Se colectaron 10 muestras (Fig.32), a las que se les midi6 la proteina y la

conductividad (Tabla 13).

Figura 31. Proteina
precipitada con sulfato de amonio
pasada por Columna de SEFADEX
para eliminar sales.

102



Figura 32. Muestras colectadas de la columna de SEFADEX

Tabla 13. Resultados de proteinas y conductividad. Proteina precipitada

colectadas por SEFADEX.

Niimero Proteinas Conductividad
de muestras 280 nm pS/cm

1 0.4458 130

2 1.2799 140

3 2.5928 390

4 2.3881 14 300

5 2.4887 310 000

6 1.7677 91 000

7 1.3002 1290

8 1.0426 270

9 0.8815 180

10 0.7724 180
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Las 10 muestras fueron liofilizadas con 2 objetivos: concentrar proteinas y comprobar la

estabilidad de la bacteriocina después de ser liofilizada a -40 °C (Fig. 33 y 34).

o

Figura 33. Proteinas liofilizadas

Figura 34. Prueba de actividad biolégica de proteina liofilizada,
usando GM 10 como cepa indicadora.
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Condiciones de Cromatografia liquida HPLC:
Columna ZORBAX 300SB-18 (4.6 X 150 mmAligent
Gradiente: 0 min 5% fase B = 95% fase A

45 min 100% fase B = 0% fase A
Preparacion de fases A y B:
Fase A: 0.1 TFA + 10 mL Acetonitrilo (CH3CN) + 90 mL H,O
Fase B: 0.1 TFA + 90 mL Acetonitrilo (CH3CN) +10 mL H,O

Deteccion de presencia de aminoacidos en muestras colectadas del HPLC:
Utilizamos ninhidrina al 2% (0.2 g aforados a 100mL de agua)

Controles: BSA 0.5mg/mL y Triptofano

Muestras: colectada a los 2 mim y a los 20.3min

En un papel filtro se deposité una gota (10 uL) de cada una de las muestras y de los
controles. Estos fueron incubados a 80°C/30 min. Luego se les agregé una gota (10 puL)
de ninhdrina y se incubaron a 80°C/15 min. Se observé camibio de color que revela la

presencia de aminodcidos.

Figura 35. Prueba con ninhidrina revela
presencia de aminodcidos
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Abstract

Bacteriocins are proteins with antimicrobial activity that are an alternative for the
treatment of foodborne bacteria and fastidious human pathogens. In this work we
inspected the antibacterial activity of forty-eight Mexican Bacillus thuringiensis strains
against several bacteria used as indicators, such as B. thuringiensis, Listeria
monocytogenes (Lm) and a strain of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA). Supernatants from twenty six strains yielded positive action against some
indicator, but nine showed inhibitory activity not only for all B. thuringiensis, but also
against Lm and MRSA. The strain L4-2, isolated from soil, was selected for
microbiological and biochemical studies. The bacteriocin called L4-2 was found in the
supernatant from logarithmic growth (4 h) until the stationary phase and decreasing
after 8 h. The bacteriocin displayed bacteriolytic and bactericidal activities and had
antibacterial action at pH 3.0-7.0 and it remained stable after 30 min at 80°C, but its
biological activity was lost after treatment with proteinase K. From Mass spectrometry
results showed that the bacteriocin L4-2 possesses a molecular mass of 3,138 Da. The
biological activity of bacteriocin L4-2 indicates that it has interesting activity and

specificity to be considered for biotechnological purposes.

Key words: Bacillus thuringiensis, Bacteriocin L4-2, purification, bacteriocin.
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Introduction

Bacteriocins are ribosomally synthesized bacterial polypeptides that develop biological
action against very closely related microorganisms or species sharing ecological
niches. These molecules have received special interest since those produced by lactic
acid bacteria (LAB), especially nisin A, had great results in the biological control of not
only foodborne pathogens but also, human infective bacteria (Cherif et al. 2001; Okuda
et al. 2013). Some special characteristics, for example, i) its proteinaceous nature
presupposes easy degradation in the gastric tract in both humans and animals; ii) its
high stability and iii) both its broad and narrow spectra of action, establish the
bacteriocins as a good candidates for the treatment of some hospital-acquired
infections, such as those caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and Clostridium difficile (Rea et al. 2010), and also as natural preservatives in

foods (Abriouel et al. 2011; Grande et al. 2014).

Bacteriocins have been grouped into several classes (Nes et al. 2007; Cherif et al.
2003), but according to their structure, they can be divided in two major groups: i) linear
and ii) circular peptides. Bacteriocins can or cannot be post-translationally modified and
their length varies from 20 to 688 amino acids (Hammami et al. 2010). Linear
bacteriocins include classes | and Il, which comprise thermoresistant peptides
(lantibiotics) < 5 kDa, and thermostable peptides <10 kDa with a high glycine content,
respectively. Circular bacteriocins have also been classified within the llc subclass
(Grande et al. 2014), although due to their structure and specificity they could be

considered a separate class (Gabrielsen et al., 2014).
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The number and type of bacteriocins is increasing every year, especially those
produced by the Bacillus cereus group. This bacterium complex encompasses six
species. Among these, Bacillus thuringiensis excels for its capacity to synthesize large
proteins with antagonist activity, especially with insecticide and anti-cancer cell activities
(Brasseur et al. 2015). Moreover, this fantastic bacterium could synthesize several
proteinaceous metabolites with antibacterial activity. Today, we recognize, at least, 18
peptides from diverse B. thuringiensis strains which display biological action against
bacteria and some fungal species (Pacheco-Cano et al. 2014; Cherif 2003). In this
paper we report the screening of B. thuringiensis strains that produce peptides with
antimicrobial action. Bacteriocin L4-2, a new bacteriocin produced by soil isolates of B.
thuringiensis L4-2 strain, is active against three closely related B. thuringiensis strains

and two main fastidious bacteria: L. monocytogenes and a MRSA strain.

Materials and Methods

Bacterial strains

B. thuringiensis strains were obtained from a Mexican entomopathogen bacterium
collection that belongs to the Instituto de Biotecnologia, FCB-UANL. All B. thuringiensis
strains were maintained at —20°C in nutrient broth supplemented with glycerol. Strains
used in bioassays as indicators for bacteriocin activity were: i) gram positives: B.
thuringiensis HD1, HD73 and GM10 strains; L. monocytogenes and a MRSA strain; ii)
gram negatives: Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella arizonae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Entrobacter aerogenes. The strains were

maintained using tryptic soy broth (TSB) or brain-heart infusion (BHI) culture media.
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Production and bacteriocin bioassays

In order to confirm the presence of the antimicrobial agent in culture, supernatant from
forty-eight B. thuringiensis (Table 1) active strains were grown in TSB. In brief, each
strain was inoculated in TSB and incubated for 12 h at 28°C in an orbital shaker at 180
rem. The cultures were centrifuged at 10,000 xg for 30 min at 4°C; supernatants were
filtered through 0.45 p pore membranes. Antibacterial activity was detected using the
well-diffusion method against the indicator bacterium B. thuringiensis, mentioned in
Table 1. Plates were incubated 24 h at 30°C and the diameter of inhibition zone was
reported in mm (Jack et al. 1995; Cherif et al. 2008) (Table 1). Those strains yielding a
halo >10 mm were considered positive, and after that, were tested against MRSA and
L. monocytogenes. The supernatant of the positive strains were diluted until activity
disappeared (Cherif et al., 2008). All bioassays were carried out in triplicate and

inhibition halo-size was reported as an average.

Time-course of biosynthesis of bacteriocin L4-2

In order to know the growth-phase of maximum bacteriocin production, the B.
thuringiensis L4-2 strain was inoculated (10% v/v) in 300 mL Erlenmeyer flasks
containing 50 mL of TSB incubated as mentioned before. Samples of 2 mL were
removed every 2 h. Biomass accumulation was evaluated spectrophotometrically at 600
nm. Each sample was concentrated four times in a SpeedVac concentrator (Savant
SVC H110). Antimicrobial activity was evaluated as mentioned before using B.
thuringiensis IBGM10 as an indicator. Figure 1 depicts the kinetics of growth and

bacteriocin production.
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Mode of action of bacteriocin L4-2

The B. thuringiensis IBGM10 strain was used as an indicator in all experiments. This
strain was inoculated in 50 mL TSB as mentioned before and at the middle of log phase
(4 h); supernatant from the L4-2 strain at 1.2 mg/mL of protein was added. Samples, 1
mL, were taken every hour and biomass accumulation (Ago) and viability (CFU mL-1)
were recorded. The number of viable cells was evaluated on TSA plates by standard

methods.

PH, temperature, and proteinase K sensitivity

Partial characterization tests of bacteriocin L4-2 were performed with samples of
supernatant from 12 hs of culture. Samples of 500 pL containing 1.2 mg /mL of protein
were used to determine sensitivity to temperature, pH and proteinase K. Temperature
was evaluated by incubating the samples for 30 min at 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 and
110°C. Supernatant with bacteriocin was incubated for 2 h at 30°C at different pH
values using 50 mM citrate buffer (pH 3.0-6.0), 50 mM phosphate buffer (pH 7.0), and
50 mM Tris HCI buffer (pH 8.0-9.0) (Paik et al., 1997). Buffer without supernatant was
used as a control. Sensitivity to proteinase K (1 mg mL™") was evaluated by incubating
samples 1 h at 37°C. Proteinase K without bacteriocin was used as a negative control.
The effect of bacteriocin L4-2 was assessed by determining the size of the inhibition

halo of the B. thuringiensis IBGM10 strain.
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Partial characterization

Starting with a volume of 1.2 L of a 12 h culture at 30°C of the L4-2 strain, the
supernatant was filtered on a 0.45 um membrane and precipitated with 80% ammonium
sulfate overnight at 4°C. Precipitated proteins were obtained by centrifugation at 10,000
g for 30 min, and were dissolved in 12 mL of Milli-Q water. The sample was passed
through FPLC (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) using a HiPrep 26/60 Sephacryl S-
300 HR column (GE Healthcare) pre-equilibrated and eluted with 50 mM NaH,PQO,, pH
7.4 at a flow of 12 mL h™".Fractions of 5 mL were collected and the protein concentration
was evaluated at 280 nm. Antimicrobial activity was evaluated in each fraction. Positive
fractions were pooled, lyophilized, and dissolved in 5.0 mL Milli-Q sterile water and
passed through filters with different cut-off points, starting with 100 kDa, 30 kDa, 10 kDa
and 3 kDa (Centricon® Centrifugal Filter Devices, Merck Millipore, Billerica, MA). The
samples obtained in each of the filtration steps were tested with the witness strain, B.

thuringiensis 1BGM10.

Partial purification and molecular mass determination

Two cultures of 3 L each were incubated at 28°C for different periods of time; one was
incubated for 12 h (L4-212) and another for 24 h (L4-224). Cells were removed by
centrifugation and the supernatants filtered with a 0.45 ym membrane. The filtrates
were precipitated with ammonium sulfate as mentioned before. The precipitate was
resuspended in 10 mL of sterile Milli-Q water, passed through a 10 kDa cut off filter,
and dialyzed using the Mega Dialysis Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) with a
molecular weight cut—off of 1000 Da. The L4-212 and L4-224 samples were applied

separately to a HPLC system (Agilent 1100 UV System) using a Zorbax 300SB-C18
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column (Agilent Technologies Santa Clara, CA) and eluted with a mobile phase: buffer
A (90% water: 10% acetonitrile + 0.1% trifluoroacetic acid), and buffer B (10% water
and 90% acetonitrile + 0.1% trifluoroacetic acid), at a constant flow of 1.0 mL/min.
Absorbance was measured at 280 nm. Peaks were collected, and separately, activity
against B. thuringiensis IBGM10 was tested. The bacteriocin obtained in this step was
termed L4-2HPLC.

The L4-2HPLC sample was applied in an LC-MS system consisting of an EASY-nLC II
nanoflow pump (Thermo-Fisher Co. San Jose, CA) coupled to a LTQ Orbitrap Velos
mass spectrometer (Thermo-Fisher Co.) with nano-electrospray ionization (ESI).
Spectrometer calibration was performed with Calmix® solution containing N-butylamine,
caffeine, Ho,N-MRFA-CO, and Ultramark 1621. Flow of the LC system was 600 nL/min.
The molecular mass of each sample was obtained by processing data using an
automatic deconvolution algorithm (Xtract rawfile). The L4-2HPLC sample was
processed to determine the amino acid sequence using Collision-Induced Dissociaton

(CID) and High Energy Collision Dissociaton (HECD).

Results

Detection and production of bacteriocins

We evaluated the production of bacteriocins as inhibitory substances in 48 native
strains of B. thuringiensis using three phylogenetically related strains as indicators. The
production of inhibitory substances was demonstrated in the supernatant of 26 strains,
of which 24 inhibited the strain HD1 and 8 were specific; while IBGM10 and HD73 were
inhibited by 17 and 13, respectively (Table 1). Regarding L. monocytogenes and

MRSA, only 9 supernatants had an effect on these two bacteria (Table 1). In all cases,
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the inhibition zone decreased when the dilution of bacteriocin was increased,
suggesting that inhibition was not caused by the activity of a bacteriophage, similar to
that reported for entomocin 110 (Cherif et al., 2008). None of the strains presented an
action against the gram negatives tested (data not shown). In this paper, the bacteriocin

produced by strain L4-2 was selected for biochemical and bacteriological studies.

Synthesis of bacteriocin L4-2 during the growth cycle

The growth kinetics and synthesis of bacteriocin demonstrated that antimicrobial activity
began at the mid-log phase, after 4 h of incubation, and it decreased starting at 12 h,

inactivating after 24 h (Fig. 1). Inactivation may be due to proteolysis of the bacteriocin.

Mode of action

The study of mode of action was approached by incubating bacteriocin with cells of B.
thuringiensis IBGM10 as an indicator strain. The indicator strain was grown in STB, and
after 4 h of incubation, bacteriocin L4-2 was added. We observed a decrease in the
number of viable cells (CFU/mL) (Fig. 2A) as well as in optical density (Aeo) (Fig. 2
B).This effect remained constant in the following 8 h, suggesting bactericidal and

bacteriolytic activity.

Sensitivity to temperature, pH and proteinase K

The sensitivity of bacteriocin L4-2 to temperature, pH changes and the action of
proteinase K was determined by evaluating the residual activity in diffusion assays as
well using the B. thuringiensis IBGM10 strain as an indicator. The bacteriocin showed
stability even at 80°C, but at 100°C, its inhibitory action was abolished. With regard to
pH, bacteriocin activity was present between pH 3.0-7.0. The loss of activity after

treatment with proteinase K suggests that bacteriocin L4-2 is proteinaceous.
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Partial characterization of bacteriocin L4-2

The culture sample of L4-2 concerted 1:100 from its initial volume generated a
concentration of 353.89 mg/mL. The sample (12 mL) was fractionated on FPLC into
200 fractions, of which 48 developed inhibition zones against the indicator strain (data
not shown). Concentrated and lyophilized samples gave a concentration of 233 mg/mL
of protein. The passage of the sample through filters with different cutoffs demonstrated
biological activity up to a 10.0 kDa filter. This activity was lost when passed through a
3.0 kDa filter. This suggests that bacteriocin L4-2 must have a size equal or greater

than 3.0 kDa.

Purification of bacteriocin L4-2

HPLC chromatograms of the L4-212 and L4-224 cultures showed different behavior. In
L4-212 a peak with a TR 19.929 (Fig. 3a) was seen; a finding not seen in L4-224 (Fig.
3b). The result of the biological activity of the 19.929 TR fraction showed that it is
responsible for the inhibition of the indicator strain; therefore, it is the bacteriocin L4-2
carrier. Mass spectrometry analysis revealed that this molecule has a molecular mass
of 3.138 kDa (Fig 4). Results were uncertain in relation to protein sequence, since only
a three amino acid (Leu/Leu/Ala) sequence was obtained, even when alternative
methods, such as reduction-alkylation, were used. These results suggest that it is a

cyclic or compound molecule (Grande et al., 2014; Gabrielsen et al., 2014).

Discussion

B. thuringiensis is recognized worldwide for its importance as a biological control agent

against insect pests in agricultural crops of importance to the food industry. In addition,
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B. thuringiensis synthesizes a battery of metabolites with biological activity, including
bacteriocins. To date, 18 bacteriocins have been reported synthesized by various
strains of B. thuringiensis. These have a high potential for use in the food and
pharmaceutical industry (Lopez-Meza et al. 2015) and in the clinic for control of human

pathogens such as Clostridium difficile (Rea et al. 2010).

In this paper, we searched and selected native strains of B. thuringiensis capable of
synthesizing proteins with antimicrobial activity. Of the 48 strains tested, 26 developed
inhibition halos against at least one strain of B. thuringiensis used as an indicator.
These results with different activity and specificity, suggest that our strains synthesize
different bacteriocins, which represent a valuable new reservoir of antimicrobial
molecules. Of the 8 strains with a broader spectrum of activity, we selected the L4-2
strain for biochemical and bacteriological studies. This bacteriocin inhibited all the
indicator strains, but from the point of view of its action against S. aureus, it is similar to
that reported for BLIS (Barboza and Corona 2007) and bacthuricin F4 (Kamoun et al.,
2005); whereas for L. monocytogenes, it resembles thuricin S (Chehimi et al., 2007),
entomocin 110 (Cherif et al., 2008), entomocin 9 (Cherif et al., 2003) and thuricin 7
(Cherif et al., 2001). However, only the L4-2, thuricin (Favret and Younsten, 1989) and

thuricin H (Lee et al., 2009) were active against both pathogens.

Bacteriocin L4-2 production began in the early log phase of the growth cycle as a
primary metabolite and continued until the early stationary phase. Most bacteriocin
activity occurred at the end of the logarithmic phase, similar to entomocin 110 (Cherif et
al., 2008), thuricin S (Chehimi et al., 2007), entomocin 9 (Cherif et al., 2003) and

tochicin (Paik et al., 1997), but activity fell after 12 h of incubation.

Bacteriocin L4-2 showed bactericidal and bacteriolytic effects to the indicator strain, B.

thuringiensis IBGM10. Similar results against several strains of B. thuringiensis were
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found with entomocin 110. This type of effect has been recorded for other bacteriocins
such as nisin and Pep5 (Bierbaum and Sahl, 1985; Cherif et al., 2008). However, in
other bacteriocins, such as thuricin 7, bacteriolytic activity was observed only at a
higher concentration of the bacteriocin (Cherif et al., 2001). This type of action shows
that the mode of action of bacteriocins may depend on both the concentration of the
bacteriocin and the physiological state of the indicator strain (Foulquié Moreno et al.,

20086).

With respect to molecular weight, bacteriocin L4-2 has a mass of 3.138 kDa, similar to
thuricin S of 3.137 kDa (Chehimi et al. 2007) and that of thuricin Bn1 of 3.139 kDa
(Ugras et al. 2013). However, in terms of stability to pH changes, they are very different.
Thuricina S is stable at values of 3.0 to 10.5 (Chehimi et al. 2007) and thuricin Bn1 at
5.0 t0 9.0 (Ugras et al. 2013), while the bacteriocin L4-2 that we report, maintained its
activity at pH values of 3.0 to 7.0. The bacteriocin L4-2HPLC was subjected to
sequencing experiments, which revealed uncertainty, and we were only able to identify
3 amino acids (Leu/Leu/Ala). This may be because it is a cyclic peptide or compound
molecule, as is the case of enterocin AS-48 produced by Enterococcus feacalis (Dimov
et al. 2005; Foulquié Moreno et al., 2006). Determination of the structure and its amino
acid sequence is under development. Our results of molecular mass, characteristic of
specificity and mode of action, suggest that the protein L4-2 is a new type of

bacteriocin.
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Table 1. Inhibitory spectrum of Mexican B. thuringiensis (Bt) strains. Inhibition halo size

is represented in mm.

Indicator strain®

Bt Strain HD1 HD73 IBGM10  MRSA Lm
42 12 19 29 27 29
IBGM 11 11 17 26 25 24
IBGM 16 11 19 25 25 20
IBGM 19 12 21 24 ] )
IBGM 20 10 ] 20 ] ]
IBGM 22 10 . . . ]
IBGM 25 10 i i i i
IBGM 26 10 i i i i
IBGM 27 12 i i i i
IBGM 53 14 17 25 28 25
IBGM 57 10 i 20 i i
IBGM 62 12 20 25 26 27
IBGM 64 10 18 18 i i
IBGM 65 10 17 20 i i
IBGM 67 12 21 25 27 23
IBGM 68 10 19 23 i i
IBGM 70 10 17 24 i i
IBGM 71 12 21 23 25 27
IBGM 72 20 17 25 20 25
IBGM 74 i i 24 i i
IBGM 75 20 i i 25 28
IBGM 76 i i 20 i i
IBGM 81 13 i i i i
IBGM 82 12 i i i i
IBGM 83 10 i i i i
IBGM 85 12 i i i i
Total 24 13 17 9 9

*B. thuringiensis strains HD1, HD73 and IBGM10; MRSA= methicillin-resistant S. aureus;

Lm= L. monocytogenes.
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Figure 1. Kinetics of bacteriocin L4-2 production during growth of the L4-2 strain.
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density (b) of B. thuringiensis IBGM10.
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Figure 3. Comparison of the protein file of the supernatant of strain L4-2
cultured for 12 h (A) and 24 h (B). Only the 19.929 fraction had inhibitory

activity.
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Figure 4. Molecular mass of bacteriocin L4-2, determined by mass spectrometry.
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