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1 RESUMEN

En este trabajo se describe un método novedoso para detectar la presencia de
bacteriocinas el cual se basa en la fluorescencia emitida por la berberina al ingresar a
células dafiadas por las bacteriocinas. Esta técnica genera resultados rapidos en menos de
una hora y muestra correlacion con el método convencional de difusién en pozos. Con este
método identificamos la actividad de las bacteriocinas sintetizadas por Bacillus
thuringiensis y de bacteriocinas comerciales (Nisina, Pediocina). Posteriormente
reportamos la sintesis de 5 bacteriocinas (Bt-BLIS: Morrricina 269, Kurstacina 287,
Kenyacina 404, Entomocina 420, y Tolworthcina 524) por cepas mexicanas de B.
thuringiensis las cuales tuvieron un espectro de actividad de moderado a amplio. Estas
bacteriocinas fueron efectivas contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
incluyendo agentes etiolégicos de enfermedades humanas como infecciones de garganta,
fiebre escarlatina, septicemia, neumonia, infecciones del tracto urinario y sindromes
eméticos y gastrointestinales y también contra diversos hongos. Adicionalmente evaluamos
la actividad de las 5 bacteriocinas sintetizadas por Bacillus thuringiensis contra aislados de
S. aureus asociados a mastitis bovina. Todos los aislados de S. aureus mostraron
susceptibilidad a las 5 bacteriocinas sintetizadas por B. thuringiensis principalmente a la
Morricina 269 y Kurstacina 287, seguida por la Kenyacina 404, Entomocina 420 y
Tolworthcina 524. Aungue la sintesis de las 5 Bt-BLIS fué independiente de la presencia de
una bacteria inductora, demostramos por primera vez que los componentes proteinicos
secretados por o liberados por el rompimiento proteolitico de Bacillus cereus 183 seguido
del tratamiento con proteinasa K, incrementa la sintesis de las Bt-BLIS. Por otro lado,
realizamos también una investigacion preliminar con el proposito de obtener informacion
que nos permitiera la clonacion de genes que codifican bacteriocinas sintetizadas por B.
thuringiensis ya que hasta el momento no existen reportes sobre la clonacion de ningun gen
que las codifique. Encontramos que B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269), B.
thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287) y B. thuringiensis subsp. kenyae (LBIT 404), a

pesar de pertenecer a diferente serovariedad, presentan de 5 a 6 plasmidos con pesos
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moleculares muy similares. Se localizaron fragmentos Hindlll con tamafios de entre 5y 7

Kb en LBIT 269 y LBIT 287 los cuales pueden contener genes que codifican bacteriocinas.

ABSTRACT

In this work we describe a novel bacteriocin screening assay based on fluorescence
emitted by berberine following its influx into compromised cells. This technique showed
agreement with the conventional well-diffusion method, and results could be obtained
within one hour. This assay facilitated the rapid identification of bacteriocinogenic bacterial
isolates. With this method we were able to identify activity with bacteriocin synthesized by
Bacillus thuringiensis and those showed by comercial bacteriocin (Nisin, Pediocin).
Furthermore, we reported the synthesis of five bacteriocin-like inhibitor substances (Bt-
BLIS: Morricin 269, Kurstacin 287, Kenyacin 404, Entomocin 420, and Tolworthcin 524)
by Mexican strains of B. thuringiensis, which had a moderate to broad spectrum of
antibacterial activity. These bacteriocins were toxic to Gram-positive and Gram-negative
bacteria, including common etiological agents of human diseases, such as strep throat and
scarlet fever, septicemia, pneumonia, urinary tract infection, and emetic and gastrointestinal
sindromes, and also to different fungi. Additionally, we evaluated the activity of five
bacteriocins synthesized by B. thuringiensis against S. aureus isolates associated to bovine
mastitis. All S. aureus isolates showed susceptibility to the five bacteriocins synthesized by
B. thuringiensis, mainly to Morricin 269 and Kurstacin 287 followed by Kenyacin 404,
Entomocin 420 and Tolworthcin 524. Although synthesis of the five Bt-BLIS was
independent of the presence of a target inducing bacterium, we demonstrated for the first
time that a proteinaceous component(s) secreted by, or liberated by proteolytic cleavage of
B. cereus 183 following treatment with proteinase K, enhanced Bt-BLIS synthesis.
Alternatively, because no bacteriocin gene from B. thuringiensis has been cloned, we
carried out preliminary experiments to generate information that allow the cloning of
bacteriocin genes from Mexican strains of B. thuringiensis. In this regard, B. thuringiensis
subsp. morrisoni (LBIT2 69), B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287) and B.

thuringiensis subsp. kenyae (LBIT 404) harbored 5 to 6 plasmids with similar molecular
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weight. Southern hybridization studies by using degenerate probes showed that LBIT 269,
LBIT 287 have fragments between 5 and 7 Kb that might harbor putative bacteriocin genes.

2 INTRODUCCION

Dentro de la diversidad del asombroso metabolismo microbiano, existen bacterias
capaces de sintetizar péptidos a nivel ribosomico que pueden sufrir modificaciones pos-
traduccionales y tienen efecto antagonico contra microorganismos con o sin relacion
filogenética. En los Gltimos diez afios las bacteriocinas se han mantenido dentro del grupo
de moléculas bioldgicas que captaron gran interés de los grupos de investigadores, cuyos
trabajos se han dirigido principalmente a cualquiera de las siguientes areas: a) Estudio de la
diversidad de microorganismos que las sintetizan, b) Conocimiento de las etapas de su
sintesis durante el crecimiento de la bacteria productora; ¢) Metodologias para su
aislamiento, purificacion y produccion, d) Caracteristicas bioldgicas, bioquimicas y

genéticas.

De los puntos anteriores, una de las areas mas importantes del estudio de las
bacteriocinas es el conocimiento de su naturaleza quimica y genética debido a su potencial
aplicacion en diversas areas tales como en la bioconservacion de alimentos, en la medicina
y en el cuidado del medio ambiente. Entre los microorganismos productores de
bacteriocinas, las bacterias acido lacticas (BAL) han sido las mas ampliamente estudiadas.
De las bacteriocinas sintetizadas por estas bacterias, la Nisina es la Unica aplicada a nivel
commercial, se ha utilizado como bioconservador de alimentos en mas de 50 paises con una
efectividad comprobada y ademas, es considerada como producto seguro con nivel GRAS

(“Generally Recognized As Safe”) y con autorizacion para su aplicacion por la FDA. La
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adicion de bacteriocinas en los alimentos representa una excelente estrategia para el control
de bacterias patogenas perjudiciales para la salud humana como son Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Bacillus cereus, entre otras.

Por otro lado, existen bacterias como Bacillus thuringiensis (Bt) cuyo potencial en
la sintesis de bacteriocinas es relevante y no se habian estudiado a profundidad hasta hace
pocos afnos. Lo anterior puede deberse a que probablemente la mayor parte de las
investigaciones sobre esta bacteria han sido enfocadas a estudiar el efecto entomopatdgeno
de sus proteinas insecticidas (Cry y Cyt), el cual data desde los afios 60 y ha generado un
mercado de ganancias multimillonarias a nivel mundial a través del control bioldgico de
plagas.

Pese al interés que pueden generar las proteinas antimicrobianas sintetizadas por B.
thuringiensis, el conocimiento de su naturaleza y modo de accion todavia es minimo y sélo
se han reportado catorce bacteriocinas derivadas del metabolismo de diferentes especies de
Bt. Sin embargo, es inminente su gran potencial como bioconservadores de alimentos para
el control de microorganismos patégenos, debido a su amplia actividad antibacteriana y
antifingica, ademéas de presentar caracteristicas de resistencia a factores con valores
extremos como el pH, la temperatura, la solubilidad y la actividad de agua (aw) que
coinciden con los rangos utilizados en el procesamiento de los alimentos. En este trabajo
desarrollamos un nuevo método para determinar la actividad de las bacteriocina en un
tiempo corto, y evaluamos la actividad de las bacteriocinas producidas por cepas mexicanas
de B. thuringiensis contra diversas bacterias de importancia en alimentos y salud publica asi
como también contra diversos hongos. También se determinaron algunas condiciones que
permitieron incrementar la produccion de las bacteriocinas. Finalmente, se obtuvo
informacion que permitd ubicar los fragmentos donde pudieran localizarse genes que

codifican bacteriocinas de B. thuringiensis.
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3 JUSTIFICACION

En la actualidad la gran mayoria de la poblacion estd interesada en consumir
alimentos que ademéas de ser sensorialmente aceptables y tengan un valor nutricional
elevado, conjuntamente representen una alternativa en la prevencion de enfermedades.
Generalmente la causa del deterioro de los alimentos se debe al ataque de bacterias, hongos
o0 levaduras, y esta alteracion produce monumentales mermas econdémicas, tanto para los
productores como para comerciantes y lo mas importante, ocasionan el detrimento de la
salud de los consumidores que han confiado en la calidad microbiolégica del producto y lo

han adquirido sin titubear.

Se ha reportado que mas del 20% de todos los alimentos producidos a nivel mundial
se deterioran por la accién de los microorganismos al grado de perderse y considerarse una

merma total, lo que se considera una problematica que se incrementa a pasos agigantados.

Una alternativa se ha encontrado en la utilizacion de conservadores, que si bien no
inhiben si logran retardar el crecimiento de microorganismos y por consecuencia el
deterioro de los alimentos. Los conservadores aplicados son de naturaleza quimica o fisica,
pero ademas, se han encontrado conservadores naturales como los péptidos antimicrobianos
que son sintetizados por las bacterias acido-lacticas, las bacteriocinas, que presentan la
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos relacionados 0 no
filogenéticamente. La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran
potencial para la industria alimenticia ya que se pueden utilizar como conservadores
bioldgicos puros y al ser de naturaleza peptidica, al biodegradarse no forman compuestos
secundarios y su aplicacion puede contrarrestar el uso de conservadores quimicos que

llegan a perjudicar la salud de los consumidores.
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Resulta interesante que bacterias utilizadas de manera tradicional como agentes de
control biolégico puedan sintetizar compuestos con actividad inhibitoria hacia bacterias
patégenas de interés en alimentos. Entre estos microorganismos se ha reportado que el
agente de biocontrol mas exitoso a nivel mundial, es decir B. thuringiensis (Bt), produce
bacteriocinas. De manera particular en México el estudio de las bacteriocinas sintetizadas
por esta bacteria es escaso, y solamente se han reportado las propiedades fisicas y
bioquimicas de algunas bacteriocinas sintetizadas por cepas mexicanas, asi como su
actividad contra un numero reducido de bacterias patdgenas presentes en alimentos y de
interés en salud publica (Barboza-Corona y col., 2007). Ya que las bacteriocinas
sintetizadas por B. thuringiensis pueden ser una opcion viable como bioconservadores en
alimentos consideramos importante que se amplie el conocimiento de estos péptidos desde
varios enfoques: su sintesis, forma de medirlos, modo de accion, produccion, purificacion y
biologia molecular. Este tipo de trabajos permitirian conocer mejor sus propiedades, su
rango de accion y la forma de optimizar su produccién. Ademas darian las bases para que
en el futuro se clonen genes que codifican bacteriocinas y por Ingenieria Genética se

incremente su sintesis para hacerlo préctico desde un punto de vista industrial.
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4 HIPOTESIS

Es posible estandarizar una nueva metodologia para determinar eficaz y rapidamente la
actividad de las bacteriocinas producidas por cepas mexicanas de Bacillus thuringiensis y
determinar las condiciones que permitan incrementar su produccion para evaluar su

actividad contra diversas bacterias patdgenas de interés en alimentos y salud publica.
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5 OBJETIVOS

. Desarrollar un nuevo método que permita determinar la actividad de bacteriocinas en un

tiempo menor al empleado rutinariamente para su evaluacion (difusion de pozos).

. Investigar y evaluar el efecto ocasionado por la presencia de una bacteria susceptible o

sus productos en la sintesis de las bacteriocinas de B. thuringiensis.

Determinar la actividad de las bacteriocinas de B. thuringiensis contra bacterias y

hongos de importancia en alimentos, salud pablica y ganaderia.

. Generar resultados preliminares que posibiliten el aislamiento de los genes que codifican

las bacteriocians de B. thuringiensis.
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6 ANTECEDENTES

6.1 Bioconservacion de alimentos

La Bioconservacion puede ser definida como la extension de la vida de anaquel y
seguridad de un alimento a través del uso de microbiota natural o controlada y/o sus
campuestos antimicrobianos (Stiles, 1996). Sin embargo, la bioconservacion de alimentos
es un término que en los ultimos afios se ha acufiado de manera diferente refiriéndose
ademés de las técnicas utilizadas para obtener alimentos seguros a los alimentos
minimamente procesados y sin aditivos. Por lo anterior, la bioconservacion ha tomado un
auge basandose en el efecto de los llamados bioconservadores que aumentan la vida Gtil e

incrementan la seguridad de los alimentos (www.madrimasd.org/biotecnologia).

La implementacion de tecnologias modernas en el procesamiento y aseguramiento de
la seguridad microbioldgica de los alimentos han disminuido pero no eliminado los riesgos
relacionados con las enfermedades relacionadas con el consumo de alimentos contaminados
con microorganismos. En Europa la morbilidad relacionada con alimentos contaminados es
la segunda causa de muerte solo superada por enfermedades respiratorias, estimandose de
50, 000 a 300, 000 de casos de gastroenteritis aguada por cada millén de personas al afio
(Luchansky, 1999). EI 7° reporte del programa de sobrevivencia (1993-1998) de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para el control de infecciones e intoxicaciones
alimentarias document6 5, 517 brotes por alimentos contaminados en Espana con 69, 553
personas afectadas en total y 6, 820 hospitalizadas (Schmidt y Tirado, 2001). En Estados
Unidos la gastroenteritis aguda afecta de 250 a 350 millones de personas anualmente, y se
estima que del 22% al 30% de estos casos se relacionan con muertes por consumo de
alimentos contaminados, principalmente pollo, huevo, mariscos y lacteos (Mead y col.,
1999).

De acuerdo a datos de los Centros para la Prevencion y Control de Enfermedades

Infecciosas se ha estimado que uno de cada cuatro norteamericanos ha experimentado
XXVI


http://www.madrimasd.org/biotecnologia

anualmente alguna enfermedad por alimentos contaminados (McCabe-Sellers y Beattie,
2004). Las bacterias patdgenas encontradas en la mayoria de estos casos son Salmonella,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, y Clostridium botulinum (Buzby vy col., 1996).

El Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos ha identificado a los siguientes
microorganismos como principales causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos,

ya sea por la severidad de la enfermedad o por el nimero de casos que produce:

Campylobacter jejuni. Es la causa mas comun de diarrea. Origen: Carnes y pollos crudos o

mal cocinados, leche cruda y agua sin tratamiento.

Clostridium botulinum. Este organismo produce la toxina que causa el botulismo, una
enfermedad caracterizada por paralisis muscular. Origen: Alimentos preparados en el hogar

y aceite de hierbas.

E. coli O157:H7. Esta bacteria puede producir una toxina mortal. Origen: carnes mal
cocidas, especialmente hamburguesas, leche cruda y productos agricolas.

Listeria monocytogenes. Causa listeriosis, una enfermedad grave en mujeres embarazadas,
recién nacidos y adultos con un sistema inmune débil. Origen: suelo y agua. Se ha
encontrado en productos lacteos incluyendo quesos blandos asi como también en carne

cruda y mal cocida, en pollos y productos del mar frescos o en conserva.

Salmonella. Es el segundo agente etioldgico mas comdn transmitido por alimentos. Es el
responsable de millones de casos de enfermedades ocasionados por alimentos
contaminados. Origen: huevos crudos y mal cocidos, pollos y carnes mal cocidas,

productos lacteos, mariscos, frutas y vegetales.
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Staphylococcus aureus. Esta bacteria produce una toxina que causa vomitos al poco
tiempo de ser ingerida. Origen: alimentos cocinados con alto contenido en proteinas

(ejemplos: jamén cocido, ensaladas, productos de pasteleria, productos lacteos).

Shigella. Produce aproximadamente 300,000 casos de enfermedades diarreicas. La falta de
higiene hace que Shigella sea facilmente transmitida de persona en persona. Origen:

ensaladas, leche, productos l&cteos y agua sucia.

Vibrio vulnificus. Causa gastroenteritis o el sindrome conocido como septicemia primaria.
Las personas con enfermedades en el higado son especialmente de alto riesgo. Origen:

mariscos crudos o mal cocidos.

Yersinia enterocolitica. Causa yersiniosis, una enfermedad caracterizada por diarrea y/o

vomitos Origen: cerdo, productos lacteos y agricolas.

Toxoplasma gondii. Es un paréasito que causa toxoplasmosis, una enfermedad muy severa
que puede producir desordenes del sistema nervioso central, particularmente retardo mental
y deterioro visual en nifios. Origen: carnes, principalmente de cerdo

(www.cfsan.fda.gov/~mow/intro.html).

Hasta ahora una aproximacion en la investigacion para mejorar la seguridad en los
alimentos se enfoca en la busqueda de nuevos conservadores quimicos o en la aplicacién de
tratamientos fisicos mas drasticos (altas temperaturas), sin embargo, este tipo de estrategias
muestran muchas desventajas como la toxicidad de los conservadores quimicos comunes
(nitritos), la alteracion de las propiedades organolépticas y nutricionales de los alimentos, y
especialmente contra las nuevas tendencias de compra y consumo de los compradores que

demandan alimentos méas seguros pero a la vez minimamente procesados y sin aditivos.

Es importante comentar que la conservacion de alimentos es una condicion de
seguridad para los humanos. El secado, el salado y la fermentacion han sido los métodos

tradicionales de conservacion, hasta que aparecieron posteriormente el enlatado y la
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congelacion antes de la época Napoleonica y la década de los 20s respectivamente. En las
sociedades desarrolladas la conservacion de alimentos se ha considerado como una
“conveniencia” (o comodidad) de un eficiente sistema de alimentos y consideran que la
conservacion de alimentos es la clave para asegurar la disponibilidad de alimentos como un
beneficio vital. La fermentacion de alimentos se desarroll6 mas por una necesidad de
aprovechar los alimentos “contaminados” no dafiinos a los seres humanos que por un
disefio bien elaborado, siendo de esta forma la base para el desarrollo de los alimentos
fermentados. Actualmente las bacterias acido lacticas (BAL) juegan un papel muy
importante en los alimentos fermentados ya que les confieren el sabor caracteristico y
ejercen un efecto de conservacion en los productos fermentados. Se ha estimado que los
productos alimenticios fermentados comprenden un 25% de la dieta en los Europeos y
hasta un 60 % de la dieta en paises desarrollados (Holzapfel y col., 1995).

Para conciliar las demandas de los consumidores con los estandares de seguridad
necesarios, se ha empezado a sustituir los métodos tradicionales para controlar la
descomposicion y los riesgos microbioldgicos en los alimentos a partir de las
combinaciones de tecnologias innovadoras que incluyen sistemas bioldgicos
antimicrobianos como las bacterias acido lacticas (BAL) y/o sus bacteriocinas. El uso de
BAL o sus bacteriocinas ya sea aisladas o en combinacién con tratamientos fisicoquimicos
suaves 0 bien, con bajas concentraciones de conservadores quimicos naturales o
tradicionales, representan una alternativa eficiente para alargar la vida de anaquel y al
mismo tiempo incrementar la seguridad de los alimentos a través de la inhibicion de
bacterias saprofitas y patdgenas presentes, pero sin alterar las cualidades nutricionales y
sensoriales tanto de materias primas como de los productos alimenticios (Montville y
Wikowski, 1997; Hugas y col., 2002; O’Sullivan y col., 2002; Ross y col., 2002).

En las ultimas dos décadas se ha incrementado notablemente la investigacion sobre las
cepas de BAL, sus productos antimicrobianos (bacteriocinas) y sus posibles aplicaciones en
la bioconservacion de alimentos, dando un nuevo giro a la conservacion de alimentos a

partir del empleo de productos naturales.
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Por otro lado, recientes investigaciones en el area de los carbohidratos como
ingredientes de alimentos han demostrado la eficiencia de los oligosacaridos como
prebidticos o como bioconservadores. Los oligosacaridos de acuerdo a su origen tienen
diversas formas y estructuras pero en su mayoria se definen como oligoquitosanos 0 como
quitosanos de bajo peso molecular (Barreteau y col, 2006), los oligosacaridos son
polimeros de 2 a 25 subunidades de azucares que pueden combinarse con otras
biomoléculas y se ha incrementado el interés en producirlos a gran escala para aplicarse en
la industria de los alimentos (Barboza-Corona y col., 2008). Actualmente la generacién de
alimentos funcionales representa un mercado global de 33 billones de dolares (Sangeetha y
col., 2005) y los oligosacaridos pueden tomar un papel mas importante como ingredientes
funcionales comparados con la fibra dietetica, peptidos, alcoholes de azucares, probioticos,
acidos grasos poliinsaturados y antioxidantes. Estas moléculas pueden tener un gran
desarrollo a futuro dependiendo de su viabilidad y su produccién a gran escala. Las
investigaciones mas recientes se enfocan en las aplicaciones de oligosacaridos como

nutracelticos y sus procesos productivos.

6.2 Bacteriocinas

Las bacteriocinas fueron descubiertas en 1925 por Gratia quién inicialmente llamé
“principio V” a la sustancia productora de antagonismo entre cepas de Escherichia coli,
para la cudl posteriormente se acufio el término de “colicina” (Gratia y Fredericq, 1946). En
este momento el término colicina implicaba a las proteinas bactericidas producidas por E.
coli y cepas de Enterobacterias relacionadas (Konisky, 1982).

Las bacteriocinas se definieron como proteinas bactericidas caracterizadas por un
estrecho rango de actividad que son adsorbidas por receptores presentes en la envoltura
externa de las células (Jacob y col., 1953). Sin embargo, al descubrirse la asociacion entre
la biosintesis de las bacteriocinas con la presencia de plasmidos y las propiedades de las
bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas el término nuevamente se modifico
(Tagg y col., 1976). Actualmente las bacteriocinas son definidas como péptidos naturales
sintetizados y secretados por las bacterias, particularmente bacterias Gram-negativas que

tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de especies que estan o no relacionadas
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filogenéticamente, por lo tanto, eliminan o reducen significativamente la competencia por
los nutrientes disponibles (Kaletta y Entian, 1989; Jack y col., 1995; Paik y col., 1997;
Simon y col., 2002; Matthewes, 2004).

Las bacterias Gram-positivas también tienen la capacidad de producir estos péptidos y
para nombrarlos se acepta indistintamente el término de BLIS (Bacteriocin-like inhibitor
substances) o término de bacteriocinas. Se ha considerado que las bacteriocinas representan
al grupo mas abundante de compuestos antimicrobianos sintetizados facultativamente por
las bacterias (Riley y Wertz, 2002). Las cepas productoras de bacteriocinas estan
autoprotegidas contra la accién de estos peptidos por proteinas de inmunidad especificas

para sus propias bacteriocinas (Quadri y col., 1995).

Las bacteriocinas muestran un espectro de inhibicibn muy variable, solo pocas
como la bulgaricina o acidofilina son activas contra un amplio espectro de bacterias Gram-
positivas 0 Gram-negativas, asi como para levaduras y hongos (Klaenhammer, 1993; Jack y
col., 1995; Nemcova, 1997). Las bacteriocinas con amplio espectro de inhibicion son
aditivos potencialmente Utiles para inhibir la descomposicion, deterioro y el ataque de
bacterias patdgenas en alimentos (Nettles y Barefoot, 1993; De Vuyst y Vandamme, 1994).

6.2.1 Definicion y Clasificacion de Bacteriocinas de Bacterias Acido Lacticas

Durante milenios se han utilizado las bacterias acido lacticas (BAL) en la
fermentacion de alimentos o como cultivos iniciadores, principalmente se han aplicado
mundialmente en el desarrollo de productos lacteos fermentados como yogurt, queso,
crema, mantequilla, kefir y koumiss. Ademas de proporcionar sabor y textura e incrementar
el valor nutricional de los alimentos, las BAL se han empleado en la industria alimenticia
como conservadores naturales (bioconservadores) debido a su capacidad de producir
bacteriocinas y otros metabolitos que ejercen accion antibacteriana y que coadyuvan en la
prevencion de la descomposicion de los alimentos (Campos, 2002). Ademas estas bacterias
lacticas son generalmente reconocidas como GRAS, por su siglas en inglés (Generally

recognized as safe), y tienen un papel importante en la conservacién y fermentacién de
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alimentos, ademas de mejorar la calidad higiénica en alimentos porque inhiben la flora

competitiva la cudl incluye patdgenos (Cintas y col., 2001).

Las bacterocinas producidas por BAL son moléculas cationicas, hidrofobicas o
amfifilicas compuestas de 20 a 60 residuos de amino acidos (Nes y Holo, 2000). Estas
bacteriocinas generalmente se clasifican en tres grupos que ademas incluyen bacteriocinas

de otras bacterias Gram-positivas (Klaenhammer, 1993; Nes y col., 1996).

Algunos ejemplos representativos de las bacteriocinas de los tres grupos se observan en
la Tabla l.

Tabla |
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Bacteriocinas de Bacterias Acido L4cticas (BAL)

Bacteriocina Microorganismo productor Referencia
Clase | Tipo A Lantibi6ticos
Nisina Lactococcus lactis Hurst, 1981
Lactocina S Lactobacillus sake Mortvedt y col., 1991
Epidermina Staphylococcus epidermidis Allgaier y col., 1986
Gallidermina Staphylococcus gallinarum Kellnery col., 1988

Lacticina 481

Clase | Tipo B Lantibioticos

Mersacidina
Cinnamycina
Ancovenina
Duramycina
Actagardina

Clase lla
Pediocina PA-1/AcH

Sakacina A

Sakacina P

Leucocina A-UAL 187
MesentericinaY 105
Enterocina A
Divercina V41
Lactococcina MMFII

Clase llb
Lactococcina G
Lactococcina M
Lactacina F
Plantaricina A
Plantaricina S
Plantaricina EF
Plantaricina JK

Clase llc
Acidocina B
Carnobacteriocina A
Divergicina A
Enterocina P
Enterocina B

Clase 11
Helveticina J

Helveticina V-1829

L. lactis

Bacillus subtilis
Streptomyces cinnamoneus
Streptomyces ssp.

S. cinnamoneus
Actinoplanes ssp.

Pediococcus acidilactici

L. sake

L. sake

Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus faecium
Carnobacterium divergens
L. lactis

L. lactis

L. lactis

Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus plantarum
L. plantarum

L. plantarum

L. plantarum

Lactobacillus acidophilus
C. arnobacterium piscicola
C. divergens

E. faecium

E. faecium

Lactobacillus heleveticus
L. helveticus

Piard y col., 1992

Altenay col., 2000
Sahl y col., 1998

Sahl y Bierbaum 1998
Sahl y Bierbaum 1998
Sahl y Bierbaum 1998

Henderson y col., 1992;
Motlagh y col., 1992

Holck y col., 1992
Tichaczek y col., 1992
Hastings y col., 1991
Hechard y col., 1992
Aymerich y col., 1996
Metivier y col., 1998
Ferchichi y col., 2001

Nissen-Meyer y col., 1992
van Belkumy col., 1991
Allison y col., 1994
Nissen-Meyer y col., 1993a
Jimenez-Diaz y col., 1995
Anderssen y col., 1998
Anderssen y col., 1998

Leery col., 1995
Worobo y col., 1994
Worobo y col., 1995
Cintas y col., 1997

Nes y Holo 2000

Joerger y Klaenhammer 1986
Vaughan y col., 1992

Modificado de Chen y Hoover, 2003.

Las bacteriocinas agrupadas en la Clase | se conocen como lantibioticos, son péptidos
pequefios de <5 kDa (kilo Daltones) que contienen un amino acido poco comdun, la
lantionina (Lan), metillantionina (MeLan), dehidroalalnina y dehidrobutirina. La Clase |
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se subdivide en lantibidticos Tipo A y Tipo B de acuerdo a su estructura quimica y
actividad antimicrobiana (Moll y col., 1999; van Kraaij y col., 1999; Guder y col., 2000).
Los lantibioticos Tipo A son péptidos largos con carga neta positiva que ejercen su
actividad formando poros en las membranas bacterianas. Los lantibidticos Tipo B son
péptidos globulares méas pequefios sin carga 0 con carga neta negativa y su actividad

antimicrobiana se relaciona con la inhibicion de enzimas especificas.

En la Clase Il se encuentran péptidos que no contienen lantionina, son termoestables y
pequenos (<10 kDa), representan al grupo mas grande de bacteriocinas que se subdivide en
tres subgrupos: Clase lla, Clase llb y Clase llc. En la Clase Ila se encuentran péptidos
como la pediocina que contienen una secuencia consenso -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-,
y es uno de los grupos que abarca mas atencién por su actividad anti-Listeria (Ennahar y
col., 2000b). La Clase Ilb incluye bacteriocinas que requieren un sistema de dos péptidos
diferentes para ejercer actividad antimicrobiana. La Clase llc contiene los péptidos
restantes de esta Clase y corresponden a bacteriocinas secretadas por el sistema sec-

dependiente.

La Clase Il de bacteriocinas no se encuentra bien caracterizada, incluye proteinas
grandes (30 kDa) y termolabiles, y por esta caracteristica tienen menor interés para su

aplicacién en alimentos.

La Clase IV corresponde a las bacteriocinas complejas que requieren carbohidratos o
lipidos para su actividad (Klaenhammer, 1993), sin embargo desde un punto de vista
bioquimico no han sido profundamente caracterizadas y se require mayor informacion

descriptiva (Jiménez-Diaz y col., 1995; McAuliffe y col., 2001).

6.2.2 Sintesis de Bacteriocinas.

Tal como se mencion6 anteriormente, las bacteriocinas son sintetizadas a nivel
ribosémico, y los genes que las codifican asi como aquellos responsible de los factores de
inmunidad se encuentran generalemente organizados en grupos (“clusters”) y localizados
en DNA cromosémico como en la subtilisina y mersacidina (Banerjee y Hansen 1988;

Altena y col., 2000). Sin embargo, también es possible localizar a genes que codifican
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bacteriocinas en plasmidos (DNA extracromosomico) y transposones, tales como aquellos
que sintetizan a la Divergicina A, Sakacina (Worobo y col., 1995; Axelsson y Holck 1995)
y la Nisina, lactacina 481 (Rauch y de Vos 1992; Dufour y col., 2000), respectivamente.

Los genes para la biosintesis, regulacion y transporte de las bacteriocinas de la clase |
(Epidermina, Nisina, Subtilina, Lacticina 481, Mersacidina) se encuentra organizados en
operones. En estos se localizan los genes necesarios para codificar diversas proteinas tales
como: la bacteriocina (pre-péptido denominado) LanA (Lan por lantionina), las enzimas
necesarias para las reacciones de modificacion (LanB, C, LanM), las proteases que
hidrolizan el péptido lider (LanP), las proteinas del sistema de transporte ABC (ATP-
binding cassette), las proteinas de translocacion (LanP), las proteinas regulatorias (LanR,
K) vy las proteinas de inmunidad Utiles en su autoproteccion (Lanl, FEG) (Schnell y col.,
1992; Bierbaum y col., 1996; Geissler y col., 1996; Buchmann y col., 1988; Mulders y
col., 1991; de Vos y col., 1995; Banerjee y Hansen 1988; Klein y col., 1992; Klein y col.,
1993, Klein y Entian 1994; Rince y col., 1997; Uguen y col., 2000; Bierbaum y col., 1995;
Altena y col., 2000).

Las bacteriocinas de la Clase Il no lantibi6ticos presentan una gran similitud en su
organizacion genética que require al menos de cuatro componentes: un gen estructural que
codifica el peptido precursor de la bacteriocina, un gen de inmunidad que codifica una
proteina de inmunidad que protege a la cepa productora de su propia bacteriocina, un gene
que codifica un transportador ABC necesario para la secrecion y une gene que codifica una
proteina accesoria (Ennahar, y col., 2000). Ejemplos de bacteriocinas de esta clase son la
Lactococcina A, B, y M, Pediocina PA-1/AcH, Plantaricina A (Holo y col., 1991; van
Belkum y col., 1991; Stoddard y col., 1992; Venema y col., 1995b; Marugg y col., 1992;
Bukhtiyarova y col., 1994; Venema y col., 1995a; Diep y col., 1994).

La mayoria de las bacteriocinas no lantibi6ticos se sintetizan como precursores
peptidicos es decir, como pre-probacteriocinas que poseen un peptido sefial con un grupo
N-terminal con doble glicina que se rompe concomitantemente con la secrecion de la

bacteriocina activa a través del transportador ABC y su proteina accesoria. Sin embargo, se
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han identificado diversas bacteriocinas que se transportan directamente a través de la ruta
general de secrecion (GSP, sec-dependientes) (Leer y col., 1995; Worobo y col., 1995).

Para las bacteriocinas no modificadas como Plantaricinas, Sakacina y
Carnobateriocina, se ha descrito la induccion de peptidos especificos o feromonas proteicas
cuya funcion es estimular la sintesis de bacteriocinas ubicadas en el mismo grupo de genes
(Quadri y col., 1997; Brurberg y col., 1997; Anderssen y col., 1998).

La regulacion de la biosintesis de las bacteriocinas Clase | y Il se realiza
generalmente a través de los sitemas de regulacion de dos componentes. Estos sistemas
constan de una proteina de membrana llamada Histidin-Protein-Kinasa (HPK) y uno
regulador de respuesta citoplasmatica (RR) (Stock y col., 1989; Parkinson 1993; Nes y col.,
1996). En esta ruta metabdlica de transduccion de sefial, la HPK se autofosforila en su
residuo de histidina y cuando detecta cierta concentracion de bacteriocina en el medio
ambiente, transfiere el grupo fosforilo al residuo de acido aspértico en el receptor RR,
produciendo cambios intramoleculares que causan el inicio de la transcripcion de los genes
regulados ya sean estructurales, de secrecion, de inmunidad, y en algunos casos los mismos

genes reguladores (Kuipers y col., 1998).

Particularmente en la Nisina y Subtilina la molécula de bacteriocina actla por si
misma como una sefial externa que regula su propia sintesis via transduccion de sefal
(Kuipers y col., 1995; Guder y col., 2000). Contrario a lo anterior las bacteriocinas Clase Il
producen péptidos BLIS sin actividad antimicrobiana pero que son Gtiles como factores de
induccidn (IF) que actua como sefiales externas para activar la transcripcion de los genes
reguladores. Estos IF son peptides catidnicos o hidrofobicos, pequefios, termoestables y se
sintetizan como prepeptidos con una secuencia lider con doble glicina, que posteriormente
se corta al mismo tiempo que secreta el péptido maduro de la célula por el sistema
transportador ABC (Nes y col., 1996; Ennahar y col., 2000b). Ejemplos del mecanismo
anterior se presentan en Lactobacillus sake que requiere la sintesis de un componente
peptidico no antibacteriano de 19 residuos de aminoacidos como factor de induccion que
funciona presumiblemente como una sefial de quérum-sensing para producir la Sakacina P

(Nes, et al, 1996), ademas la induccion de la sintesis de las bacteriocinas de L. acidophilus
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(Barefoot y col., 1994) y L. plantarum (Diep y col., 1995) se debe también a la presencia de

péptidos sin actividad antibacteriana que ellos mismos fabrican.

6.2.3 Induccién de la sintesis de bacteriocinas

En los parrafos anteriores podemos evidenciar que no es sencillo identificar y
describir la biosintesis de bacteriocinas producidas por aislados naturales bacterianos,
debido principalmente a que su éptima produccion se ve influenciada por varios estimulos
como son la presencia de las células blanco (inductor susceptible), agotamiento de
nutrientes, composicion del medio de cultivo, reduccién 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 éxico o andxico ( Biswas y col., 1991; Yang y Ray 1994; Diep
y col., 2000; Maldonado 2004; Barboza-Corona y col., 2007). Por otro lado, es
conveniente mencionar que también el tipo y concentracién de diversas bacteriocinas puede
estar sujeto a otras condiciones ambientales (deVuyst, 1996, Nilsen, 1998, Demain, 1998)
generadas por los parametros que intervienen en el proceso como son la sensibilidad a
temperatura (Diep y col., 2000) la influencia y rango del pH (Kaiser y Montville, 1993,
Barboza-Corona y col., 2007) y la capacidad de crecimiento optimo en diferentes medios
de cultivo (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Fricourt y col., 1994; Yang y Ray, 1994,
Biswasy col., 1991).

En general, las bacteriocinas pertenecen al grupo de metabolitos secundarios
microbianos codificados por grupos de genes (“clusters”) que se sintetizan en condiciones
de agotamiento de algun nutriente, por la biosintesis o adicion de algun inductor y/o por el
descenso de la velocidad de crecimiento (Demain, 1989). Por lo anterior, el mecanismo
biosintético es por lo tanto muy heterogéneo y la produccion de estas proteinas puede
requerir o no la presencia de una cepa sensible que actua como inductor (Maldonado y col.,
2004). También se ha reportado que la sintesis y produccion de las bacteriocinas se puede
realizar por diversos mecanismos por ejemplo, la sintesis de las Enterocinas A y B en
Enterococcus faecium dependen de la presencia de un péptido extracelular sintetizado por
la misma bacteria (Nilsen y col., 1998), la Nisina al ser excretada al medio por Lactococcus

lactis induce su propia sintesis y la controla a través de un mecanismo de autorregulacion
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(Kuipers y col., 1995), en Lactobacillus sake se requiere la sintesis de un componente
peptidico no antibacteriano de 19 residuos de aminoacidos denominado factor de induccidon
que funciona presumiblemente como una sefial de quérum-sensing para producir la
Sakacina P (Nes y col., 1996; Nes y col., 1999). La induccién de la sintesis de las
bacteriocinas de Lactobacillus acidophilus (Barefoot y col., 1994) y Lactobacillus
plantarum (Diep y col., 1996) se debe también a la presencia de péptidos sin actividad

antibacteriana que ellos mismos sintetizan.

6.2.4 Produccion de bacteriocinas

Las bacteriocinas generalmente son aisladas de los cultivos productores bajo
condiciones de laboratorio, sin embargo, el proceso de extraccion, aislamiento y
purificacion estd expuesto a contaminacion por otras bacterias y microorganismos en
general. Igual que otros compuestos utilizados en investigacion las bacteriocinas se
almacenan antes de aplicarlas en los experimentos y por lo tanto, deben estar libres de
bacterias y otros contaminantes para evitar que pierdan su estabilidad y actividad (Jung y
col., 2008). Lo anterior se puede lograr siguiendo estrictas medidas de control de calidad en
el laboratorio que aseguren eficientes condiciones de esterilidad de materiales, reactivos y

medio ambiente en general.

Las bacteriocinas de bacterias Gram positivas son no inducibles o solamente poco
inducibles (Hasdy, 1982), en la mayoria de los casos se obtiene bajos titulos de actividad en
los caldos de cultivo. Para la produccion de bacteriocinas es recomendable empezar con
grandes lotes de cultivo, se requiere conocimientos sobre las condiciones de incubacion y
la influencia del pH y temperatura sobre el rendimiento de la bacteriocina activa (Laukova,
1992; Carolissen-Mackay y col.. 1997). La formulacion del medio de cultivo tiene un
enorme efecto sobre la produccién de las bacteriocinas (Tagg y col., 1976), y en general
medios de cultivo complejos como MRS, M17 y ATP son los mas utilizados para las BAL,
siendo altamente ricos en proteinas con un rango de peso molecular semejante al de la
mayoria de las bacteriocinas (3,000-6,000 Da) (Parente y Hill, 1992), lo cual
posteriormente produce interferencias durante el proceso de purificacion (Barefoot y

Klaenhammer, 1984). Por otro lado el tween 80 que se utiliza como surfactante en medios
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complejos puede llegar a incrementar o interfereir con la produccion y purificacion de
bacteriocinas (Mortvedt y col., 1991; Muriana y Klaenhammer, 1991b; vanLaack y col.,
1992), y se ha comprobado que disminuye la actividad antimicrobina de bacteriocinas
como la Pediocina y Lactocina S (Piva y Headon, 1994; Mgartvedt y col., 1991). Por otro
lado, la adicion de ciertos compuestos al medio pueden incrementar la actividad de algunas
bacteriocinas, como el caso del SDS (Dodecil-lauril-sulfato de sodio) que incrementa
significativamente la actividad de la Mesentericina 5, 0 como el NaCl al 4 %
(peso/volumen) que incrementa la actividad de la Plantaricina S y permite la deteccion de

una segunda bacteriocina, la Plantaricina T (Daba y col., 1991; Jiménez-Diaz y col., 1993).

6.2.5 Regulacion de la produccién de bacteriocinas

La induccion para produccion de las bacteriocinas en muchas Gram positivas se
realiza a través de un mecanismo de quorum sensing, un tipo de comunicacion de célula a
célula en el cudl la expression de los genes y la sintesis de varias proteinas dependen de la
densidad celular en el medio de cultivo (Kuipers y col., 1998). Los microorganismos
obtienen la informacién de la densidad celular en el medio por la presencia de un péptido
sefial situado dentro del operén y que autoregulan la biosintesis. EI mecanismo de quorum
sensing se regula por un sistema de transduccién de sefales conformado de dos
componentes: un sensor proteico y un regulador de la respuesta (Stock y col., 1990) que
funciona primero sintetizando una pequenia molécula senal, la transforma en el interior
celular y la secreta a través de un sistema de transporte ATP-dependiente. La molécula
posteriormente es detectada por una proteina histidin kinasa localizada en la membrana
celular, y al unirse al péptido se fosforila y transmite una senal al regulador intracelular. El
regulador del sistema de respuesta se une repetidamente en una region situada arriba (en
direccion 57) del promotor del operdn, activando la transcripcion de los genes blanco
(Guder y col., 2000) y regulando la expresion de varios genes, incluyendo los genes que
codifican el péptido precursor de la molécula senal (Kotelnikova y Gelfand, 2002).

6.2.6 Purificacion de bacteriocinas

Las bacteriocinas se producen de manera natural durante la fermentacion de los

alimentos, pero ademas se pueden producir en mayor cantidad por fementacién in vitro
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bajo 6ptimas condiciones fisicoquimicas (Leroy y De Vuyst, 2005). Esta mayor produccién
de bacteriocinas se debe a la ausencia de factores limitantes como son la fuerte restriccion
de la difusion en el medio, la inactivacion por proteasas y la adsorcion a particulas del
alimento (Schmidt y Tirado, 2001). Sin embargo, ain realizdndose la fermentacion
controlada puede haber diferencias en la actividad en las bacteriocinas producidas debido a
la influencia del medio ambiente sobre el proceso, por ejemplo, una variacion en el pH del
medio puede provocar menor liberacion de la bacteriocina de la célula productora y menor
disponibilidad (YYang, 1992; Lejeune, 1998). En resumidas cuentas, las variaciones en pH,
temperatura, y la disponibilidad de nutrientes interfieren de manera crucial en la
bacteriocinogénesis e indirectamente en la produccién de biomasa (Leroy y De Vuyst 1999,
Verluyten y col., 2004). Lo anterior se debe a que la sintesis de bacteriocinas es una
caracteristica fisiologica dependiente del crecimiento célular, por lo que presenta una

cinética de primer orden (De Vuyst y col., 1996; Leroy y De Vuyst, 1999).

Con respecto a la purificacion de bacteriocinas, especialmente de las BAL, se han
establecidos tres meétodos principales. En el primero, la purificacion se realiza por el
método convencional iniciando con una serie subsecuente de pasos de precipitacion con
sulfato de ammonio, el intercambio i6nico, la interaccion hidrofébica, la filtracion en gel y
la cromatografia liquida de alta presion en fase reversa (Mgrtvedt, 1991; Parente y
Ricciardi, 1994). El segundo es un método simple de tres etapas que incluye a) la
precipitacion del sulfato del amonio, b) la extraccion/precipitacion con cloroformo/metanol,
c) cromatografia liquida de alta presion en fase reversa, Unica etapa de cromatografia
involucrada. En el tercero, las bacteriocinas se pueden aislar por una sola operacion
unitaria, la adsorcion en un lecho expandido, utilizando un gel de interaccion hidrofobica,
después de maximizar la disponibilidad de la bacteiocina por ajuste de pH del medio de
produccién (Callewaert y Vuyst 1999; Foulquie, 2001). La utilizacion de los dos altimos
métodos ha permitido purificar algunas bacteriocinas de la clase Il con potencial aplicacion
industrial, por ejemplo la amylovorina L producida por Lactobacillus amylovorus DCE
471, ademas de algunas enterocinas producidas por cepas de Enterococcus faecium RZS
C5, RZS C13 y FAIR-E 406, y la mecedocina del tipo lantibidtico producida por
Streptococcus macedonicus ACA-DC 198) (Callewaert y col., 1999; Foulquié y col., 2002;

x|



Georgalaki y col., 2002). Con la finalidad de obtener preparaciones de bacteriocinas con la
maxima actividad antimicrobiana, se han desarrollado metodologias que permiten
concentrar su actividad, siendo la desecacion una meta que puede proporcionar
bacteriocinas méas estables. Los métodos modernos més utilizados para este fin, son la
ultrafiltracion o filtracion tangencial que permite obtener concentrados de bacteriocinas de
cultivos de BAL utilizando membranas de poros de tamano medio y menor al de la
bacteriocina; esta técnica es muy reciente y se ha aplicado para concentrar proteinas de
lactosuero y para purificar la halocina C8 (Atra y col., 2005; Li y col., 2003). Otro método
aplicado a nivel industrial es el secado por electrospray que consiste en la evaporacion para
aumentar el contenido de solidos del medio y liofilizar la muestra obteniendo un compuesto
en polvo con pocas células y alta actividad, que ademas se puede almacenar por meses.
Este procedimiento permitié obtener preparados activos de la lacticina 3147 (Morgan y
col., 1999 y 2001)(patente 6833150 en EUA), y ademas un preparado activo de una mezcla
de bacteriocinas producidas por Lactobacillus sakei, L. salivarius y Carnobacterium

divergens (Silva y col., 2002).

La aplicacion de intercambio idnico es otro de los métodos mas cominmente
utilizados debido al caracter mayoritariamente catidnico de las bacteriocinas de las BAL,
siendo la adsorcidn sobre matrices catidnicas seguidas de elucion la practica mas comun,
por ejemplo, la Enterocina AS-48 purificada con carbocimetilcelulosa (CM25) (Abriouel, y
col.,, 2003), la Enterocina P purificada con geles de sefarosa (Gutiérrez, 2005), la
Enterocina F58 mediante CM25 (Achemchem, 2005) y Enterocinas A y B con sefarosa
(Ennahar y col., 2001).

Como podemos evidenciar, la diversidad de las bacteriocinas reportadas no permite
establecer un protocolo general para su purificacion, sin embargo, es conveniente
mencionar que las etapas basicas para su purificacion, como es el caso de la precipitacion
de proteinas con sulfato de aminio para concentrarlas a partir de sobrenadantes de medios
de cultivos (Carolissen-Mackay, V. y col., 1997), no siempre es eficiente para todas las
clases de bacteriocinas como la Lactacina F (Muriana y col., 1991, Van Laack y col.,

1992). Otra etapa que no se ha podido generalizar para concentrar preparados de
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bacteriocinas es la extraccion con solventes como el cloroformo, seguido del método de la
doble capa de agar (Schripsema, J. y col., 1996). La eficiencia de la purificacion debe
medirse en cada etapa del proceso y determinar la capacidad inhibitoria de la bacteriocina
estudiada para estar seguros de la ruta idonea para la méxima purificacion (Parente y col.,
1994; Parente y Hill, 1994).

6.2.7 Modo de accién de las bacteriocinas

El modo de accién de las bacteriocinas es complejo. En la clase I, la Nisina, y en la
clase Il, la Pediocina, son las bacteriocinas mas estudiadas y comparten algunas
caracteristicas en comdn. Bésicamente actian destruyendo la integridad de la membrana
citoplasmatica através de la formacion de poros, lo que provoca la salida de compuestos
pequefios o altera la fuerza motriz de protones necesaria para la produccién de energia y
sintesis de proteinas o acido nucleicos (Montville y Chen, 1998; Chikindas, y col., 1993;
Sabldn y col., 2000).

Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por poseer un alto contenido en lipidos
anionicos en su membrana. EI modo de accién propuesto para las bacteriocinas es una
unién inicial a la membrana bacteriana por atraccion electrostatica entre los lipidos
cargados negativamente y las bacterocinas con su carga neta positiva localizada
fundamentalmente en uno de sus extremos (extremo C-terminal de la Nisina, extremo N-
terminal de la Pediocina). Luego se produce la insercion de las bacteriocinas en la bicapa
lipidica, en el caso de la Nisina esta insercion se realiza por su extremo N-terminal (Moll y
col., 1999) y en el caso de la Pediocina, a través de su a-hélice transmembranal del extremo
C-terminal (Ennahar y col., 2000). Asi se forman poros en la membrana bacteriana
quedando permeabilizada y la célula empieza a perder iones y metabolitos fundamentales

para su supervivencia y eventualmente se produce la muerte bacteriana (Figura 1).
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Figura 1 Mecanismo de accion de las bacteriocinas
por formacion de poros en la membrana bacteriana
(Moll y col., 1999).

Con lo anterior se observa que las bacteriocinas compartan mecanismos de accion
semejantes (Montville y col., 2001) caracterizados por la formacion de poros y la
disipacion de la fuerza motriz de protones esencial para la sintesis de ATP, sin embargo

existen algunas particularidades en el modo de accién de cada clase (Figura 2).
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Figura2 Modo de accién de diversas bacteriocinas
(Cotter y col., 2005. Nature Reviews /Microbiology)

De la clase I, la Nisina no requiere de un receptor unido a la membrana de la célula
blanco ya que reconoce la composicion fosfolipidica de la célula (Abee y col., 1995), caso
contrario a la accion de la Lactococina A y la Lactoestrepcina donde se requiere de la unién
a receptores membranales (Kok y col., 1993). La mayoria de las bacteriocinas de la clase 11
afectan la fuerza motriz de protones (FMP) de las células blanco (suseptibles) a través de la
formacion de poros. La actividad de las bacteriocinas de la clase Ila probablemente
depende de una manosa permeasa del sistema fosfotransferasa como blanco especifico.
Para las bacteriocinas de la clase lla se ha sugerido que la regién consenso amino-terminal
tiene un papel importante en la capacidad de reconocimiento de la membrana de la célula
blanco (Bruno y Montville 1993; Eijsink y col., 1998). Un ejemplo es la formacion de
poros por la Piscicocina CS526 causando una rapida liberacién de moléculas pequenas
como K* de la célula indicadora y la disipacion de la fuerza motriz de protones (FMP),
provocando la muerte celular (Suzuki y col., 2005). La subclase I1b de las bacteriocinas de

dos componentes también inducen la disipacion de la FMP pero por la formacién de poros
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especificos catidénicos o anionicos, sin embargo los blancos especificos no estan bien
identificados. Ejemplo de esta clase Ilb, las Plantaricinas EF y JK dependen de la accion de
dos péptidos a y b para la formacion de poros y la consecutiva disipacion del potencial de
membrana (Moll y col., 1999). La subclase llc que comprende péptidos diversos como la
Acidocina B (Leer y col., 1995) y la Carnobacteriocina (Worobo y col., 1994) presentan
varios modos de accién como la permeabilizacion de la membrana, inhibicidn especifica de
la formacion del septo y actividad de feromona. En la clase 111, que son bacteriocinas de
alto peso molecular, el mecanismo de accion se desconoce y require ser mas ampliamente
estudiado.

En afios recientes se han descubierto un cierto nimero de bacteriocinas que tienen
una estructura ciclica cabeza-cola, como la Enterocina AS-48 producida por Enterococcus
faecalis, la Gassericina A de Lactobacillus gasseri LA39, la Circularina A de Clostridium
beijerinckii (Mulvenna y col., 2006). Estas bacteriocinas tienen una longitud de 50 a 70
aminoacidos y se encuentran entre las proteinas mas grandes con estructura ciclicas
sintetizadas ribosomalmente descubiertas hasta ahora. El blanco celular de la AS-48 es la
membrana citoplasmética donde forma canales, causando la interrupcion gradual de todas
las rutas biosintéticas (proteinas, ADN, ARN), asi como la captacion de precursores, el
consumo de oxigeno y el crecimiento celular. Igualmente altera los niveles intracelulares de
Na* y K* y genera el colapso del potencial de membrana (Galvez y col., 1990: Galvez y
col, 1991).

6.2.8 Determinacion de la actividad de las bacteriocinas

Los métodos para determinar la actividad de las bacteriocinas se basan en
procedimientos enzimaticos y no-enzimaticos. En los métodos enzimaticos se mide
rapidamente las enzimas liberadas del interior celular después de la lisis producida por la
accion de las bacteriocianas, por ejemplo, se han observado elevados niveles de lactato
deshidrogenasa después de la lisis de células suseptibles a la lactococcina (Morgan y col.,
1995). Estos métodos son muy rapidos peso su precision se ve comprometida por la calidad
de las preparaciones crudas de las bacteriocinas que pueden estar contaminadas con otras

enzimas antes de analizarse y pueden generar resultados falsos positivos. En los métodos no
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enzimaticos las técnicas convencionales son la difusion en pozos o en discos, en los que se
adiciona la bacteriocina en un pocillo realizado en un medio de cultivo sélido o sobre
discos de papel que se colocan sobre agar pre-inoculado con una cepa indicadora (Tagg y
McGiven, 1971; Bhunia y col., 1988). En el método de la sobrecapa la cepa
bacteriocinogénica se esparce sobre placas agar previamente inoculado con la cepa
indicadora (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Venema y col., 1993; Schillinger y Liicke,
1989). También se ha reportado el ensayo en placa del antagonismo diferido donde la cepa
bacteriocinogénica se inocula sobre agar en una linea recta y la cepa indicadora crece
perpendicularmente induciendo la aparicion de una zona de inhibicion en la interseccion de
las dos cepas cuya distancia puede utilizarse en analisis cuantitativos (Mélancon y Grenier,
2003). Con todas estas metodologias los resultados se obtienen en dos o tres dias y su
precision es dudosa debido a las medidas subjetivas de los halos de inhibicion, o en la
determinacion de la dltima dilucion (critica) que produce halos alrededor de los pocillos o
los discos (Delgado y col., 2005; Barboza-Corona y col., 2007). Estas técnicas ademas de
ser tardadas pueden proporcionar errores en los analisis cuantitativos y generar
inconsistencias en la progression geométrica de los halos al incrementarse las
concentraciones de la bacteriocina (Delgado y col., 2005). Otros métodos no enzimaticos
utilizan medios de cultivo liquidos y espectrofotometria, o recuento de colonias de la
bacteria indicadora, pero también presentan limitaciones que pueden afectar
significativamente la presicion de los resultados (Kumazaki e Ishii, 1982; Mayr-Harting y
col., 1972). Estos métodos pueden eliminar los problemas asociados con los métodos de
difusion en agar, sin embargo, la exactitud de sus resultados se ve influenciada
adversamente por la sedimentacion celular en los cultivos liquidos, por la interferencia del
color de la muestra y la relacion entre la concentracion de la bacteriocina y su respuesta

inhitoria con la curva sigmoide (Delgado y col., 2005).

6.2.9 Aplicaciones de las bacteriocinas

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial para la

industria alimenticia pues se pueden utilizar como conservadores bioldgicos puros que en
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un momento dado podrian reemplazar a los conservadores quimicos porque tienen la

ventaja de ser proteinas que al biodegradarse no forman compuestos secundarios.

Las aplicaciones de las bacteriocinas como bioconservadores de alimentos se ven
influenciadas por sus propiedades particulares como su espectro de inhibicion, estabilidad
de acuerdo a su rango de pH y temperatura, sensibilidad a enzimas y solubilidad. De
acuerdo con Holzalpfelp y col., (1995), para que una bacteriocina sea aplicada en alimentos
debe cumplir varios requisistos: 1) ser reconocida como GRAS, 2) la bacteriocina debe
tener un amplio rango de inhibicién contra los principales patégenos transmitidos por
alimentos o ser altamente especifica contra alguno en particular, 3) la bacteriocina debe ser
termoestable, 4) no debe presentar riesgo alguno contra la salud, 5) debe tener efecto
benéfico sobre el producto alimenticio, mejorando su inocuidad sin alterar sus propiedades

organolépticas y su calidad nutricional.

Para que una bacteriocina pueda ser considerada y aplicada como un aditivo
alimentario, deben haberse realizado ciertas investigaciones para establecer su rango de
actividad, conocer las caracteristicas bioquimicas y genéticas tanto de la cepa productora
como de la bacteriocina, conocer la sensibilidad de la bacteriocina frente a los cambios de
pH y temperatura, los factores que afectan su produccidn, técnicas que se involucran en el
proceso de su purificacion y el costo de su aplicacion en el alimento (Yang y Ray, 1994).
Ademas de lo anterior, para que la aplicacion de las bacteriocinas sea efectiva y segura,
estas deben de conservar sus propiedades aun despues de recibir el procesado que requieren
los alimentos, y para saber si esto se cumple se debe establecer el comportamiento de las

bacteriocinas de acuerdo a los siguientes parametros:

a) Sensibilidad a pH: La industria alimentaria demanda bacteriocinas que sean estables a
pHs neutros porque una gran variedad de bacterias patdgenas se desarrollan bajo esas
condiciones, y la mayoria de los alimentos que requieren de conservadores tienen un pH
cercano a la neutralidad.

b) Sensibilidad a proteasas: Por su naturaleza proteica, las bacteriocinas son susceptibles a
estas enzimas, facilitando su degradacion después de ser ingeridas y evitando transtornos
intestinales.
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c) Tolerancia al calor: Una caracteristica de las bacteriocinas producidas por BAL es su

termotolerancia, por lo que no sufren alteraciones con los tratamientos térmicos que deben

aplicarse a ciertos alimentos.

El empleo de las bacteriocinas encierra una serie de beneficios en comparacion con el

uso de los conservadores quimicos tradicionales (Ruiz-Larrea, F., y col., 2007) ya que:

a)

Demostraron un uso seguro en la cadena alimentaria humana y con menos
limitaciones que los conservadores quimicos, ya que son moléculas producidas de
forma natural por microorganismos fermentativos endogenos de alimentos
tradicionales.

No existen resistencias conocidas, ni impacto medioambiental puesto que son
rapidamente degradadas en la cadena alimentaria humana.

Poseen un espectro de accion muy definido.

Las bacteriocinas en si, presentan un impacto sensorial nulo en el producto final.

Su actividad se ve potenciada con el pH y poseen efecto complementario al de otros
agentes antimicrobianos.

Su aplicacion es compatible con el etiquetado de producto ecoldgico sin

conservantes quimicos ni de sintesis.

Sin embargo, el empleo de bacteriocinas también tiene inconvenientes, tales como:

a)

b)
c)

d)

Son menos conocidas que los conservantes quimicos, puesto que la nisina fue la
primera bacteriocina conocida, y se descubri6 en 1933.

No son indestructibles y se degradan rapidamente por las enzimas proteoliticas.

Se necesitan conocimientos técnicos especializados para prepararlas y utilizarlas
correctamente, lo cual encarece su empleo.

Son eficaces sélo frente a un tipo determinado de bacterias.

Existen limitaciones legales en su empleo como aditivos alimentarios que exigen
validaciones especificas y su aprobacion antes de ser empleadas de forma purificada
o0 semipurificada.

Existen tres formas comunmente utilizadas para aplicar las bacteriocinas en la

bioconservacion de alimentos (Schillinger y col., 1996):
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1) Inoculacion del alimento con BAL productoras de bacteriocinas en el alimento. La
capacidad de las BAL para producr bacteriocinas es crucial para una aplicacion exitosa.

2) Adicion de bacteriocinas purificadas o semi-purificadas como conservadores del
alimento.

3) Uso de un producto previamente fermentado con una cepa bacteriocinogénica como un

ingrediente mas del alimento procesado.

Es conveniente mencionar que la nisina y su aplicacion tiene una larga historia y
actualmente es utilizada como conservador seguro de alimentos en alrededor de 48 paises
diferentes siendo la Unica aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) desde
1988 (Ross y col., 1999).

6.2.9.1. Bioconservacién de productos lacteos

Los principales patdgenos relacionados con la industria de productos lacteos son
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (De Buyser y col.,
2001), ademaés el deterioro en quesos como el Kasseri, Emmental, Gruyére, Grana, Edam,
Gouda se debe a la formacion de gas a partir del Clostridium tyrobutyricum (Bergére y
Lenoir, 2000). L. monocytogenes también es la causante de brotes asociados con el
consumo de leche pasteurizada (Fleming y col., 1985) y quesos (James y col., 1985). La
bacteriocina Nisina en su presentacién comercial (Nisaplin®) ha demostrado ser efectiva en
el control de C. tyrobutyricum (De Vuyst y Vandamme, 1994; Hirsch y col., 1951). En el
procesado de quesos y productos de quesos como el queso suave, rebanado, dips y salsas de
queso la nisina se aplica como control del desarrollo de microbios esporulados y
productores de gas como los clostridios, incluso C. botulinum, ademés de controlar otros
contaminantes comunes después del procesado como L. monocytogenes (Davies y Delves-
Broughton, 1999; Thomas y Delves-Broughton, 2001). Esta bacteriocina también se ha
utilizado en otros productos lacteos pasteurizados como postres frescos y leches
saborizadas, crema o leches evaporadas (Thomas y col., 2000). En crema la Nisina incluso
en bajas concentraciones inhibe el crecimiento de Bacillus cereus durante el
almacenamiento (Nissen y col., 2001). La vida de anaquel de quesos pasteurizados

adicionados con 301 y 387 Ul/gr de Nisina en proceso es mucho mayor que la de quesos
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donde se aplico la Nisina después del proceso. En quesos para untar empacados en frio, 100
y 300 Ul/gr de Nisina reducen significativamente las cuentas microbianas de L.
monocytogenes, S. aureus, y esporas de C. sporogenes (Zottola y col., 1994). Adicionar
Nisina en leche esta permitido en ciertos paises para evitar la descomposicion en tiempos
de mucho calor, durante el trasporte a largas distancias o0 en sistemas refrigeracion
inadecuada (Davies y Delves-Broughton, 1999; Thomas y col.,, 2000). En leche
descremada, suero o leche ultrafiltrada, se ha combinado la nisina con campos de pulsos
eléctricos para inhibir diversos microbios como L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, y
E. coli (Calder6n-Miranda y col., 1999b; Pol y col., 2001; Sobrino-Lopez y Belloso, 2006;
Terebiznik y col., 2002). Otra bacteriocina de amplio espectro y de dos componentes la
Lactacina 314, producida por L. lactis subsp. Lactis DPC 3147, se utiliza en el control de
calidad de queso cheddar para reducir poblaciones de cepas no BAL durante el proceso de

maduracion (Ross y col., 1999).

Existen muchas investigaciones de las bacteriocinas enterococicas para aplicarse en
productos lacteos (Moreno y col., 2006; Giraffa, 1995), por ejemplo las bacteriocinas de E.
faecium DPC1146 inhiben a L. monocytogenes en leche (Parente y Hill, 1992), la
Enterocina CCM 4231 reduce las cuentas viables de S. aureus SA1 en leche descremada y
leche para formulas infantiles y yogurt (Laukova y col., 1999a, 1999b). La Enterocina 226
NWC producida por E. faecalis 226, inhibe a L. monocytogenes por co-cultivo a 30°C en la
leche descremada (Villani y col., 1993). La Enterocina A producida por E. faecium DPC
1146 se produce durante la manufactura de queso cheddar (Foulquié Moreno y col., 2003).
Enterocinas A, B, y P producidas por E. faecium RZS C5 en la manufactura de queso
cheddar presentan actividad anti-listeria por co-cultivo (Leroy y col., 2003, Foulquié
Moreno y col., 2003).

6.2.9.2 Bioconservacion de productos carnicos

Los productos carnicos dependiendo de sus condiciones de almacenamiento representan
un excelente medio para el crecimiento microbiano, aun en refrigeracion llegan a crecer
bacterias gram-negativas aerobias como Pseudomonas, BAL anaerobias como

Carnobacterium, Lactobacillus y Leuconostoc (Borch y col., 1996; Gram y col., 2002),



incluso bacterias tolerantes al CO,, como los lactobacilos principalmente Lactobacillus
sakei y L. curvatus, Leuconostoc carnosum, L. gasicomitatum, L. mesenteroides, Weissella
spp. y Carnobacterium spp. Estos microorganismos representan la causa principal de
deterioro en productos carnicos provocando acidez, decoloracién, produccién de gas,
formacion de baba y cambios de pH (Aznar y Chenoll, 2006; Chenoll y col., 2007).
También Brochothrix thermosphacta puede desarrollarse en carnicos produciendo olores a
fermentado (Borch y col., 1996; Gram y col., 2002; Samelis y col., 2000). Ademas, bajo
ciertas condiciones se desarrollan patdgenos, siendo los mas comunes E.coli
enterohemorragica y L. monocytogenes (Grau y Vanderlinde, 1992; Johnson y col., 1990).
Esta dltima tiene capacidad de crecer en refrigeracion y anaerobiosis, estd implicada en
brotes por alimentos contaminados y para la cuél existe cero tolerancia en Estados Unidos
(Jay 1996; Ryser y Marth, 1999).

La bacteriocina mas aplicada para bioconservar estos productos y protegerlos de L.
monocytogenes, es la Nisina en concentraciones de 400 a 800 Ul/gr, o bien combinada con
2% de NaCl (Pawar y col., 2000), sin embargo al bajar las temperaturas de refrigeracion, la
efectividad de la nisina es baja. También evalud la actividad anti-listeria de la Nisina A y la
Pediocina AcH en carne de cerdo cruda, considerando a la nisina A mas efectiva (Murray y
Richard, 1997). Una cepa productora de Pediodicina se adiciond en embutidos y reduce el
numero de bacterias patdégenas unas 10, 000 veces mas que en embutidos no tratados y
permanence activa después de dos meses en refrigeracion. Otro ejemplo, la Piscicolina se
patentd y pronto sera aplicada en productos céarnicos y como desinfectante para lavar
ensaladas verdes (Ralof, 1998). En carne de cerdo picada y paté de higado de cerdo, jamén
y pechuga de pollo, la adicion de Enterocinas A y B muestran elevados efectos anti-listeria
(Aymerich y col., 2000). En jamo6n horneado se aplic6 una mezcla modelo de varias
bacteriocinas: Enterocinas A y B, Sakacina K, Pediocina AcH o Nisina, y demostraton que
actuan sinérgicamente en combinacion con alta presion hidrostatica para reducir o inhibir
bacterias (Garriga y col., 2002). En el deterioro de carne empacada al vacio causado por L.
sake se probd la Leucocina A para evitar la descomposicién (Leisner y col., 1996). La
Leucocina 410 responde satisfactoriamente ante la inhibicion de L. monocytogenes en

productos carnicos en rebanadas (Jacobsen y col., 2003). En la carne de puerco empacada



al vacio se aplica una combinacion de Nisina y lisozima muy efectiva para inhibir B.
thermosphacta y LAB (Nattress y Baker, 2003; Nattress y col., 2001).

6.2.9.3 Bioconservacion de productos marinos

En los productos marinos preservados con bajos niveles de NaCl, ligera
acidificacion y empacados a vacio en refrigeracion (pescado ahumado), la microflora
contaminante esta compuesta de LAB, principalmente Lactobacillus y Carnobacterium y
algunos gram-negativos como Photobacterium phosphoreum y psicréfilos como
Enterobacteriaceae. Algunas bacterias como L. sakei, B. thermosphacta, Serratia
liquefaciens, y P. phosphoreum causan olores desagradables (Stohr y col., 2001). El control
microbiano inadecuado de productos marinos ahumados, empacados al vacio, puede
ocasionar su descomposicion. Otro patdgeno de interés en la industria de los mariscos es L.
monocytogenes (Ben Embarek, 1994; Rocourt y col., 2000; Rervik, 2000). El efecto de la
Sakacina P y/o cultivos de L. sake en salmon ahumado es solamente bacteriostatico (Katla
y col., 2001). La adicién de Nisina en cantidades de 500 a 1 000 Ul/g en salmén ahumado y
contaminado con L. monocytogenes solo retrasa, pero no reduce su crecimiento (Nilsson y
col., 1997). En productos de sardina contaminados ha sido efectivo el uso combinado de
Nisina y el sistema lactoperoxidasa (Elotmani y col., 2004). También se probaron la Nisina
Z, la carnocina Ul49 y bavaricina A para extender la vida de anaquel de langostinos; la
carnocina no surtio efecto comparada con el control (10 dias), la Bavaricina A aument6 la
vida de anaquel en 16 dias y la Nisina Z en 31 dias (Einarsson y Lauzon, 1995). Cepas de
C. piscicola A9 productora de la Carnobacteriocina B2 y C. piscicola CS526 productora de
Piscicolina CS526 se adicionaron en jugo de salmén y salmén ahumado, mostrando un

efecto anti-listeria (Nilsson y col., 2004; Yamazaki y col., 2003).

6.2.9.4 Bioconservacion de productos vegetales y bebidas

Los microorganismos contaminantes de vegetales capaces de causar enfermedades
son C. botulinum, B. cereus y L. monocytogenes, puesto que se encuentran en la mayoria de
los suelos, ademas Salmonella, Shigella, E. coli y Campylobacter pueden llegar a
contaminar las frutas y vegetales a través de desechos fecales, aguas residuales, agua de

irrigacion contaminada o agua superficial (Cliver, 1997; Speer, 1997). Varios casos de
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listeriosis se han asociado con vegetales frescos como apio, tomates y lechuga (Beuchat,
1996). La Nisina reduce significativamente los niveles de L. monocytogenes en judias en
refrigeracion (Cai y col., 1997). La mundticina producida por Enterococcus mundtii inhibe
a L. monocytogenes en vegetales minimamente procesados pero no en judias frescas
(Bennik y col., 1999). La Nisina y la Pediocina individualmente o en combinacion con
lactato de sodio, sorbato de potasio, acido pitico y acido citrico se probaron en tratamientos
de sanitizacion para reducir niveles de L. monocytogenes en broccoli, repollo y frijol
germinado (Bari y col., 2005). La Enterocina AS-48 puede ser de mucha utilidad en la
desinfeccion de vegetales crudos, como la fuerte inhibicion de S. aureus y la total
inactivacion de L. monocitogenes y B. cereus en lechugas (Grande y col., 2005b). En jugos
y bebidas de frutas, la Nisina previene la descomposicién causada por Alicyclobacillus
acidoterrestris (Komitopoulou y col., 1999; Yamazaki y col., 2000). Este microorganismo
también se inhibe totalmente por la Enterocina AS-48 (Grande y col., 2005a). La Nisina y
Enterocina AS-48 son capaces de inactivar endosporas de A. acidoterrestris (Grande y col.,
2005a; Komitopoulou y col., 1999; Yamazaki y col., 2000).

6.2.9.5 Aplicaciones biomédicas

En la medicina veterinaria se aplican tradicionalmente los antibiéticos para el
tratamiento profilactico y terapéutico, pero las bacteriocinas representan una alternativa real
y efectiva con la ventaja de no conferir resistencia como los antibiéticos utilizados

tradicionalmente (Ross y col., 1999).

En la década de los 40s se evaluo la Nisina como una alternativa en el tratamiento
de la mastitis, y proporcion6 buenos resultados, sin embargo fueron detectados problemas
de irritacion debidos posiblemente a impurezas en las preparaciones de nisina (Taylor y
col., 1949). Recientemente esta bacteriocina es reportada como efectiva contra los
principales patdgenos Gram-positivos involucrados en la mastitis como cepas de
Streptococcus y Staphylococcus (Broadbente y col, 1989). Las formulaciones a base de
Nisina se han reportado como efectivas contra el tratamiento de mastitis en vacas lactantes
cuando se aplican en infisiones con una dosis de 2, 500, 000 Ul, proporcionando una alivio
del 90.2% de las vacas tratadas (Cao y col., 2007).



Otras bacteriocinas como la Lacticina 3147 ha probado que posee actividad
bactericida contra la mayoria de las bacterias responsables de la mastitis (Rayn y col.,
1998). Las bacteriocinas Pep5, Epilancina K7, Epicidina 280 y la Epidermina también se
han probado efectivamente contra cepas de S. epidermidis y S. aureus aisladas de
infecciones en una dosis de 640 Ul/ml, y se cree que acttan inhibiendo la adhesion de S.
epidermidis a los catéters de silicon y se reduce significativamente el numero de células y
definitivamente representan una novedosa estrategia para control de las infecciones
(Fontana y col., 2006). Las bacteriocinas producidas por S. aureus (Aureocinas A70, A53 'y
215FN) se han probado efectivamente contra cepas del mismo S. aureus y Streptococcus
agalactiae aisladas de mastitis bovina (Varella-Cohelo y col., 2007). También la
Macedocina ST91KM producida por S. gallolyticus muestra actividad contra diversas

especies de Staphylococcus y Streptococcus asociadas a mastitis (Pieterse y col., 2008).

6.2.10 Tecnologias de barrera

La susceptibilidad de los microbios hacia agentes antimicrobianos puede
incrementarse 0 mejorarse si aplicamos el concepto de barrera, el cuél establece que dos o
mas agentes antimicrobianos en niveles sub-Optimos pueden actuar mejor sinérgicamente
que cada uno por separado aun niveles 6ptimos (Leistner y Gorris, 1995). Las células sub-
letalmente tratadas por diferentes condiciones de estrés pueden llegar a ser sensibles a
agentes fisicos y quimicos a los que son resistentes en condiciones normales (Ray, 1992).
Diversas investigaciones han tratado de vencer las barreras de penetracion en bacterias
Gram-negativas para sensibilizarlas al efecto de las bacteriocinas a través de métodos
fisicos, quimicos o genéticos. Por ejemplo, la Salmonella y otras 22 bacterias Gram-
negativas se han sensibilizado a la nisina y a otras bactericonas después de exponerlas a
tratamientos que modifican su permeabilidad en la membrana externa como la cambinacion
de tratamientos fisicos con presion hidrostatica, calentamiento, congelacion y secado
(Stevens y col., 1991). También se han combinado tratamientos quimicos adicionando
acido etilen-diamino tera-acético (EDTA) o etil maltol (Stevens y col., 1991; Kalchayanand
y col., 1992; 1994; Hauben y col., 1996; Schved y col., 1996).

liv



El mencionado  "efecto barrera” es de fundamental importancia para la
conservacion de alimentos dado que las barreras en un producto estable controlan los
procesos de deterioro, intoxicacion y fermentacion no deseados. Ademas, el concepto de
barrera ilustra el hecho de que las complejas interacciones entre temperatura, actividad de
agua, pH, potencial redox, etc., son significativas para la estabilidad microbiana de los
alimentos. La tecnologia de barreras o tecnologia de obstaculos o métodos combinados,
permite mejoras en la seguridad y calidad, y en las propiedades econémicas de los
alimentos, por ejemplo, cuénta agua en un producto es compatible con su estabilidad,
mediante una combinacion inteligente de barreras que aseguran la estabilidad y seguridad

microbiana, asi como propiedades nutritivas y econdmicas satisfactorias.

Las tecnologias de barrera cada dia avanzan en su aplicacion para el disefio de
alimentos, tanto en los paises industrializados como en los paises en desarrollo, con varios
objetivos de acuerdo a cada necesidad (Alzamora y col., 1993, 1998). Por ejemplo, en las
distintas etapas de la cadena de distribucion, durante el almacenamiento, procesamiento y/o
envasado, como una medida de soporte en los productos minimamente procesados de corta
vida til para disminuir el riesgo de contener patdgenos y/o aumentar su vida de anaquel a
través del uso de agentes antimicrobianos y la reduccién de la actividad de agua (aw) y pH
ademas de la refrigeracion. También son una herramienta para mejorar la calidad de
productos de larga vida de anaquel sin disminuir su estabilidad microbiol6gica, como es el
uso de coadyuvantes al calor para reducir la severidad de los tratamientos térmicos en los
procesos de esterilizacion. Ademas son novedosas técnicas de conservacion para obtener

alimentos nuevos, por ejemplo combinando innovadéramente los factores de conservacion.

En los paises industrializados, el concepto de barrera se dirige principalmente al
desarrollo de una gran variedad de alimentos con procesamiento térmico suave y
distribuidos en forma refrigerada o congelada. Las aplicaciones tipicas son para
desinfeccion de materias primas (carnes, frutas, hortalizas), para carnes fermentadas como
jamones crudos, embutidos crudos fermentados y para carnes con tratamiento térmico

suave (productos «listos para consumir»), en frutas y hortalizas frescas troceadas, en
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alimentos empacados al vacio y cocidos-refrigerados. También se aplican en alimentos de

bajo contenido de caldrico, bajos en grasas y sales y alimentos funcionales.

El efecto barrera se utiliza en alimentos procesados por las técnicas emergentes que
incluyen altas presiones hidrostaticas, pulsos eléctricos de alto voltaje, radiacion
ultravioleta, etc., o como tecnologia “invisible” que incorpora barreras adicionales que
doblemente aseguran la calidad de alimentos refrigerados expuestos a abusos de
temperatura (Leitsner y Gould, 2002; Ahvenainen, 1996; Wiley, 1994). En muchos paises
en desarrollo, enfoque del efecto barrera se aplica en el desarrollo de alimentos estables a
temperatura ambiente, con requerimientos energéticos de equipamiento y de infraestructura
minimos, tanto para el procesamiento como para la distribucion y el almacenamiento
(Leitsner y Gould, 2002). Comunmente se aplica en alimentos con baja a, como la
deshidratacion parcial o por agregar sales o azUcares combinadas con acidificacion y
antimicrobianos, en alimentos fermentados, en alimentos con bajo pH y antimicrobianos
naturales y en alimentos envasados con exclusion de oxigeno ya sea envasados al vacio o

cubiertos con una capa de aceite.
6.3 Bacillus thuringiensis

6.3.1 Generalidades

Bacillus thuringiensis (Bt) se descrubrié en 1901 en Japon por Ishiwata en los gusanos
de seda llamandolo Bacillus sotto y en 1911 fué aislado por Ernest Berliner en Alemania de
la polilla de la harina. Bt esté relacionado a B. cereus patdgeno oportunista en alimentos y
B. anthracis causante del anthrax (Helgason y col., 2000; Madigan, 2005). B. thuringiensis
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 espordgena que durante su cultivo y asociada a la
formacion de esporas o cuerpos parasporales, sintetiza cristales de naturaleza protéica y con
propiedades insecticidas Ilamadas 6-endotoxinas o proteinas Cry y Cyt activas contra
insectos lepidopteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos),
himendpteros (hormigas), acaros y a otros invertebrados como nematodos, gusanos planos

y protozoarios; precisamente este cristal es lo que la diferencia de B. cereus y B. anthracis
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(Feitelson, 1993). Los cristales tienen diferentes formas (bipiramidal, cuboidal, romboide
plano, esférica o compuesto de dos tipos de cristal) dependiendo de la composicion de las

proteinas insecticidas del cristal y la bioactividad contra los insectos blanco.

A partir del analisis seroldgico de los antigenos flagelares “H” se clasifican
fendtipicamente las sub-especies de Bt, hasta 1998 se habian descrito 67 sub-especies y 58
serovariedades diferentes (Schnepf y col., 1998). Los genes que codifican las proteinas
insecticidas estan principalmente en plasmidos, y por lo general cada una es el producto de
un solo gen. La mayoria de los plasmidos con genes de proteinas insecticidas facilmente
son transferibles por conjugacion entre cepas de Bt u otras species bacterianas.

Actualmente esta clasificacion se complementa con la caracterizacion por biologia
molecular basada en la secuencia de los genes cry y cyt, principales genes codificadores de
las proteinas de los cristales. Diferentes dominios de las proteinas Cry son responsables de
la susceptibilidad del huesped (reconocimiento del receptor) y la toxicidad (formacién del
poros). Comunmente la caracterizacion de cepas de Bt o su cristal incluye el analisis de
acidos grasos de pared celular, anticuerpos monoclonales, la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), perfiles plasmidicos, estudios del DNA (huella genética) y perfiles de
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Algunas cepas de Bt durante su crecimiento vegetativo sintetizan un diverso grupo
de compuestos o factores de virulencia (www.microbiologia.org.mx/microbiosenlinea)
contra los insectos blanco. Este grupo incluye fosfolipasas (Vadlamudi y col., 1995),
proteasas (Lee y col., 1996), quitinasas, a-exotoxinas o exotoxinas termolabiles (Parker y
Pattus, 1993), las p-exotoxinas (analogos de ATP) (Knowles y Ellar, 1987) y las proteinas
VIP, que son proteinas insecticidas que se producen en la fase vegetativa del crecimiento
(Ebersold, 1978). Los recuentos de esporas no reflejan con exactitud la actividad insecticida
de una cepa o un preparado de Bt, se mide la potencia en unidades toxicas internacionales
(UTI/mg) de cada producto mediante ensayos bioldgicos para los que se utiliza un patron
internacional basado en un insecto concreto. Se ha reportado que en algunos casos la
mezcla esporas/cristales mata mucho mas eficientemente que los cristales solos, indicando

que las esporas son importantes para aumentar la toxicidad de la bacteria.
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En la tabla 1l se observan los productos de Bt subsp israeliensis disponibles en el

mercado a nivel mundial (Maldonado-Blanco, 2005).

Tabla 1l

Productos a base de B. thuringiensis israelensis en el mercado mundial

Producto Compafiia productora
Vectobac gy cg Valent Biosciences Co.
ABG Valent biosciences Co.
Teknar HP-D Valent biosciences Co.
Vectobac WDG Valent biosciences Co.
Vectobac 200g Valent biosciences Co.
Vectobac 1200l Valent biosciences Co.
Bacti San Summit Chem. Co.
Bactimos briquets Summit Chem. Co
Bactimos pellets Summit Chem. Co
Mosquito dunks Summit Chem. Co
Skeetal Novo

Bactis C. di Ricerca Chim.
Mosquitocid Radonja

ABG 6185 (B. sphaericus)  Valent Biosciences Co.
Vectolex (B. sphaericus) Valent Biosciences Co.

6.3.2 5-endotoxinas (proteinas Cry y Cyt)

Las proteinas Cry polipéptidos que forma inclusiones paraesporales proteinicas con
efectos toxicos verificables experimentalmente sobre un organismo susceptible, o bien una
proteina que posee una obvia similitud de secuencia con alguna proteina Cry conocida.
Similarmente las proteinas Cyt se encuentran formando parte de cristales sintetizados por
diversas especies de Bt, tales como la israeliensis. Este tipo de proteinas presentan

actividad hemolitica, y no poseen similitud con las proteinas Cry (Crickmore y col., 1998).
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Las proteinas Cry poseen 3 dominios, el dominio I consiste en un paquete de 7 a-hélices
antiparalelas, donde la hélice 5 esta rodeada por las demas; el dominio Il consta de 3
laminas antiparalelas B distribuidas en una tipica topologia de “llave griega”, acomodada en
lo que se ha llamado un B-prisma; el dominio Il consiste de 2 laminas B antiparalelas
dobladas formando un B sandwich (deMaagd y col., 2003b; Galitsky y col., 2001;
Grochulski y col., 1995; Li y col., 1991; Morse y col., 2001; Sankaranarayanan, 1996;
Shimizu y Morikawa, 1996). La proteina Cyt consiste de un dominio sencillo en que 2
horquillas externas de a-hélices (hélices A-B y C-D) envuelven un nuacleo de laminas f3
(cadenas 1 a 7) (Liy col., 1996).

La primera secuencia nucleétidica de un gen cry (1Ac) fue deducida en 1981 por el
grupo de la Dra. Whiteley (Schnepf y col., 1985). La secuencia de crylAc demostré que
éste codifica un polipéptido de 1176 amino&cidos y una masa molecular deducida de 133.5
kDa. Para 1989 se conocian la secuencia de 42 genes y la nomenclatura de las o-
endotoxinas era arbitraria. Hofte y Whiteley (1989) presentaron una clasificacion con

cuatro clases:

Cry | activas contra lepidopteros

Cry Il activas contra lepiddpteros y dipteros

Cry Il activas contra coledpteros

Cry IV activas contra dipteros y una clase no relacionada de proteina Cyt con actividad

mosquitocidal y citolitica.

Sin embargo, el descubrimiento de 29 nuevos genes que codifican para proteinas
toxicas de Bt origino la adicién de dos clases CryV y Cry VI contra nematodos (Feitelson y
col., 1992). En 1998 Crickmore y col., propusieron una nomenclatura basada en el grado de
divergencia evolutiva y de secuencia de aminoacidos determinantes de su actividad sin la
exigencia de realizar multiples y complejos bioensayos. Actualmente se registran 332 o-
endotoxinas clasificadas dentro de 47 grupos de proteinas Cry, 22 proteinas Cyt en 2
grupos, y 6 proteinas de Bt a las que se les ha dado un nombre ambiguo debido a datos
insuficientes o inciertos de su secuencia y por lo tanto no ha sido posible clasificarlas

dentro de un grupo especifico (Crickmore y col., 2005).
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En la pagina de la Sociedad para Patologia de Invertebrados (Society for Invertebrate
Pathology: www.sipweb.org) se encuentran registradas las diferentes proteinas Cry y sus

numeros de acceso al banco de genes.

6.3.3 El genoma de Bt

El genoma de Bt varia entre 2.4 a 5.7 millones de pares de bases (pb) (Carlson y
Kolsto, 1994). EI mapa fisico ha sido construido para 2 cepas de Bt (Carlson y Kaolsto,
1993; Carlson y col., 1996). La comparacion con mapas cromosomicos de B. cereus sugiere
que el cromosoma de Bt tiene una organizacién similar en el extremo cercano al origen de
replicacion, y una gran variabilidad en el extremo terminal. Se ha encontrado secuencias
homologas a los genes cry localizadas en el cromosoma de Bt, y en algunas cepas las
mismas secuencias estan en el cromosoma y en los plasmidos (Carlson y Kolsto, 1993). No
es claro hasta que punto inciden estos genes cromosomales en la produccién del cristal
(Schnepf y col., 1998). Existe diversidad en el genoma de Bt y algunos genes le confieren
mayor potencial para obtener cepas con mayor eficiencia insecticida, con nuevas
actividades biol6gicas y mas seguras. Ejemplo de lo anterior son los genes codificantes de
quitinasas activas contra fibras de quitina de la membrana del insecto (Thamthiankul y col.,
2001; Barboza y col., 2003), los genes nprA para proteasa neutral A. La ausencia de ésta
Gltima proteina Bt incrementa la produccion de las proteinas Cry1Bb y Cry3Bb (Donovan y
Slaney, 1997).

Otros genes codifican para factores de virulencia (Agaisse y col., 1999), por ejemplo
los genes inhA e inhA2 en Bt 407 Cry-B codifican una proteasa extracelular que hidroliza
péptidos antibacteriales de Hyalophora cecropia, el gen aiiA codifica una enzima
degradadora de la N-acyl homoserina lactona capaz de controlar microorganismos
patdgenos de plantas, ademas los genes de zwittermicina A, principalmente zmaR codifica
productos con actividad antifingica (Dalhammar y Steiner, 1984; Lee y col., 2002; Nair et
al., 2004).

Se han detectado también bacteriocinas sintetizadas por diferentes cepas de B.

thuringiensis (Cherif y col., 2008; Chehimi y col., 2007; Barboza-Corona y col., 2007;
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Gray y col., 2006; Kamoun y col., 2005; Cherif y col., 2003; Ahern y colab., 2003; Cherif y
col., 2001; Paik y col., 1997; Favret y Yousten, 1989) con actividad antimicrobiana contra
otras cepas de Bt, cepas patdgenas y hongos fitopatogenos (De la Fuente-Salcido y col.,
2008).

6.3.4 Los plasmidos de Bt

Podemos encontrar de 2 a 12 plasmidos cuyos tamafios varian entre 2 a mas de 200
kilobases (kb) (1.5 a 150 mDa) segun la cepa de Bt (Jarret, 1983). Los plasmidos de gran
tamafo (>40 kb) contienen los genes cry, y puede haber una o varias copias de un mismo
gen de 6-endotoxina en cada plasmido (Bravo y Cerdn, 2004; Sanchis et al., 1988). Los
plasmidos de Bt son conjugativos no solo intraespecie sino también interespecie. Estos se
replican y mantienen por generaciones con una gran eficacia lo que sugiere que estos
replicones pueden presentar una ventaja evolutiva y que por consiguiente justifican su papel
dentro del mecanismo de replicacién de la bacteria (Bravo y Ceron, 2004). Se ha
secuenciado en su totalidad el plasmido pBtoxis codificante para toxinas de Bt subsp.
israelensis (Berry y col., 2002). En este plasmido las secuencias pBt025 y pBt026 codifican
2 fragmentos con homologias a la region central de la toxina Cry28Aa, ademas pBt053
presenta homologia en el extremo C-terminal de Cry26Aa. La secuencia de aminoacidos
codificada por pBt055 es similar al C-terminal para proteinas codificadas corriente arriba
de los genes de toxinas. Lo anterior sugiere que en el proceso evolutivo de pBtoxis sus
ancestros fueron hospederos de otras toxinas ahora perdidas. Esto, ademas de similitudes
con transposones y secuencias de insercién, sugiere que la composicion de la toxina es un
factor dinamico y puede explicar la gran diversidad en la estructura de las toxinas
observada en los aislamientos de Bt. Este plasmido contiene un conjunto de genes pBt136-

140 involucrados en la sintesis y exportacion de péptidos antibioticos como bacteriocinas.

Transcritos en forma divergente a estos genes estan pBt133 a pBt130, que codifican los
componentes de un sistema transportador ABC: una proteina de union al soluto exportado
(pBt133), una proteina de unién al ATP (pBt132), una permeasa (pBt131) y una proteina
integral de membrana (pBt130). Los primeros 3 componentes (pBt133-131) presentan
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similitud con genes bac de E. faecalis necesarios para la expresion del péptido antibiotico

bacteriocina 21 (Tomita y col., 1996).

Actualmente el Centro Nacional para Informacion en Biotecnologia (NCBI:

serovar konkukian serotipo H34 cepa 97-27 y

pBMBLtL, pGI3, pBMB9741, pTX14-3, pUIBI-1 y pBMB2062.

6.3.5 Genes cry en México

La distribucién de los genes cry en México se determin6 en un estudio realizado por
Bravo y col., en 1998 donde se aislaron cepas mexicanas de Bt de 503 suelos de las cinco
macroregiones y se identificaron los genes cry través de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). De acuerdo a sus resultados estos genes se distribuyen de la siguiente
manera: las genes cryl, cry 3 se encontraban distribuidos en un 49 y 22%, respectivamente;
mientras que los cryll y cyt en un 8%. Las cepas con genes cry7, cry8, y cry9 se
encontraban en un ndmero reducido y solo representaron el 7% del total. EI 14 % de las
cepas no dieron ningun producto de PCR a pesar de que producian cristales proteicos, por
lo que estas cepas son candidatas para portar genes cry nuevos y con la potencial

insecticida.

6.3.6 Bacteriocinas de B. thuringiensis (Bt-BLIS)

Como se menciono anteriormente Bt es capaz de producir factores de virulencia
como las bacteriocinas o Bt-BLIS que muestran actividad antimicrobiana contra otras cepas
de Bacillus, cepas patdgenas y hongos fitopatdgenos, sin embargo, son relativamente pocas

las reportadas hasta la fecha.
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La mayoria de estas bacteriocinas son producidas por cepas aisladas de suelos y
alimentos, como la Thuricina (950 Da) (Favret y Younsten 1989), la tochicina (10.5 kDa)
(Paik y col., 1997), la Thuricina 7 (11.6 kDa) (Cherif y col., 2001), la Thuricina 439A y
thuricin 439B (2.9 y 2.8 kDa, respectivamente) (Ahern y col., 2003), la Entomocina 9
(Cherif et al. 2003), la Bacthuricina F4 (3160 Da) (Kamoun et al. 2005), la Thuricina 17
(3162 Da) que peculiarmente se aislé de tejidos de raiz de frijol de soya y se considera una
cepa promotora del crecimiento en plantas (Gray et al. 2006b), la Thuricina S (3137.61 Da)
(Chehimi y col., 2007), las bacteriocinas Morricina 269, Kustacina 287, Kenyacina 404,
Entomocina 420 y Tolworthcina 524 que se sintetizan por cepas aisladas de polvos de
sorgo, frijol arroz y telarana (Barboza y col., 2007), y la entomocina 110 (Cherif y col.,
2008).

La tabla Il muestra las Bt-BLIS que a la fecha se encuentran referenciadas en
revistas de investigacion, las diversas cepas de B. thuringiensis que las producen, su peso
molecular y las bacterias que inhiben con su espectro de actividad.

Tabla 111

Caracteristicas de Bacteriocinas sintetizadas por diversas cepas de Bacillus thuringiensis
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MASA

BACTERIOCINA | MOLECULAR BACTERIAS SENSIBLES REFERENCIA
Entomocina110 4.8kDa Diversas especies de Bacillus, Listeria monocytogenes, | Cherif y col., 2008
Paenibacillus larvae.
Listeria monocytogenes, B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis,
- Chehimi y col., 2007
Thuricina S 3.137kDa B. megaterium, Pediococcus acidolactici, Streptococcus y
thermophilus, Enterococcus cloacae.
Morricina 269 Diversas especies de B. thuringiensis, B. cereus, Listeria
Kurstacina 287 innocua, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, S. xylosus,
Kenyacina 404 ~10.0kDa Shiguella flexneri, Salmonella sp, Str. pyogenes, E. coli, Barboza-Corona v col
Ent ina420 Klebsiella pneumoniae. Proteus vulgaris, Enterobacter y cot
n omour_]a cloacae, Enterococcus faecium, Rizophus sp., Fusarium 2007
Tolworthcina 524 oxysporum, Mucor rouxii IM80, Trichoderma sp. SH1,
Trichoderma sp. SD3.
Thuricina 17 3.172kDa Diversas especies de Bacillus thuringiensis, B. cereus, E. coli | Grayy col., 2006
MM294.
Bacthuricina F4 3.160 kDa Diversas especies de Bacillus Kamoun y col., 2005
Entomocina 9 12.4kDa B. thuringiensis, L. monocytogenes, Pseudomona aeuroginosa | Cherif y col., 2003
Thuricina 439 ~3.0kDa B. thuringiensis, B. cereus, L. innocua 4202 Aherny col., 2003
B. thuringiensis, B. cereus, B. micoides, Str. pyogenes,
Thuricina7 11.6kDa L.monocytogenes, B. weihenstephanensis. Cherify col., 2001
Diversas especies de B. thuringiensis y B. cereus, Leuconostoc
Tochicina 10.5kDa mesenteroides. Paikyy col., 1997
Thuricina 950,0 Da** Diversas especies de Bacillus. Favret y Younsten, 1989

**Forma polimérica

Como podemos observar, las Bt-BLIS presentan una masa molecular muy diversa

en un rango desde ~3.0 kDa hasta 12.4 kDa determinado en su mayoria por electroforesis

en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE) (Laemmli, 1970). Otro

método utilizado para determinar la masa molecular de las bacteriocinas de Bt es la

espectroscopia de masas a través de la ionizacion suave con matriz asistida por laser de

desorcion/ionizacion (MALDI). Con esta técnica se ha determinado la masa molecular de la
Thuricina 439, Thuricina S, Bacthuricina F4 y Thuricina 17 (Chehimi y col., 2007). En la
tabla 1V registramos las propiedades de las bacteriocinas sintetizadas por cepas de B.

thuringiensis.

Tabla IV
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Propiedades de Bacteriocinas sintetizadas por diversas cepas de Bacillus thuringiensis

BACTERIOCINA

RANGO
pH

RANGO
TEMPERATURA°C

SENSIBILIDADA
ENZIMAS

EFECTO DE
SOLVENTES

DETERMINANTES
GENETICOS

SECUENCIA
N-TERMINAL

REFERENCIA

Entomocina110

pH3-9

Termoestable
121°C

Proteinasa K
Papaina
Tripsina

Acetona
Etanol

Butanol
Tolueno
Metanol

Cromosoma

ND

Cherif y col., 2008

Thuricina S

pH3-10.5

Termoestable

Proteinasa K
Papaina
Tripsina
Pepsina

ND

ND

ND

Chehimi y col., 2007

Morricina 269

Kurstacina 287

Kenyacina 404
Entomocina420

Tolworthcina 524

Grupo A
pH5-9

Grupo B
pH5-11

Termotolerante
80°C

Termorresistente
121°C

Proteinasa K
Tripsina
Pepsina
Lisozima
Rnasa
a—-amilasa

Proteinasa K
Tripsina
Pepsina
Lisozima
Rnasa

o -amilasa

ND

ND

ND

Barboza-Corona y col.,
2007

Thuricina17

pH1-9.25

Termorresistente
100°C

Proteinasa K
Proteasa
a-amilasa
catalasa

ND

ND

DWTXWSXL

Grayy col., 2006

Bacthuricina F4

pH3-7

Termoestable
70°C

Proteinasa K

ND

ND

DWTXWSXL

Kamoun y col., 2005

Entomocina 9

pH3-9

Termoestable
85-95°C

Proteinasa K
Cerolisina A
CerolisinaB
Fosfolipasa C
Haemolisina 11
Citotoxina K
Proteasa neutra
Proteina choque
termico
16rDNA
Zwittermicina A

ND

ND

ND

Cherif y col., 2003

Thuricina 439

pH2-9

Termoestable
80°C

Proteinasa K
Pronasa E
Catalasa

ND

ND

GWVAXVGAXGTV
VLASGGWV

Aherny col., 2003

Thuricina7

pH3-9

Termoestable
90-98°C

Proteinasa K
Pepsina
Papaina
Treipsina
Quimiotripsina
Lisozima
Catalasa
Dnasa

Rnasa

ND

ND

ND

Cherify col., 2001

Tochicina

pH3-9

Termoestable
90°C

Proteinasa K
Tripsina
Quimiotripsina
a—-amilasa
Lipasa Il
Lipasa VIl
Dnasa

Rnasa
Lisozima
Catalasa

ND

ND

ND

Paiky col., 1997

Thuricina

NR

96°C

Quimiotripsina
Pronasa
Subtilisina
Tripsina
Quimiotripsina
Peptidasa
Papaina
Fosfolipasa C
Lisozima

Etanol
Cloroformo

Plasmido
150 mDa

ND

Favrety Younsten, 1989

ND: No determinado; NR: No reportado
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En la tabla IV encontramos los valores de pH y temperatura determinados para las Bt-
BLIS reportadas, observandose que tienen actividad a rangos amplios en los dos
pardmetros, ubicandolas como moléculas con un gran potencial para su aplicacion en
alimentos y como bioterapeuticos. También se ha establecido el efecto a las proteasas sobre

la actividad antimicrobiana.

Hasta el momento no se ha reportado la clonacién de ningun gen que codifique una
bacteriocina de Bt y solamente se ha descrito la ubicacion de los probables genes que las
codifican para la para la Thuricina y la Entomocina 110, siendo en un megaplasmido y en
el cromosoma, respectivamente (Battisti y col., 1985; Cheriff y col. 2008).

Por otro lado, se ha reportado la secuencias N-terminal de la Thuricina 439,
Bacthuricina F4 y Thuricina 17 (Tabla 1V), sin embargo podriamos decir que realmente son
dos, pués existe similutud entre las secuencias de la Bacthuricina F4 y la Thuricina 17. En
la thuricina 439 fue determinado un peso aproximado de 3 kDa a través de SDS-PAGE, sin
embargo, después de la elucion de la columna de HPLC se obtuvieron dos fracciones
activas que se sometieron a espectroscopia de masa, determinando dos péptidos
denominados Thuricina 439A y Thuricina 439B que presentan diferente masa molecular
(2.9199 y 2.8038 kDa respectivamente) pero con la misma secuencia N-terminal de 20
amino acidos: GWVAXVGAXGTVVLASGGVY, en la cudl X corresponde a un amino
acido no determinado concluyentemente que podria ser cisteina. Lo anterior se puede
explicar si el mismo gen codifica para un solo producto peptidico que sufre una 0 mas
modificaciones post-transduccionales produciendo dos péptidos activos. La fraccion
purificada por HPLC de la Bacthuricina F4 fué sometida a espectroscopia de masas
revelando una masa molecular de 3. 16005 kDa. Esta fraccion fué sometida al analisis de
secuencia de amino acidos y secuencia N-terminal exhibiendo una secuencia de solamente
22 amino acidos y con una secuencia clara de ocho amino acidos: DWTXWSXL donde X
representa un residuo no especificado. Esta misma secuencia se obtuvo en la Thuricina 17,
bacteriocina purificada por HPLC en la cudl inicialmente se reporté una masa molecular de
3.061 kDa (Gray y col., 2006) y con un analisis espectroscopia de masas asistida por

ionizacion (MALDI-MS/MS) se establecié un nuevo valor de 3.162 kDa para su masa
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molecular, no muy diferente al inicial. Posteriormente, el andlisis proteémico revela una
secuencia N-terminal DWTXWSXL homologa a la secuencia reportada para la
Bacthuricina F4, siendo la primera vez que se reporta que dos bacteriocinas producidas por
cepas diferentes de B. thuringiensis comparten una misma identidad en la secuencia N-
terminal. Por otro lado, realizando una comparacion de secuencias de amino acidos de las
Bt-BLIS mencionadas podriamos decir que son simialres, sin embargo, la Thuricina 17
contiene cuatro histidinas no encontradas en Bacthuricina F4, ademas la estabilidad a pH,
temperatura y espectro de inhibicién son diferentes. En conclusion estas dos Bt-BLIS son
similares pero no son la misma y por otro lado, la misma secuencia N-terminal de estas dos

bacteriocinas sugiere la existencia de otras bacteriocinas con esta caracteristica.

Teniendo claras todas las caracteristicas fisicoquimicas de una bacteriocina, la
caracterizacion genética es indispensable para su éptima produccion y posterior aplicacion
comercial, ademés identificar el gen codificante permite establecer las condiciones

necesarias para la aplicacion efectiva del producto final (Elegado y col., 2005).

6.3.6.1 Sintesis y produccién de Bt-BLIS

En general las cepas bacteriocinogénicas de B. thuringiensis se reproducen
facilmente en medios liquidos superficiales donde predomina la utilizacién de caldo de soya
tripticasa y en casos muy particulares se utilizan medios especiales como el medio King’s B
para la produccion de la Thuricina 17, puesto que esta bacteria se encuentra registrada como
promotora de crecimiento. Las condiciones de medio ambiente varian moderadamente en la
produccién de cada Bt-BLIS, en cuanto a temperaturas de incubacién se ubican en un rango
de 28 a 37 °C, ademas se considera de manera importante el suministro de oxigeno requerido
en un alto nivel especialmente durante la fase de crecimiento exponencial y se logra por
agitacion en un rango de 150 a 200 rpm, mateniendo un rango de pH entre 6.8 y 7.2 por
periodos de tiempo desde 24 hasta 48-50 y en el caso de la cepa B. thuringiensis NEB 17
hasta 96 horas después de iniciado el cultivo; durante la de incubacion se toman alicuotas
del medio de cultivo a diferentes intervalos de tiempo para monitorear el crecimiento
espectrofotométrocamente y determinar la sintesis y actividad de la bacteriocina (Gray y
col., 2006).
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En algunos casos de produccion de bacteriocinas como la Thuricina se han
ensayado diversos medios de cultivo complejos como caldo de infusion cerebro corazon,
caldo de peptonado, caldo de caseina y caldo de tripticasa y ademas, se variaron las
condiciones de pH, temperatura y aereacion pero sin éxito en el incremento de la produccién
de la bacteriocina (Favret y Younsten 1988). También probaron el caldo de soya tripticasa
modificado adicionado con 4% de triptona, 1% de soya y mezcla de sales minerales,
observando un incremento del doble en la actividad, detectando los primeros niveles a las 6

horas de crecimiento y alcanzando su maximo a las 10 horas de produccidn.

La caracterizacion de las bacteriocinas sintetizadas por aislados naturales o cepas
productoras no es sencilla porque su 6ptima produccion depende de diferentes estimulos
incluyendo la presencia de bacterias blanco o suseptibles, composicion quimica de medios
de cultivo y condiciones fisicas (temperatura, estrés 0xico y anoxico, pH) (Biswas y col.,
1991; Yang y Ray 1994; Diep y col., 2000; Maldonado, 2004; Barboza-Corona y col.,
2007). Por lo anterior, los reportes sobre la produccion de bacteriocinas de B. thuringiensis
es escasa y existe limitada la informacidn sobre su espectro de actividad y propiedades
biofisicas (Favret y Yousten 1989; Paik y col., 1997; Cherif y col., 2001, 2003; Ahern y col.,
2003; Kamoun y col., 2005; Gray y col., 2006a, b; Barboza-Corona y col., 2007; de la
Fuente-Salcido y col., 2008; Chehimi y col., 2007; Cherif y col., 2008).

De acuerdo a la informacion anterior, las bacteriocinas sintetizadas en la fase
estacionaria pueden ser productos de su metabolismo secundario (Demain, 1998) iniciando
su produccion en la fase de crecimiento exponencial y continuando en la fase estacionaria,
lo que indica que podrian ser consideradas metabolitos secundarios. Lo anterior puede ser
el caso de las Bt-BLIS Thuricina 7, Thuricina 439, Morricina 269, kurstacina 287 y
Entomocina 110, mismas que difieren en la produccién caracteristica de las demas Bt-BLIS
que se producen durante la fase de crecimiento exponencial y su sintesis decae en el inicio
de la fase estacionaria: la Thuricina, Bacthuricina F4, Thuricina 17, Kenyacina 404,
Entomocina 420, Tolworthcina 524 y Thuricina S. La fase de produccion de las
bacteriocinas sintetizadas por diversas cepas de B. thuringiensis asi como el efecto

inhibitorio que ejercen sobre las cepas susceptibles se pueden observar en ta Tabla V.
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Tabla Vv

Produccion de bacteriocinas sintetizadas por diversas cepas de Bacillus thuringiensis

INICIO DE MAYOR
BACTERIOCINA | PRODUCCION PRODUCCION EFECTO REFERENCIA
DE DE INHIBITORIO
BACTERIOCINA | BACTERIOCINA
Entomocina 110 Mitad de fase Log Fase estacionaria | Bactericida Cherif y col., 2008

Bacteriolitico

Thuricina S Mitad de fase Log | Inicio fase Bactericida Chehimi y col., 2007
estacionaria
Morricina 269 Grupo A Final fase
Kurstacina 287 Inicio de fase estacionaria
estacionaria No Barboza-Corona y col.,

Kenyacina 404
Entomocina 420
Tolworthcina 524

Grupo B
Mitad de fase Log

Inicio fase
estacionaria

determinado

2007

. Bactericida Gray y col., 2006
Thuricina 17 Bacteriostatico
Bacthuricina F4 Final de faselLog Inicio fase Bactericida Kamoun y col., 2005
estacionaria
Entomocina 9 Mitad de fase Log Inicio fase Bactericida Cherif y col., 2003
estacionaria
Thuricina 439 Final de fase Log Fase estacionaria Bactericida Aherny col.,2003
Thuricina 7 Fase Log Final fase Log Bactericida
Bacteriolitico Cherif y col., 2001
Tochicina Mitad de fase Log Inicio fase Bactericida
estacionaria Paik y col., 1997
Thuricina Inicio de faseLog | Inicio fase Bactericida Favrety Younsten, 1989

estacionaria

Bacteriolitico

6.3.6.2 Modo de accion de Bt-BLIS

El modo de accion de una sustancia inhibitoria frente a una célula sensible puede ser
bacteriolitico, bacteriostatico o bactericida. EI primero implica la muerte celular seguida de
lisis con la concomitante disminucion de la densidad ptica. La accién bactericida produce
también la muerte celular que se manifiesta en la disminucion en el recuento de colonias

pero sin lisis y por consiguiente la densidad Optica se mantine constante. En el modo de
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accion bacteriostatico no se produce la muerte celular pero se detiene el crecimiento, por lo
cudl el recuento de colonias y la densidad optica se mantienen constantes. Tedricamente los
efectos son muy distintos, sin embargo en la practica una poblacion de bacterias sin
capacidad de reproduccion o con capacidad disminuida para la misma es una poblacion
destinada a desaparecer, de hecho los agentes antimicrobianos tan importantes como los

antibidticos basan su poder en una accion bacteriostatica.

El modo de accion en la mayoria de las Bt-BLIS se ha determinado como bactericida
(Tabla V) causando la muerte en las cepas indicadoras o sensibles sin llegar a la lisis, pero
también produciendo efecto bacteriolitico causando muerte y lisis celular. En el caso de la
Thuricina el modo de accion es bactericida y bacteriolitico. Cuando la thuricina se agrega a
al cultivo en crecimiento de la cepa sensible MF4 causa su muerte en la primera hora de la
fase de latencia y el efecto bactericida es paraleo a la lisis celular conforme indican los
registros de la disminucion de la absorbencia, ademas la microscopia de contraste de fases
de las células dafiadas confirman la lisis celular, células que han perdido integridad
(“ghost”) y células deformes. La miscroscopia de células tratadas después de 150 minutos
revela una superficie celular rasgada y sin capas, con la presencia de multiples septos. A los
210 minutos de tratamiento con Thuricina muchas células se han lisado y muchas otras
perdido su forma caracteristica, mostrando una apariencia redondeada o irregular (Favret y
Yousten, 1989).

Para determinar el efecto bactericida de la Tochicina, se probaron dos concentraciones
(100 y 200 UA/mI) de la bacteriocina parcialmente purificada adicionandola a las células
de la cepa sensible H522 crecida hasta la fase logaritimica y resuspendida en buffer de
fosfato 10 mM a pH 7.0, y se verifico la disminusion del recuento de las unidades
formadoras de colonia por mililitro (ufc/ml) (Paik y col., 1997).

El modo de accion de la Thuricina 7 se determiné afiadiéndose diferentes cantidades
(20 y 100 UA/mI) que se adicionaron a la cepa sensible B. thuringiensis serotipo 10 crecida
hasta la mitad de la fase logaritimica en caldo de soya tripticasa, se incub6 a 30°C y se
monitore0 a diferentes intervalos de tiempo la densidad optica a 600 nm y por cuenta viable

en agar. Se confirmo el modo de accién bactericida de la Thuricina 7 por la disminucion de
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células sobrevivientes (ufc/ml) de la cepa sensible, y se verfic6 ademas un efecto
bacteriolitico cuando la bacteriocina se agrega en cantidades mas altas (100 UA/ml) y se

observa la disminucion de la densidad optica (Cherif y col., 2001).

La Thuricina 439 parcialmente purificada en cantidades variables (640 UA/ml) se
afiadid a cuatro cultivos de la cepa sensible B. cereus 6Al crecida exponencialmente hasta
una densidad oOptica (ODgoonm) de 0.25, se monitoreo la absorbencia y la cantidad de células
viables. La evaluacion de la adicion de cantidades ascendentes de la Thuricina 439 sobre el
crecimiento y viabilidad de la cepa indicadora muestran un efecto bactericida,
confirmandose con la disminucion de hasta 100 veces en la cuenta viable y obviamente la

lisis celular (Ahern y col., 2003).

Para precisar el modo de accion de la Entomocina 9 se crecio la cepa sensible B.
thuringiensis ssp. darmstadiensis Bt 10 hasta la mitad de la fase logaritimica y se agrego
100 UA/mI de la bacteriocina y a diferentes intervalos de tiempo se determind la densidad
optica (ODgoonm) Y la cuenta viable (ufc/ml). Los resultados mostraron un decremento en el
namero de células viables a las tres horas y una disminucion de la OD a las 4 horas,
mostrando un modo de accidén bactericida confirmado por la disminucién de células
sobrevivientes o viables de la cepa indicadora, ademas la disminucion de la OD demuestra
un efecto bacteriolitico (Cherif y col., 2003). Comparando estos resultados con los efectos
de la Thuricina y tochicina son similares en modo de accion, pués solo la Thuricina 7 causa
lisis celular, y este comportamiento es muy semejante al observado en las bacteriocinas de
las BAL.

En el caso de la Bacthuricina F4 se realiz6 la determinacion del modo de accion
utilizando un cultivo de la cepa sensible B. cereus crecido hasta la fase logaritimica del cual
se obtuvieron 10° células para resuspenderlas en buffer de fosfatos 10 mM a pH 7.0. La
Bacthuricina F4 (400 UA) se agregd en el cultivo de B. cereus, se incub6 a 37°C y se
determind a diferentes tiempos la cuenta de células viables por placa vertida, realizando el
recuento de las ufc después de incubar a 30°C durante toda la noche. Los resultados
indicaron una répida disminucion en la viabilidad celular durante el primer minuto, la

pérdida de actividad ocurrio lentamente hasta los 180 minutos y una total inhibicién del B.
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cereus a los 200 minutos de incubacion causada por la Bacthuricina F4. Lo anterior
confirm6 un modo de accién bactericida para la Bacthuricina F4, activa contra especies de
Bacillus, contra otros Gram positivos y menos activa contra Gram negativos (Kamound y
col., 2005).

La Thuricina 17 mostré6 un modo de accién bactericida y bacteriostatico demostrado
por la misma metodologia utilizada para la thuricina 439 (Ahern y col., 2003). Se utilizaron
las cepas B. thuringiensis ssp thuringiensis Bt1627 y B. cereus ATCC 45679 se sembraron
en medio King’s hasta una ODggonm de 0.35-0.40 y se diluyeron con medio fresco hasta una
ODgoonm de 0.27-0.30 y se le afiadié volimenes de 0, 100, 300 y 600 ul de bacteriocina
parcialmente purificada. La cepa productora B. thuringiensis NBEB 17 se trat6 en las
mismas condiciones como control negativo. Se determind la densidad celular
espectrofotométricamente y el recuento de unidades formadoras de colonia viables. Al
inicio de la exposicién a la Thuricina 17 en ambas cepas B. thuringiensis ssp thuringiensis
Bt1627 y B. cereus ATCC 14579 la densidad Optica descendio continuamente y ocurrid la
lisis celular. Se observo un efecto estatico en B. cereus mientras que B. thuringiensis ssp
thuringiensis Bt1627 fue capaz de recuperarse al final del crecimiento. Lo anterior sugiere
que la cepa B. thuringiensis ssp thuringiensis Bt1627 posee un mecanismo que le permite
degradar la bacteriocina o modifico su expresion genética para proseguir su crecimiento
(Gray y col., 2006).

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima
bactericida (CMB) en la Thuricina S purificada para establecer su modo de accién sobre la
cepa sensible B. thuringiensis subsp. darmastadiensis 10T. La CMI se determind utilizando
el método estdndar de macrodilucion en caldo (Sahm y Washington, 1991) y para la CMB
se subcultivaron tubos con crecimiento no visible en caldo de soya tripticasa en placas de
agar de soya tripticasa y se incubaron a 30°C por 24 horas, definiendo la CMB como la
concentracion mas baja que no muestra crecimiento en agar de soya tripticasa. La CMB de
la Thuricina S sobre B. thuringiensis subsp darmastadiensis 10T fueron de 1.43 y 2.86
pmol/litro respectivamente, resultados que permitieron concluir que esta bacteriocina

muestra un elevado efecto bactericida (Chehimi y col., 2007).
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La Entomocina 110 presenté un modo de accidn bactericida y bacteriostatico. Esto
se demostré creciendo la cepa indicadora B. thuringiensis subsp kurstaki HD1 en caldo de
soya tripticasa a 30°C hasta la fase de crecimiento exponencial (6 horas) y se adicion6 200
UA de la bacteriocina parcialmente purificada, monitoreando a diferentes tiempos la
ODsoonm Y la cuenta de células viables en agar de soya tripticasa. Después de una hora de
incubacion se registrd una disminucion del nimero de celulas viables (ufc/ml) y en la
densidad dptica, sugiriendo que la Entomocina 110 tiene un modo de accion bactericida y
bacteriolitico. Esto indica que la bacteriocina induce la autolisis de las cepas sensibles
produciendo una degradacion masiva de la pared celualr y lisis celular. Esta accién se ha
reportado previamente para bacteriocinas de la clase 1 como la Nisina y Pep5 (Bierbaum y
Sahl, 1985; Bierbaum y Sahl, 1987). Un rasgo interesante en Thuricina 110 es la actividad
mostrada contra Paenibacillus larvae, agente causal de la méas seria y fatal enfermedad
bacteriana de larvas de abeja productoras de miel a nivel mundial (Neuendorf y col., 2004),
lo que puede respresentar una nueva herramienta de terapia antimicrobiana para la urgente
solucién del problema de resitencia que ha adquirido P. larvae contra casi todos los
antibidticos conocidos. La actividad antimicrobiana determinada en la Entomocina 110 le
confiere a B. thuringiensis serovar thuringiensis HD2 una interesante y potencial aplicacién
para mejorar el biocontrol de bacterias y/o insectos acoplandose a otros factores

antagonisticos como compuestos antifungicos o delta endotoxinas (Cherif y col., 2008).

6.3.6.3 Determinacion de la actividad de Bt-BLIS

La deteccion de bacteriocinas y la actividad antibacteriana en B. thuringiensis
involucra el uso de una gran variedad de métodos utilizados rutinariamente para determinar
la actividad de bacteriocinas de las BAL y otras sustancias inhibidoras (Kekessy y Piguet
1970; Tagg y McGiven 1971; Toba y col., 1991; Kawai y col., 1997). Como podemos
observar en la Tabla VI, para el ensayo de la actividad antibacteriana y la determinacion de
la actividad de las Bt-BLIS predomina la aplicacion practica de los métodos del agar de
Kekessy y Piguet (1970) o método de la sobrecapa y el método de difusion en pozos. El
método de la sobrecapa es conocido con este nombre porque las cepas a ensayar se

inoculan en placas de agar y se dejan creciendo toda la noche con una sobre capa de agar
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inoculado con la cepa indicadora. Este método se utilizé en los ensayos de la actividad
antibacteriana de la Thuricina S, la Morricina 269, la Kurstacina 287, la Kenyacina 404, la
Entomocina 420, la Tolworthcina 524 y Thuricina, verificando la produccion de las
bacteriocinas por la formacion de halos de inhibicidn circundantes a las colonias de la cepa
ensayada. También se utilizé el método de difusion en pozos (Jack y col., 1995) que se
considera una modificacién al método de la sobrecapa y se realiza depositando alicuotas del
sobrenadante de los cultivos a ensayar en pozos del agar inoculado con la cepa indicadora.
El desarrollo de halos de inhibicion después de incubar indica la produccion de actividad
inhibitoria de las cepas probadas o sus sobrenadantes. Con este método también se detectd

la actividad antibacteriana de la Entomocina 110.

Otro método aplicado con el mismo proposito fue el de difusion con discos en agar
en el cudl una suspension de la bacteria en estudio se inocula en la superficie de una placa
de agar Mueller-Hinton y posteriormente se colocan sobre la superficie del agar discos de
papel de filtro impregnados con cantidades estandarizadas de la bacteriocina. Después de la
incubacion se mide el diametro de la zona de inhibicion alrededor de los discos. Este
método se utiliz6 en el ensayo de la actividad antibacteriana de la Thuricina 17 (Kimura y
col., 1998) aplicando 15 pl de la bacteriocina parcialmente purificada en discos estériles de
6 mm y dejandolos secar antes de depositarlos en placas de agar para posteriormente
incubarlas a 27°C por 48 horas, tiempo suficiente para medir los halos de inhibicion
producidos (Gray y col., 2006).

Para la determinacion de la actividad antibacteriana de la mayoria de las Bt-BLIs se
utiliza también el método de difusion en pozos como es en el caso de la Entomocina 110, la
Morricina 269, la Kurstacina 287, la Kenyacina 404, la Entomocina 420, la Tolworthcina
524, Bacthuricina F4, Entomocina 9, y se han efectuado modificaciones en la técnica de
difusién en pozos (Paik y Glatz, 1995) para determinar la actividad de la Tochicina.
También se ha utilizado el método de la sobre capa para la Thuricina y el método de sobre
capa modificado (Mayr-Harting y col., 1972) en la cuél se inoculan y dejan crecer las
bacterias indicadoras en placas de agar y se agreaga una sobrecapa con el sobrenadante

libre de células que contiene la bacteriocina, en este caso la Thuricina 17. Particularmente
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para la Thuricina 439 se ha empleado el método de antagonismo diferido (Ahern y col.,
2003) calculando la actividad especifica como el reciproco de la méas alta dilucion de la
muestra que contiene la bacteriocina y que proporciona inhibicion claramente visible con

las cepas indicadoras (L. innocua 4202 o B. cereus 6 Al).

Sin embargo pese a la diversidad de los métodos reportados, en su mayoria son
dependientes del tiempo de incubacion requerido para el desarrollo de los cultivos
productores de bacteriocinas y/o los cultivos indicadores, y no se contaba con un método

para una cuantificacién inmediata y a la vez eficaz para la determinacién de la actividad.

Tabla VI

Actividad de bacteriocinas producidas por cepas de Bacillus thuringiensis
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BACTERIOCINA

CEPA PRODUCTORA

CEPA INDICADORA

ENSAYO DE ACTIVIDAD

DETERMINACION DE

REFERENCIA

ANTIBACTERIANA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Entomocina 110 B. thuringiensis serovar B. thuringiensis subsp Método difusion en pozos Método difusion en pozos Cherif y col., 2008
thuringiensis HD 2 kurstaki HD 1 Jack y col., 199 Jack y col., 1995
Thuricina S B. thuringiensis subsp B. thuringiensis subsp | Método de la sobrecapa Método Difusion en pozos Chehimi y col., 2007
entomocidus HD 198 darmastadiensis 10T Cherif y col. 2001 Jackycol., 1995
Morricina 269 GrupoA
B. thuringiensis subsp.
Kurstacina 287 morrisoni LBIT 269
B. thuringiensis subsp.
kurstaki LBIT 287
_ GrupoB Método de a sobreczpa Método difusién enpozos Barboza-Corona y cal.,
Kenyacina 404 B. thuringiensis subsp. B. cereus 183 Calderdn y col, 2001 Rogery Montville, 1991 2007
Entomocina 420 henyae LBIT404
Tolworthcina 524 B. thuringiensis subsp.
Entomocidus LBIT 420
B. thuringiensis subsp
tolworthi LBIT 524
N o Método de difusion con discosen agar | Método de la sobrecapa modificado Gray y col., 2006
Thuricina 17 B. thuringiensis NBEB 17* | B.cereus ATCC 14579 Kimuray col, 1968 Mayr-Hartingy col, 1972
Bacthuricina F4 B. thuringiensis subsp Método difusion en pozos Kamoun y col, 2005
. B. cereus
kurstaki BUPM4 Jackycol., 1995
Entomocina 9 B. thuringiensis ssp B. thuringiensis subsp | Método de la sobrecapa Método difusion en pozos Cherif y col., 2003

entomocidus HD9 darmastadiensis Bt10 Cherif y col., 2001 Jacky col., 1995
Thuricina 439 I Listeria innocua 4202 Método de antagonismo diferido Ahemy col., 2003
B. thuringensis B 439 B. cereus 6A1 Ahemny col., 2003
Thuricina 7 o B. thuringiensis subs Método de la sobrecapa Método difusion en pozos
B. thuringiensis BMG 1.7 darmstadgiensisserotiSolO Paiky col., 1997 Jack ycol., 9% Cherify col, 2001
» B. thuringiensis subsp B. thuringiensis subsp Método de la sobrecapa Método difusién en pozos modificado
Tochicina tochiginsis HDB6 fompsoni HD 522 Paiky col,, 1997 Paik y Glatz, 1995 Paiky col,, 1997
Thuricina B. thuringiensis serovar B. thuringiensis serovar | Método de la sobrecapa Método de la sobrecapa Favrety Younsten, 1989

thuringiensis HD2

canadiensis MF4

Kekessy y Piquet, 1970

Mayr-Hartingy col,, 1972

6.3.6.4 Purificacion de de Bt-BLIS

Las bacteriocinas pueden tener aplicaciones diversas una vez que han sido purificadas

o0 parcialmente purificadas, y como sabemos existe una gran diversidad de bacteriocinas de

naturaleza heterogénea y no existe un patrén especifico para su purificacion. Con respecto a

las Bt-BLIS suscede lo mismo y para purificarlas no existe reporte de algun protocolo

general (ver Tabla VII). No obstante se consideran algunas etapas generals como

plataforma para su purificacion parcial o total.
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Tabla VIl

Etapas para la purificacion de bacteriocinas de B. thuringiensis

ETAPAS
I Il n Y v VI REFERENCIA
BACTERIOCINA
Entomocina 110 Precipitacion Centrifugacion Resuspension Didlisis Extraccion .
(NHe)2S01 80% Tris-HCIpH 7.5 TrisHCIpH7.5 Butanol Cherf y col. 2008
Thuricina S Filtracion ” HPLC* "
Cartucho Elucion _ Elucién -
Membrana 0.2 pum Columna simetria . Chehimi y col., 2007
Sep-Pak Cis Etanol/H-0 analitica C18 Gradiente ACN/ATF
Morricina 269
Kurstacina 287 o Fiisuzpefﬂsz?n Dialisis
Kenvacina 404 Precipitacidn PP Buffer de fosfatos Buffer de fosfatos .
Entozwocina 0 (NH22SO: 80% Centrifugacion 100mM pH7.0 100mM pH70 Barhoza-Coronay col., 2007
Tolworthcina 524
L . : . i HPLC* -
- Resuspension
Thuricina 17 Partltt:)lon en fases Evaporacion p Centrifugacion Columna Vydc Cisde Elucién Grayy col, 2006
utanol rotavapor AcN/H20 (viv) fase reversa AcN 18%
HPLC* ”
Precipitacidn Didlisis Filracién Columna Elucidn
Bacthuricina F4 fraccionada Centrifugacion |  Buffer de fosfatos Membrana0.45 Bondanack ATF-H20/AcN | Kamoun y col., 2005
(NH:)2S0x 10mM pHT7.0 <OMm | j-Bondapack C1s Dialisis
Cromatografiade
s N i intercambio iénico
Entomocina 9 Precipitacion T Dm}ms Filracibn en gel Eluaon DEAE Sefarosa .
Centrifugacion |  Buffer salino-fosfato Columnasefacryl | Acetato de sodio 25mM I Cherif y col., 2003
(NH:)250: 80% pHE 8 5200 pH5.0 Elucién
' ' Tris-HCIl 50mM pH
70
Thuricina 439 Precipitacion Centrifugacion | Columna Sp-Sefarosa Elucitn Cromag;;%’;liquida Elucion
(NH2)2504 80% Columna Octil-sefarosa EtanoliHO/ATF de alta resolucion Gradiente ACN/H:0 Ahemy col., 2003
fase reversa
Thuricina7 Precipitacion Centrifugacion Resuspension Dialisis
(NH2)2S0: 80% Tris-HCLpH 7.5 Tris-HCLpH7.5 Cherif y col., 2001
Tochicina ,\TECTS“SC?;]/ Centrifugacion Bli?‘selrjzzeflssﬂos Buffe[::?ehz)ssfatos Paik v col. 1997
(NH:)250: 75% 10mMpH 7.0 10mMpH 7.0 aiky col.
i Didlisis - - -
- Extraccion Ultrafiltracion Diélisis Elucion Favrety Yousten, 1989
0 '
Thuricina cloroformo polietli?e fglicol (Amicon PM30) Tris-HCIpH7.2 Columna Ultrogel AcA TrisHC pH7.2

El primer paso que se requiere para lograr la purificacion de las bacteriocinas es su
separacion y posterior concentracion del sobrenadante obtenido por la centrifugacion del
medio de cultivo en que se crecid la cepa productora y asumiendo un proceso optimizado
para la produccién de bacteriocinas (Svetosla y col., 2004). Algunas bacteriocinas se
encuentran en agregados moleculares, induciendo errores en la determinacion exacta de su
masa molecular y es necesario disgregarlas utilizando alguna etapa de ultra filtracion,

precipitacion con sales de sulfito de amonio o eliminando material lipidico por la
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extraccion con solventes organicos como butanol, metanol-cloroformo o etanol-éter

dietilico (Svetoslav y col., 2004).

Una de las etapas basicas mas comunes es la precipitacion con sulfato de amonio a
diferentes porcentajes de saturacion que permite la concentracion de la mayoria de las Bt-
BLIST y se ha utilizado al 75% de saturacion para precipitar la tochicina, y al 80 % de
saturacion en la Thuricina 7, Thuricina 439, Entomocina 9, Bacturicina F4, Morricina 269,
Kurstacina 287, Kenyacina 404, Entomocina 420, Tolworthcina 524 y Entomocina 110.
Para las deméas Bt-BLIS se utilizo la extraccion con solventes cominmente utilizada en las
bacteriocinas de BAL, pero solo se aplico la extraccion con cloroformo para la Thuricina y
la particion en fases con butanol para la Thuricina 17. La Thuricina S se sometié a
filtracion con membranas de 0.22 um solamente como una etapa previa a la separacion en
un cartucho de silica Sep-Pak para extraccion en fase solida con fuerte hidrofobicidad que
permitio a la bacteriocina ser adsorbida del medio de cultivo para su posterior purificacion.
Una vez que la bacteriocina ha sido concentrada se lleva a un nivel de purificacion mayor,
que es diferente para cada Bt-BLIS, por ejemplo en la thuricina se dializa el concentrado, se
somete a ultrafiltracion y una segunda dialisis hasta terminar con una cromatografia de

filtracion en gel (Chehimi y col., 2007).

Con respecto a los concentrados de la Thochicina, Thuricina 7, Morricina 269,
Kurstacina 287, Kenyacina 404, Entomocina 420, Tolworthcina 524, después de
precipitarlas solamente se centrifugan y se recuperan en buffer Tris-HCIl o buffer de
fosfatos antes de dializarse como etapa final para obtener las bacteriocinas parcialmente
purificadas. La anterior secuencia de etapas y ademas una etapa adicional de extraccion con
butanol, funciona para la parcial purificacion de la Entomocina 110. Se ha utilizado
también la secuencia etapas que incluyen la dialisis, filtracién en gel con sefacryl y
finalmente la cromatografia de intercambio i6nico con sefarosa DEAE (dietilaminoetil)

para lograr purificar la Entomocina 9.

Las Thuricina 439, Bacthuricina F4, Thuricina 17 y Thuricina S se sometieron a un
proceso de purificacion mas sofisticado que consiste en una cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente para
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separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones
quimicas entre las bacteriocinas analizadas y la columna cromatogréfica. En dos de estas
bacteriocinas, en la Thuricina 439 y Thuricina 17 se utiliz6 HPLC fase reversa, técnica
perfeccionada al introducir una variacién en la composicion de la fase mévil durante el
analisis, conocida como elucion en gradiente, siendo comun iniciar con un gradiente de fase
reversa de un 5% de acetonitrilo y progresar linealmente hasta un 50% en 25 minutos para

realizar la separacion.

La eficiencia del proceso de purificacion se mide en cada etapa corroborandose la
actividad inhibitoria de la Bt-BLIS obtenida de cada cepa bacteriocinigénica sobre la cepa

indicadora y se establece el proceso 6ptimo de purificacion.

7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Material Bioldgico
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Las cepas productoras de bacteriocinas fueron Bacillus thuringiensis subsp.
morrisoni (LBIT 269), B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287), B. thuringiensis subsp.
kenyae (LBIT 404), B. thuringiensis subsp. entomocidus (LBIT 420) y B. thuringiensis
subsp. tolworthi (LBIT 524), las cuales pertenecen a una coleccion de cepas mexicanas de
B. thuringiensis del CINVESTAYV, Irapuato, México y que fueron donadas por el Dr. Jorge
E. lbarra. Estas cepas producen la Morricina 269, Kurstacina 287, Kenyacina 404,
Entomocina 420 y Tolworthcina 524 respectivamente. Como bacteria indicadora se utilizo
B. cereus 183, la cual fue obtenida de una coleccion de cepas del Centro Internacional de
Bacillus entomopatogenos del Instituto Pasteur localizado en Paris, Francia. Las bacterias
patogenas de importancia en alimentos o en las salud publica que se emplearon para evaluar
la actividad de las bacteriocinas fueron Pseudomona aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus xylosus ATCC 700404, Staphylococcus aureus ssp aureus ATCC 25923,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Proteus vulgaris ATCC 13315, Listeria innocua, B.
cereus 183, Salmonella sp, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumaniae, Escherihcia coli. La actividad de las bacteriocinas también fue evaluada
contra cepas de S. aureus (50) aisladas de leche extraida de vacas Holstein con mastitis
bovina de un rebafio en Morelia, Michoacan y contra los hongos Rhizophus sp,
Trichoderma sp SD3, Trichoderma sp SH1, Mucor rouxii y Fusarium oxisporum obtenidos
de la coleccion de cepas del laboratorio de Biotecnologia de la Division de Ciencias de la
Vida de la Universidad de Guanajuato. Todas las transformantes fueron obtenidas
empleando Escherichia DH5aF" ([supE44, AlacU169 (F¢80lacZ A M15) hsdR17 recAl
end Al gyrA96 thi-1 relAl]. El vector pBluescript KS(+)(Stratagene) fue empleado como
vector de clonacién y contiene un origen de replicacion para E. coli, codifica un gen de

resistencia a ampicilina y por complementaridad codifique a la beta galactosidasa.
7.2 Produccién de las bacteriocinas

Las cepas de B. thuringiensis se cultivaron en caldo de soya tripticasa (CST) a 28°C
a 180 rpm por 24 horas y el crecimiento celular fue evaluado espectrofotométricamente con
un espectro Smartspect (BioRad, Hercules California) hasta obtener una densidad éptica

(OD) de 2.0 a 600 nm. Los cultivos fueron centrifugados a 4, 000 rpm a 4°C por 15

IXxx



minutos, el sobrenadante se ajustd a pH 6.8 y se filtro a vacio con una membrana de 0.20
pum. El filtrado se precipit6 toda la noche a 4°C con sulfato de amonio (NH,4).SO, al 80%
de saturacion, se centrifugd en las condiciones antes mencionadas y se resuspendid en
buffer de fosfatos 100 mM pH 6.8. Finalmente las muestras fueron dializadas frente al
mismo buffer toda la noche a 4°C utilizando el kit para mini dialisis con una membrana de
1 kDa (Amersham Biosciences). Las bacteriocinas concentrads fueron almacenadas a -20°C

hasta su posterior aplicacion.

7.2.1 Determinacion del peso molecular y de la actividad directa de las bacteriocinas en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Volumenes iguales de bacteriocinas concentradas fueron tratadas con buffer de carga
sin B-mercaptoetanol y se calentaron a 55° C durante 5 minutos. Cada muestra se colocé
(20 pl) en los carriles de los 2 geles geles de poliacrilamida al 12% bajo condiciones
desnaturalizantes (Laemmli, 1970) utilizandose un marcador de peso molecular pretefiido
(BenchMark, Invitrogen) y la separacion se realiz6 inicialmente a 50 V y después a 100 V
durante ~30 minutos y 2 horas respectivamente. Un gel se tifi6 con azul de Coomassie (2.5
g Azul Brillante Coomassie R-250, 450 mL metanol, 100 mL &cido acético glacial, aforado
a 1 L con agua destilada estéril) por 12 horas en agitacion continua. Posteriormente se le
agrego la solucion | [metanol 50% (v/v), &cido acético 10% (v/v)] para destefiirlo por una
hora y posteriormente la solucién Il [metanol 5% (v/v), &cido acético 7% (v/v)] hasta hacer

visibles las bandas de las proteinas.

El otro gel se fij6 por 30 minutos con isopropanol (25% v/v)-acido acético (10%
v/v) a temperatura ambiente. Posteriormente se lavd con agua destilada estéril (ADES) en 6
ocasiones, por tiempos de 10 min cada uno. El gel se incubé 10 minutos con buffer de
fosfatos pH 6.5-7.0, se transfirio a una caja petri estéril y se incub6 a 37° C por 10 minutos.
El gel fue cubierto con una capa delgada de agar para pozos (CST con agar 0.7%
peso/volumen) conteniendo la bacteria indicadora (~ 1 x 10° células/ml) y se colocé en el
extremo inferior derecho del gel 1 ul de bacteriocina concentrada. El gel se dejé solidificar

y se incubd a 28 °C durante 24 horas. Para determinar el peso molecular de las proteinas
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con actividad antibacteriana se compararon las zonas de inhibicidn con las del gel tefiido

con azul de Coomasie.

7.3 Estandarizacion de un nuevo método para la determinacion rapida de la actividad de las
Bt-BLIS

La bacteria indicadora (B. cereus 183) fué crecida en CST a 28°C toda la noche. A
un volumen del cultivo se le afadieron 4 volumenes de CST fresco y se dejé incubar a
28°C a 200 rpm por 2 horas. El cultivo se centrifugd a 4000 rpm a 4°C por 15 minutos y el
paquete celular se resuspendio en buffer de fosfatos 50 mM con 5% (v/v) de glicerol, pH
6.8 (BFG) para ajustar la concentracion celular a 2x10° o 4x10° cel/ml. A 200ul de estas
células se les afadieron 20ul de tolueno:acetona (1:4), se agitaron en vortex.
Inmediatamente después 20ul de esta muestra se mezclaron con (BFG) 50 mM y con
diferentes volimenes de sulfato de berberina 4 mM (Sigma) disuelta en etanol hasta un
volumen final de 1000 pl. Las mezclas se incubaron 1 minuto a temperatura ambiente y se

midio la fluorescencia en un fluorémetro Turner modelo 450 (filtros 340-415 nm).

Posteriormente ~ 4x10® cel/ml de B. cereus 183 se mezclaron con 0 a 50 pl de cada
bacteriocina y se ajustaron los volimenes hasta 100 pl con BPG, se incubaron 5 minutos a
temperatura ambiente, se les agregd 6 pl de berberina 4 mM vy se ajustd a un volumen 1000
pl con BFG para una concentracion final de berberina de 24 uM. Finalmente se determiné
la actividad de las bacteriocinasal graficar los pl de bacteriocina contra la fluorescencia

emitida por la berberina.

7.3.1 Correlacion entre el nuevo método fluorogénico y el método de difusion en pozos

Para determinar si existe una correlacion entre el método de fluorescencia y el
tradicional metodo de difusion en pozos, se realizO el experimento anteriormente

mencionado y ademas la difusion en pozos con iguales cantidades de las Bt-BLIS.

En la determinacién de la actividad de las Bt-BLIS por difusién en pozos se inocul6
B. cereus 183 en CST y se incub0 a 28°C y 200 rpm toda la noche. En campana de flujo
laminar se mezclaron 25 ml de agar para pozos fundido y temperado con 175 pl de cultivo

de B. cereus 183 (~1x10° células/ml), se agitd suavemente, se plaquearon en cajas petri y se
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dejaron solidificar. Se hicieron pozos de 8 mm de didmetro en el agar y se dejaron secar a
37°C por 2 horas. En cada pozo se depositaron diferentes volimenes de las bacteriocinas
(10, 20, 30, 40, 50 ul) correspondientes a las cantidades utilizadas en el ensayo de
fluorescencia y un control. Las cajas se dejaron incubar a 4°C por 12 horas para la difusion
de las bacteriocinas y se incubaron adicionalmente a 28°C por un dia para la medicién de
los halos de inhicién producidos. Todas las pruebas se realizaron por duplicado. Una
unidad de actividad se definié como 1 mm? de la zona de inhibicién del crecimiento de la
cepa indicadora (B. cereus 183). Finalmente se graficd la actividad en unidades arbitrarias

en mm? del area de inhibicidn contra la actividad en unidades relativas de fluorescencia.

Adicionalmente con el propoésito de determinar si el método fluorogénico es
applicable para determinar la actividad de otras bacteriocinas y no solamente las producidas
por B. thuringieneis se realizaron pruebas empleando la Nisina (Sigma), bacteriocina
producida por Streptococcus lactis y que es la Unica bacteriocina con el reconocimiento
GRAS. También se determind la actividad de la pediocina producida por Pediococcus
acidilactici contra L. innocua. Ambos ensayos permitieron verificar la eficacia de la nueva

metodologia por su correlacion con el método de difusion en pozos.
7.4 Efecto de la presencia de la bacteria susceptible en la produccion de las Bt-BLIS

7.4.1 Determinacion del numero de células de B. cereus 183 necesarias para incrementar la
sintesis de bacteriocinas de B. thuringiensis

Se co-cultivaron cantidades fijas (~1x10° cel/ml) de cada cepa de B. thuringiensis
con cantidades ascendentes (10° a 10" cel/ml) de la cepa B. cereus 183 en CST, y los
cultivos se incubaron a 28°C y 180 rpm por un periodo de 8 horas. Se tomaron alicuotas
cada dos horas, se centrifugacion a 4000 rpm y 4°C por 15 minutos, el sobrenadante se
ajusto a pH 6.8, se filtr6 con una membrana de 0.45 ul (Fisherbrand) y se determiné la

actividad por el método de fluorescencia.

7.4.2 Caracterizacion parcial del inductor de la sintesis de bacteriocinas de B. thuringiensis
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Para determinar si el inductor es un compuesto que se secreta 0 se queda
intracelularmente en la cepa indicadora, B. cereus 183 fue cultivado en CST toda la noche a
28°C y 180 rpm, se separaron las células del sobrenadante por centrifugacion vy filtracion en
membrana de 0.45 pl (Fisherbrand). Se realizaron cuatro ensayos en CST de la siguiente
manera: en el primer ensayo se inoculdé 1% de B. thuringiensis, en el segundo 1% de B.
thuringiensis y 5% de B. cereus, en el tercero 1% de B. thuringiensis mas 50 ul de
sobrenadante libre de células de B. cereus, y en el cuarto 1% de B. thuringiensis méas 50 pl
de células de B. cereus sometidas al calor (121°C/15 minutos). En todos los ensayos se
tomaron muestras cada dos horas por duplicado durante 8 horas, para determinar la

actividad con el método de fluorescencia.

Para estimar la susceptibilidad a enzimas proteoliticas del posible inductor, B. cereus
183 fue inoculado en CST toda la noche a 28°C y 180 rpm, se centrifug6 y el paquete
celular se resuspendio en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0. Después 50 pl del sobrenadante
libre de células se mezcl6 con la misma cantidad de buffer de fosfatos 100 mM, pH 7.0y 1
U/ml de proteinasa K (Invitrogen). Se repitié el mismo procedimiento con 50 pl de células
de B. cereus calentadas a 55°C por 10 minutos, agregandose la misma cantidad de
proteinasa K. Se realizaron controles con la misma cantidad de sobrenadante libre de
células y céluas sin agregar proteinasa K. Las mezclas se incubaron a 37°C por una hora y
se calentaron a 100°C por 10 minutos para detener la reaccion. Todas las cepas de B.
thuiringiensis se sembraron en 50 ml de CST adicionado con los 4 tratamientos descritos
anteriormente, se incubaron por 8 horas para finalmente determinar la actividad de las

bacteriocinas por el método de fluorescencia.

7.5 Determinacion de la actividad de las Bt-BLIS contra bacterias y hongos de importancia
en alimentos, salud publica y ganaderia.

7.5.1 Determinacion de la actividad de las bacteriocinas contra bacterias patogenas

Se utiliz6 el método modificado de difusion en pozos para establecer la actividad
antibacteriana de las bacteriocinas parcialmente purificadas contra las bacterias patdgenas
mencionadas en 7.1. Las cepas se incubaron toda la noche a 37°C a 180 rpm en medios de

cultivo liquido como CST (B. cereus 183, Listeria innocua), caldo Luria (LB) (E. coli),
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caldo nutritivo (CN) (Staphylococcus aureus ssp aureus ATCC 25923, Staphylococcus
xylosus ATCC 700404, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae) o caldo
infusion cerebro corazén (BHI) (Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter
cloacae ATCC 13047, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris ATCC 13315, Salmonella
sp, Shigella flexneri). 25 ml de agar para pozos fundido y temperado se mezclaron con 175

ul de cada cultivo (~1x10° cel/ml) y se dejaron solidificar.

Se realizaron 6 pozos de 8 mm de didmetro por caja petri con agar y se dejaron secar a
37°C por 2 horas. Sobre cada pozo se depositaron 100 ul de cada bacteriocinas (morricina
269, kurstacina 287, kenyacina 404, entomocina 420 y tolworthcina 524) y un control. Las
cajas se colocaron a 4°C por 12 horas para la difusion de las bacteriocinas y posteriormente
se incubaron a 28°C por un dia para la medicion de los halos de inhibicion. Todas las
pruebas se realizaron por duplicado. Una unidad de actividad se definié como un mm? de la

zona de inhibicién del crecimiento de cada cepa ensayada.

7.5.2 Determinacion de actividad de las bacteriocinas contra hongos.

Los hongos Mucor rouxii, Rizophus nigricans, Trichoderma harzianum SH1, T.
harzianum SH y Fusarium oxysporum fueron inoculados en agar Papa-Dextrosa (PDA) a
28°C por un periodo de 5 a 7 dias. De cada micelio se tom6 una porcion de 8 mm de
didmetro con ayuda de un monohoradador estéril y se depositaron en el centro de cajas petri
con PDA solidificado y al cual previamente se le realizaron 5 pozos de 8 mm de didmetro y
se secaron a 37°C por 2 hr. Posteriormente en cada pozo se depositaron 100 ul de las
bacteriocinas producidas tal y como se mencion6 previamente. Las cajas fueron incubadas
toda la noche a 4°C para permitir la difusion de las muestras en el agar. Posteriormente las
placas fueron incubadas a 28°C por 5-7 dias comparando periédicamente el aspecto
macroscopico de las colonias, las caracteristicas morfoldgicas de cada hongo y el efecto
inhibitorio de las bacteriocinas. Como controles negativos fueron empleados los hongos
crecidos en PDA pero sin confrontarlos contra bacteriocinas. Cada ensayo fue realizado por

duplicado.

7.5.3 Determinacion de la actividad de las bacteriocinas contra cepas de Staphylococcus

aureus causantes de mastitis
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La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas se evalud contra cepas de S. aureus
obtenidas de la leche de 26 vacas Holstein infectadas con mastitis bovina mediante el
método modificado de difusién en pozos. 50 cepas fueron cultivadas en LB a 37°C toda la
noche y de cada cultivo se tomaron 105 pl (~ 1 x 10° cel/ml) los cuales se mezclaron con

15 ml de CST con 0.7% de agar (peso/volumen) y se plaquearon en cajas petri.

Se realizaron pocillos de 8 mm de diametro en el agar solidificado y se dejé secar a
37°C por 2 horas. En cada pozo se afiadieron 100 ul de cada bacteriocina producida como
se menciond en el punto 7.2. Las cajas se incubaron a 4°C toda la noche y posteriormente a
37°C por 24 horas antes de medir los halos de las zonas de inhibicion. La minima zona
detectable medida para propésitos analiticos fué de 1 mm? de distancia del didmetro de
cada pozo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados obtenidos se
promediaron. Se defini6 una unidad (U) de actividad de las Bt-BLIS corresponde a 1 mm?
de la zona inhibicion del crecimiento de cada cepa (Delgado y col., 2005; Barboza-Corona
y col., 2007).

Por otro lado, el grupo de Dr. Joel Lépez Meza del Centro Multidisciplinario de
Estudios en Biotecnologia-FMVZ de la Universidad Michoacana de San Nicolas Hidalgo
realiz6 el siguiente experimento. Se tomaron 200 pl de leche, se inocularon en placas de

agar sangre (AS) y se incubaron a 37°C por 24 horas.

En los S. aureus aislados se determind la susceptibilidad a antibi6ticos con el método
de difusion en discos en places de agar Muller-Hinton (AMH) utilizando los siguientes
multidiscos para Gram-positivos (BioRad): ampicilina, 10 pg (<28); cefalotina, 21 30 pg
(<14); cefotaxina, 30 pg (<14); ceftazidina, 30 pg (<14); cefuroxina, 30 pg (<14);
dicloxacilina, 1 pg (<10); eritromicina, 15 pg (<13); gentamicina, 10 pg (<12); 23
pefloxacina, 5 pg (<14); penicilina, 10 U (<28); tetraciclina, 30 pg (<14) y trimetoprim, 25
ug (<10). In los parentesis se indican los diametros (mm) de las zonas de inhibicion

utilizadas para considerar si un aislado es susceptible o resistente (BioRad).

7.6 Investigacion preliminar para el aislamiento de genes que codifican las bacteriocinas
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7.6.1 Extraccion de plasmidos de B. thuringiensis

Las cepas de B. thuringiensis fueron cultivadas por separado en 150 ml de medio
Spizizen en un matraz de 500 ml a 28 °C a 180 rpm ~16-18 horas. Las muestras fueron
centrifugadas a 6 000 rpm a 4°C por 15 minutos y se elimino el sobrenadante. El paquete
celular fue resuspendido 20 ml de buffer de TE (30 mM Tris base, 5 mM EDTA, 50 mM
NaCl, pH 8.0), se centrifugd y se elimind el sobrenadante. Las pastilla fue resuspendida en
en 4.8 ml de Solucion | fresca (Sacarosa 1M, EDTA 0.5 M, Tris-HCI 1M) y se le agreg6 10
mg de lisozima por ml de solucion antes de utilizarla. Las muestras fueron incubadas a 37
°C por 1 hora y después 20 minutos en hielo 0 a 4 °C en el refrigerador. Posteriormente se
adicionaron 9.6 ml de solucién Il (NaOH 10N, 2 ml de SDS 10%) preparada antes de
utilizarla y se mezclé suavemente. La presencia de viscosidad en la solucién indicd una
buena lisis celular. Se adicionaron 8 ml de solucién Il (acetato de sodio 3 M pH 4.8), se
mezcl6 suavemente y se incubd por 30 minutos a -20°C. La presencia de un precipitado de
color blanco indico la presencia de restos celulares, DNA cromosomico y proteinas. Las
muestras fueron centrifugadas y los sobrenadantes fueron vaciados en tubos estériles. A
cada sobrenadante se le adiciond un volumen de alcohol isopropilico o dos volumenes y se
incubaron 1 h a -20°C o bien durante toda la noche. Las muestras fueron centrifugadas a
10,000 rpm y 4°C por 15 minutos, se elimin6 el sobrenadante, la pastilla fue lavada con
etanol absoluto al 70% (v/v) y se dejo secar a temperatura ambiente o a 28 °C por 30
minutos. La pastilla con el DNA plasmidico seca se disolvié con un volumen apropiado de
Tris-HCI 10 mM. Las muestras se mezclaron con el buffer de carga [Azul de bromofenol
0,25% (p/v), xilen cianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)] y fueron analizadas por
electroforesis en geles de agarosa 0.8% (p/v)-bromuro de etidio (10mg/100ml) en TAE 1X
(Tris-Acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M) empleando una camara BioRad MINI-SUB®CELL
GT. Se observo el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y se registraron los
resultados en el sistema de foto documentacion gel doc (Bio-Rad). Para la determinacion
del tamafio de los plasmidos de las dos cepas se emple6 una escalera de DNA

superenrrollado de 2 a 16 Kb (Invitrogen).

7.6.2 Digestion y analisis tipo Southern Blot
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7.6.2.1 Disefo y marcaje de la sonda

Se disefiaron 2 oligonucledtidos degenerados (Bact-1: 5-
AYTGGACNTGYTGGWSNTG-3" y Bact-2: 5-GATTGGACWTGYTGGWSWTG-3') a
partir de las regiones conservadas de la parte N-terminal de las bacteriocinas Bacthuricina
F4 y Thuricina 17 (Gray y col., 2006).

La sonda degenerada Bact-2 fue marcada con digoxigenina mediante un método no
radiactivo (Roche) (Figura 3) y empleada para la deteccion de un fragmento que contenga

un probable gen que codifique alguna bacteriocina.
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Figura 3. Marcaje de la sonda degenerada Bact-2
disefiada a partir de dos extremos N-terminales
reportados para B. thuringiensis

ETE:

7.6.2.2 Hibridacion tipo Southern

Muestras de DNA sin digerir o digeridas con enzimas de restriccién fueron separados en
geles de agarosa al 0.8%. El gel se fue depurind por 10 minutos con HCI 0.25M, se
desnaturalizé por 30 minutos con Tris -HCI 0.5M, NaCl 1.5M, pH 7.4 y se neutralizo por
30 minutos con NaCl 3M, citrato de sodio 300 mM, pH 7.0). El gel se equilibr6é con SSC
10X (3M NaCl. 150mM citrate de sodio, pH 7.0) durante 20 minutos antes de transferirlo a
una membrana de nylon (Roche) utilizando un turboblotter (Schleicher & Schuell
Bioscience). Una vez transferidos los geles, con un lapiz se sefialaron los carriles y se lavo
con 5XSSC por 5 minutos con agitacion lenta. Las membranas de nylon se dejaron secar y
se fijaron durante 3 minutos con luz ultravioleta a 312 nandmetros (nm). Las condiciones
de prehibridacion, hibridacion y deteccion fueron realizadas como lo sugiere el proveedor

(Roche). Para la prehibridacion, las membranas fueron colocadas en solucion estandar a
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temperature de 45 °C por 2 horas minimo. Después se adiciond la sonda desnaturalizada
previamente marcada con digoxigenina. Las membranas junto con la sonda (oligo Bac-2) se
dejaron hibridando durante toda la noche a 65°C. Después de la hibridacién, la sonda se
recuperd y las membranas se lavaron en 2X SSC-0.1% SDS dos veces durante 5 minutos a
temperatura ambiente y agitacion lenta. Se lavaron nuevamente con 1X SSC dos veces por
15 minutos a temperatura ambiente y agitacion lenta. Las membranas se colocaron en un
recipiente limpio y se equilibraron con la solucion Genius 1 (150mM NaCl, 100mM Tris-
HCI, pH 7.5) por 5 minutos. Se trataron con la solucién Genius 2 (80 ml Genius I, 2¢g
casein) por 45 minutos y se dejaron reaccionar con el anticuerpo (Anti-DIG) fosfatasa
alcalina. Las membranas se lavaron con la solucion Genius 1 por 30 minutos y agitacién
lenta, y después se equilibraron en la solucién Genius 3 (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
ajustar a pH 9.5, 50mM MgCl,) por 5 minutos. La deteccién fue realizada por un método
colorimétrico utilizando como revelador 100ul de NBT/BCIP (cloruro de tetrazolio nitro-
azul/ sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato) como lo recomienda el

proveedor (Roche).

7.6.3 Obtencion de un minibanco plasmidico

Fragmentos plasmidicos obtenidos de B. thuringiensis fueron digeridos con Hindlll y
puestos a ligar (16°C, 14 horas) con el pBluescript KS + previamente digerido con la
misma enzima empleando la T4 DNA ligasa. Los productos de la ligacion se dializaron en
filtros de nitrocelulosa (Millipore 0.025 um) con ADES (agua destilada estéril) por 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se recuperé cada muestra en tubos eppendorff y se
prosiguio a electroporar. Aproximadamente 8 pl del producto de ligacion fueron mezclados
con 70 pl de células electrocompetentes de E. coli DH5aF", se colocaron en celdillas de
electroporacién (Invitrogen) y se did un choque eléctrico a 2.3 kilovolts en un
electroporador Ecoli pulser (BioRad. Posteriormente el contenido de las celdas se vacié en
un tubo estéril con 1 ml de caldo LB y se incubaron a 37°C a 200 rpm por una hora. Las
bacterias transformantes se sembraron por extension (10, 50, 100 pl) en placas con agar LB
adicionado ampicilina (100 pg/ml), el X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
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galactopiranosa) (64 pg/ml) e IPTG (isopropil-beta-D-thiogalactopiranosa) (100ug/ml). Las

colonias blancas fueron seleccionadas, almacenadas y empleadas para posteriores estudios.

7.6.4 Deteccidn de la actividad bacteriocinogénica de las transformantes

Las colonias transformantes (blancas) se inocularon en 2 ml de caldo LB
suplementado con ampicilina y se crecieron a 37 °C y 150 rpm toda la noche. Los cultivos
se centrifugaron y 50ul del sobrenadante se utilizaron para la determinacion de actividad
por fluorescencia. Se mezclaron los 50 pl de sobrenadante con 20 ul de B. cereus 183
(ODgoonm=0.8 a 1.0 y ~4x10® cel/ml) se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se afiadieron 930 ul de sulfato de berberina (24 mM) y se determind la
fluorescencia en el fluordmetro Turner 450 (340 nm filtro de interferencia, 415 nm filtro de
corte). Los resultados obtenidos por fluorometria fueron corroborados con la técnica de
difusion en pozos. Las transformantes con la mayor actividad o que presentaron actividad
tanto por fluorometria como por la prueba de difusion de pozos fueron inoculadas en LB
con ampicilina a 37°C y 180 rpm durante toda la noche. Los cultivos fueron centrifugados y
se extrajeron los plasmidos de las pastillas celulares empleando un kit commercial
(QIAprep Spin miniprep Kit-microfuge, QIAGEN). Con el propoésito de conocer el tamafio
del fragmento clonado, los plasmidos fueron analizados sin digerir o digeridos con enzimas
de restriccion y visualizados en geles de agarosa. En caso de requerirse el o los fragmentos
clonados fueron mandados secuenciar al Laboratorio Nacional de Gendmica para la

Biodiversidad (Langebio) ubicado en Irapuato, Guanajuato, México.
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8. RESULTADOS

8.1 Produccion de las bacteriocinas y determinacion de su peso molecular

Para la produccién de las Bt-BLIS las cepas de Bacillus thuringiensis y B. cereus
183 fueron sembradas en CST bajo las condiciones dptimas de propagacion previamente
determinadas (Barboza-Corona y col. 2007). Para corroborar su peso molecular y la
actividad de las bacteriocinas, las muestras fueron colectadas, concentradas y analizadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), pero sin incluir en el buffer de muestra el agente reductor -mercaptoetanol. Las 5
cepas de B. thuringiensis (LBIT 269, LBIT 287, LBIT 404, LBIT 420, LBIT 524)
secretaron diferentes proteinas, incluyendo aquellas de aproximadamente 10 kDa (Figura
4). Estas proteinas presentaron actividad inhibitoria contra B. cereus 183 (bacteria
indicadora), confirmando su masa molecular (Figura 5). Después de esta confirmacion las
bacteriocinas producidas se utilizaron en las determinacones de la actividad inhibitoria

contra bacterias bacterias y hongos de importancia en alimentos, salud publica y ganaderia.
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Figura 4. Determinacion del peso molecular de las bacteriocinas producidas por
cepas de B. thuringiensis por SDS-PAGE. Carril 1, marcador pretefiido
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(Invitrogen), carriles 2, 3, 4, 5 y 6 corresponden a la Morricina 269, Kurstacina
287, Kenyacina 404, Entomocina 420 y Tolworthcina 524 respectivamente. Al
lado izquierdo se observan los pesos moleculares del marcador.
8.2 Desarrollo de un nuevo método para la determinacion rapida de la actividad de las Bt-

BLIS

Para demostrar que la berberina se puede utilizar efectivamente en la determinacion
rapida de bacteriocinas, primero comprobamos que este alcaloide es capaz de fluorescer en
el interior celular de la cepa indicadora B. cereus 183 permeabilizada con tolueno:acetona.
Células colectadas por centrifugacion de la cepa indicadora se resuspendieron en BFG hasta
obtener una concentracion 2x10° 0 4x108 cel/ml y se mezclaron con tolueno:acetona (1:4),
y se les agregd BFG, sulfato de berberina 4 mM vy se determind la fluorescencia por
triplicado en el fluorometro Turner 450. Los valores promedio de la fluorescencia fueron
graficados contra la concentracion de la berberina. Se realizé un control sin sulfato de
berberina (Figura 5). Los resultados indicaron una minima fluorescencia en los controles,
contrariamente a las células tratadas con tolueno:acetona que mostraron un marcado
incremento en la fluorescencia, indicando que las células de B. cereus fueron perforadas y
la berberina ingreso al interior de las células. La fluorescencia se incremento al aumentar la
densidad celular o la concentracion de la berberina. Para posteriores experimentos se
selecciond una concentracion de la berberina de 24 pM y una densidad celular de 4x108
cel/ml de B. cereus, los cuales fueron seleccionados al tomar el punto medio de la grafica
(Figura 5).

80

Fluorescencia (UR)

Fluorescence

Sulfato de berberina (uM)

Figura 5. Fluorescencia emitida por la berberina (sulfato de berberina) localizada
al interior de Bacillus cereus. ¥ 2x10® cel/ml de B. cereus tratadas con
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tolueno:acetona. A 4x10® cel/ml de B. cereus tratadas con tolueno:acetona. ®
4x108 cel/ml de B. cereus.m 50 mM Buffer de fosfatos-5% glicerol. Desviaciones
estandar mas pequefias que los simbolos en cada punto.

Para demostrar que las bacteriocinas provocan en las células indicadoras una respuesta
similar en fluoresencia a la respuesta de las células tratadas con tolueno:acetona y ademas
que la actividad se correlaciona con la actividad determinada con el método estandar de
difusion en pozos, se realizaron experimentos similares a los descritos arriba pero
utilizando las bacteriocinas producidas por B. thuringiensis. Se mezclaron 20 pl (~4x10°
cel/ml) de B. cereus con diferentes volimenes de cada bacteriocina (0 a 50 ul) y se ajustd el
volumen a 100 ul con BFG, se incub6 5 minutos y se agregd la berberina a una
concentracion final de 24 puM ajustando el volumen final a 1000 pl. Se midio la
fluoresencia y se observd un incremento lineal, (Figura 6a) con coeficientes de correlacion
(r) de 0.99 para la morricina 269, kustacina 287, keniacina 404 y tolworthcina 524 y de
0.97 para la entomocina 420.

450
400 —-
350 —-
300 —-
250 —-
200 —-

150 +

Actividad (Fluorescencia)
Activity (fluorescence)

100

50 +

Bacteriocina (ul)

Figura 6a. Fluorescencia emitida por sulfato de berberina en interior celular de Bacillus
cereus tratado con diferentes bacteriocinas. m Morricina 269; e Kurstacina 287; A
Kenyacina 404; ¥ Entomocina 420; ¢ Tolworthcina 524. Las desviaciones estandar fueron
mas pequefias que los simbolos observados en cada punto.
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Para comprobar que existe una correlacion entre el método fluorogénico y el de
difusion en pozos, volumenes (0 a 50 pl) de las mismas muestras de bacteriocinas
empleadas en el experimento anterior fueron colocadas en pocillos de 8 mm de diametro de
un medio de agar con B. cereus (~1x10° cel/ml), se incubaron a 4°C por 12 horas y
adicionalmente a 28°C durante un dia, midiendo posteriormente las areas de inhibicion de
la cepa indicadora. En la la Figura 6b se puede observar un alto grado de correlacion entre
la fluorescencia emitida por la berberina y la actividad en mm? de inhibicién de cada
bacteriocina por separado. Analizando los resultados de todas las bacteriocinas juntas
observamos una correlacion de 0.93 (Figura 6b). En nuestros protocolos la maxima area de
inhibicién de 350 mm? correspondiente a una fluorescencia relativa de 340 adin proporciona

una respuesta lineal.

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -

150 +

Actividad (Fluorescencia)
Activity (fluorescence)

100 +

50 +

n &N 1NN 180 20N 280 200N
U (mm?2)

Figura 6b. Correlacion entre la actividad en mm? de area de inhibicion
y fluorescencia. m Morricina 269; e Kurstacina 287; A Kenyacina 404;
Entomocina 420; ¢ Tolworthcina 524. Las desviaciones estandar fueron
mas pequefias que los simbolos observados en cada punto.

Utilizando el método fluorogénico se determind la actividad de bacteriocinas
comerciales como la nisina (Sigma) producida por Streptococcus lactis, cuya actividad fue
evaluada contra Listeria innocua y B. cereus 183 (Figura 7). La nisina es reconocida como

GRAS, es utilizada en la conservacion de alimentos en mas de 50 paises y es una buena
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referencia para probar la eficacia de la nueva metodologia desarrollada. También se
determind la actividad de la pediocina producida por Pediococcus acidilactici contra L.
innocua. Los ensayos adicionales con nisina y pediocina se realizaron tal y como se

menciond previamente.

Nisinavs L. innocua Nisina vs B. cereus
r=0.92 16 - r=0.92

IS
1

Actividad (Fluorescencia)
Actividad (Fluorescencia)

o
1
=

o
o

0 20 40 60 80 l(IJO léO 0 20 40 60 80
U (mm?) U (mm?)

Pediocinavs L.innocua
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~
o
J

& 5]
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Figura 7. La determinacion de la actividad de bacteriocinas comerciales muestra una amplia
correlacion entre la fluorescencia emitida por la berberina y el area de inhibicion en mm?. Para la
nisina se obtuvo una correlacién de 0.92 utilizando L. inoccua o B. cereus como cepas indicadoreas.
Para la pediocina se obtuvo una correlacion de 0.99 contra L. inoccua.

Con relacion a la Nisina, se encontr6 una alta correlacion (r=0.92) entre la fluorescencia
emitida por la berberina y el area de inhibicién en mm? utilizando L. innocua o B. cereus
como cepas indicadoras. Cuando ensayamos la accion de la pediocina contra L. innocua la

correlacion fue de 0.99 (Figura 7). Estos resultados sugieren que el metodo fluorogénico
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que hemos desarrollado es confiable y rapido para determinar en las preparaciones crudas
la presencia de sustancias que desestabilizan las membranas bacterianas, particularmente
las bacteriocinas en menos de una hora. EI método puede sustituir a los protocolos tardados
y tediosos, tales como el método de difusion en pozos.

8.3 Efecto de la presencia de la bacteria susceptible en la produccion de las Bt-BLIS.

8.3.1 Determinacion del numero de células de B. cereus 183 necesarias para incrementar la

sintesis de bacteriocinas de B. thuringiensis

Cuando se co-cultivo una cantidad fija de B. thuringiensis (~1x10° cel/ml) y
cantidades ascendentes (10° a 10" cel/ml) de la cepa indicadora (B. cereus 183) en
condiciones Optimas para su propagacion (28°C y 180 rpm) por 8 horas, observamos que
existe un aumento en la produccion de las bacteriocinas medido por un incremento en la
fluorescencia (Figura 8). Estos valores fueron comparados con muestras de B. thuringiensis
cultivadas en las mismas condiciones de propagacion pero sin adicionar la cepa indicadora.
La méxima produccién de la Morricina 269 se observé a las 6 horas con 1x10° cel/ml de la
cepa indicadora, para la Kurstacina a las 4 horas y 1x10° cel/ml y la maxima produccién de
la Kenyacina, Entomocina y Tolworthcina ocurrié a las 8 horas con 1x10° cel/ml, 1x10’

cel/ml y 1x10° cel/ml de la cepa indicadora respectivamente.

90 %

79 %

80

68 %

65 %

60

42 %

40

% Incremento

204

Morricina 269
Kurstacina 287
Kenyacina 404
Entomocina 420
Tolworthcina 524

0

Figura 8. Incremento en la produccion de las bacteriocinas de B. thuringiensis en
presencia de la cepa indicadora B. cereus 183 (control), y la actividad por el método
fluorogénico.
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8.3.2 Deteccidn de un inductor de la sintesis de bacteriocinas de B. thuringiensis

Cuando los cultivos de B. thuringiensis son suplementados con células de B. cereus 183
calentadas a 55°C (C) o con sobrenadante libre de células (SLC) se observa un incremento
en la produccién de bacteriocinas en todos los cultivos (Figura 9). Para determinar la
naturaleza quimica y la termoestabilidad de la(s) molécula(s) sintetizadas por B. cereus 183
que incrementa la produccion, se suplementaron todos los cultivos de B. thuringiensis con
células de B. cereus 183 calentadas a 55°C o con sobrenadante libre de células y se trataron
con y sin proteinasa K. Observamos en la Figura 10 que al utilizar SLC tratados con
proteinasa K todos los cultivos mostraron un decremento en la sintesis de las bacteriocinas al
compararlos con los controles. Ademas, al agregar células de B. cereus tratadas con
proteinasa K a todos los cultivos de B. thuringiensis se observé una disminucion de la
produccion de bacteriocinas en las cepas LBIT 287, LBIT 404, LBIT 420 y LBIT 524,

contrario al incremento observado en la cepa LBIT 269.

. B.cereus tratadas CON Proteinasa K
SLC B.cereus tratados SIN Proteinasa K

300 . C (55°C) B.cereus tratadas CON Proteinasa K
] == C(55°C) B.cereus tratadas SIN Proteinas K

280 T

260

240

220

200 -
180
160

140 -
120 3
100
80
60
40
20 4
0 : :

Morricina 269 Kurstacina 287 ' Kenyacina 404 ' Entomocina 420' Tolworthcina 524

% Incremento

Figura 9. Incremento en la produccion de bacteriocinas de B. thuringiensis tratadas con
sobrenadante libre de células (SLC) o células (C) tratadas a 55 °C. La bacteria (células)
indicadora fue B. cereus 183.
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8.4 Determinacion de la actividad de las bacteriocinas contra bacterias y hongos de

importancia en alimentos, salud publica y ganaderia.

8.4.1 Actividad contra bacterias patdgenas de importancia en alimentos y salud publica

Para determinar el espectro de actividad de las bacteriocina, éstas fueron analizadas
contra diversas bacterias patogenas (Tabla VIII) utilizando el método de difusion en pozos.
Las bacteriocinas mostraron actividad contra bacterias Gram-positivas como B. cereus, L.
innoccua, Staphylococcus aureus, S. xylosus y Streptococcus pneumoniae. Ademas
presentan actividad contra Gram-negativos como Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, and Pseudomona aeruginosa, Salmonella sp y Vibrio cholerae. Es
interesante considerar que Streptococcus pyogenes y Shigella flexneri son susceptible a la
Morricina 269 y a la Kustacina 287, mientras Enterococcus faecium se inhibe por la

Kenyacina 404, Entomocina 420 y Tolworthcina 524.

Tabla VIl
Actividad inhibitoria (U) de las Bt-BLIS determinada por difusion en pozos
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Medio de Bacteriocinas

Bacteria indicadora  MOWPAG80  porining Kurstacina  Kenyacina — Enfomocina  Tolworthcina
S 287 404 420 s
B cereus 1° TSB,28 291 397 299 330 330
B. cereus 183 TSB,28 402 481 365 63 45
| E faccim® TSB, 37 0 0 188 307 188
; L. inoccua TSB,37 610 657 402 126 126
Z“ 8. aureus’ NA.37 1040 204 2 63 63
g s xylosus NA,37 610 610 481 45 264
Str. preumoriae®  NA,37 0 28 104 104 0
Str. pyogenes NA, 37 104 233 13 13 0
E. cloacae BHL37 441 141 441 63 151
Escherichiacoli LB, 37 204 402 565 104 56
; K pneumonice  BHL3T 610 141 522 104 151
é‘ P.gerugimsa  BOL37T 610 565 402 208 104
% P. vulgaris BHL 37 0 28 45 28 0
Sdmonellasp  BHL3T 264 28 82 28 402
Skigella flexneri  BUL 37 63 63 0 0 0
Vibrio cholerae® 31 291 52 104 94

Una unidad se define como 1 mm? de la zona de inhibicién detrminado por difusién en pozos.
Un valor “0” indica no inhibicién.

% Indica el medio de cultivo y temperatura de crecimiento de las cepas.

® Datos publicados en Barboza-Corona y col., 2007.

“Halo de inhibicién difuso.

Por otro lado, se evaluo la actividad contra 50 cepas de S. aureus aisladas de leche
producidas por vacas infectadas con mastitis bovina criadas en el Estado de Michoacan
México. En nuestro trabajo evaluamos la actividad de las bacteriocinas mientras que en el
laboratorio del Dr. Joel Lépez Meza del Centro de Estudios Multidisciplinarios en
Biotecnologia de la Universidad Michoacana de San Miguel Hidalgo se evalud la
susceptibilidad a antibioticos (Figura 10). En este laboratorio se encontré que las cepas de

S. aureus aisladas fueron resistentes principalmente a la pencilina (92%), gentamicina
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(92%), trimetoprim (88%) dicloxacilina (86%), ampicilina (74%) y eritromicina (74%), y

tetraciclina (72%).

AMP PEN DX CEPCXM CTX CAZ E PEF TET SXT GE
Antibioticos

—-

Resistencia de aislados (%0)
cas388883888

Figura 10. Resistencia antimicrobiana fenotipica de S. aureus aislados de
vacas infectadas con mastitis bovina. AMP, ampicilina; CAZ, ceftazidina;
DX, dicloxacilina; PEN, penicilina; CEP, cefalotina; CTX, cefotaxina;
CXM, cefuroxina; E, eritromicina; PEF, pefloxacina; TET, tetraciclina;
SXT, trimetoprin; GE, gentamicina (Barboza-Coronay col., 2009)

Ademads, para determinar la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
producidas por B. thuringiensis contra los aislados de S. aureus, se tomaron 105 pl (~ 1 X
10° cel/ml) de las 50 cepas y se mezclaron con 15 ml de agar y la actividad fue evaluada
por difusion en pozos. En cada pozo se depositaron 100 pl de cada bacteriocina, se
incubaron a 4°C toda la noche y posteriormente a 28°C por 24 horas y se determind la
presencia de halos de inhibicion del crecimiento. Todos los aislados de S. aureus mostraron
susceptibilidad a las cinco Bt-BLIS (Tabla 1X), siendo la actividad més alta detectada para
la Morricina 269 y Kurstacina 287, seguida por la Kenyacina 404, Entomocina 420 y
Tolworthcina 524.

Tabla IX
Actividad inhibitoria (U%) de las Bt-BLIS paracialmente purificadas contra aislados de S.
aureus determinada por el método de diffusion de pozos ™



Staphylococcus Bacteriocinas

aureus Morricina Kurstacina Kenyacina Entomocina Tolwothcina
269 287 404 420 524
STA 50 204 365 204 82 45
STA 51 151 269 104 45 63
STA 52 104 233 177 104 126
STA 53 151 233 151 28 28
STA 54 126 45 a8z 63 233
STA 55 151 233 151 82 45
STA 56 233 233 126 45 45
STA ST 204 233 204 104 63
STA 58 330 402 365 82 82
STA 59 151 104 126 63 63
STAGD 204 233 204 45 28
STAG1 177 233 104 28 28
STA B2 104 176 104 82 28
STA B3 126 264 151 104 28
STA B4 177 233 126 126 28
STA GBS 126 176 104 104 28
STA GG 151 204 151 82 28
STA BT 63 204 126 82 28
STA GBS 104 204 126 104 28
STA B9 126 233 126 104 45
STATO 402 402 295 296 330
STA T 296 402 264 63 82
STATZ 365 441 264 296 296
STA T3 233 330 151 63 45
STA T4 104 233 295 63 63
STATS 204 177 151 45 28
STATE 441 441 264 233 296
STATT 296 365 233 28 63
STATE 296 295 330 45 63
STAT9 28 a2 126 45 45
STA B0 246 481 264 63 63
STA 81 441 481 441 402 441
STA B2 330 82 295 233 104
STA B3 104 126 151 45 45
STA B4 126 151 126 126 28
STA 85 441 295 402 402 441
STA 86 296 402 330 330 365
STA BT 296 365 295 63 45
STA 88 151 63 104 63 45
STA 89 330 330 204 63 63
STA 90 264 204 481 441 481
STA 91 330 441 63 45 63
STA 92 296 402 264 63 63
STA 93 204 233 204 63 28
STA 94 181 204 104 45 21
STA 95 291 269 296 63 63
STA 96 264 441 177 63 204
STA 97 402 233 330 365 181
STA 98 330 330 233 45 82
STA 99 126 264 177 45 45

“Una unidad se define como 1 mm? de la zona de inhibicion.
®En todos los casos, S. aureus se crecié en LB y se utilizé AST para la difusion en pozos.
° Los numeros en negritas sefialan los aislados de S. aureus con la mas baja
susceptibilidad a las Bt-BLIS y los nimeros con negritas e italica indican los aislados de
S. aureus con la mayor susceptibilidad en la misma columna.

8.4.2 Actividad contra hongos
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Después de evaluar el efecto antibacteriamo se determino su actividad antagonista
contra diversos hongos (Tabla X). Como se mencion0 en materiales y métodos la prueba de
realiz6 con discos de cultivos de cada hongo desarrollado por 7 dias en PDA y se colocaron
al centro de cajas con PDA fresco con pocillos de 8 mm de didmetro donde se depositaron
cada una de las Bt-BLIS (100ul). Las cajas se incubaron de 5 a 7 dias y se detectd la
inhibicion del crecimiento e inhibicion de la esporulacion en las dos especies de
Trichoderma ensayadas, registrdndose como un cambio en la coloracion caracteristica de
verde a blanco (Figura 11). Sin embargo, no se observaron efectos inhibitorios de las Bt-

BLIS contra Rizophus sp., Fusarium oxysporum y Mucor rouxii.

TABLA X
Actividad antimicrobiana de Bt-BLIS parcialmente purificadas contra hongos®

Bacteriocinas

Hongo Caracteristica Morricina Kurstacina Kenyacina Entomocina Tolworthcina
269 287 404 420 524

Rhizopus sp. Contamina alimento

Fusarium oxysporum  Fitopatdgeno

Mucor rouxii Hongo de suelo - - . . .
Trichoderma Micoparasito + + + + +
sp. SH1

Trichoderma Micoparasito + + + + +
SD3

% Simbolos (+) y (-) indican inhibicién o no inhibicién de la esporulacién. La inhibicién de la
esporulacion fue registrada como el cambio de color en las hifas de verde a blanco.
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Trichodermasp SH1 Fusarium oxysporum Rhizopus sp
Trichodermasp SH1 Trichodermasp SD3 Miicor rouxii

control

Figura 11. Inhibicion de hongos de importancia en alimentos, fitopatogenos
y microparésitos. En el sentido de las manecillas del reloj: Morricina 269,
Kurstacina 287, Kenyacina 404, Entomocina 420, Tolworthcina 524. La
inhibicion de la esporulacion se indica por el cambio de color hifal de verde
a blanco en Trichoderma sp.

8.5 Datos preliminares en la clonacion de genes que codifiquen bacteriocinas de B.

thuringiensis

Se realizd la extraccion de plasmidos de las cepas B. thuringiensis subsp morrisoni
(LBIT269), B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287) y B. thuringiensis subsp. kenyae
(LBIT 404) y las muestras fueron analizadas en geles de agarosa (Figura 12). Se observo
que las tres cepas a pesar de pertenecer a diferente serovariedad presentan un patron de
plasmidos muy parecido. Por ejemplo LBIT 269 presenta al menos 5 plasmidos, con
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tamafos de ~ 5, 6, 10, 14 Kb y uno mayor a 16 Kb, mientras que LBIT 287 y LBIT 404
tienen al menos 6 plasmidos, de ~5, 6, 10, 14, 16 Kb y uno mayor a 16 Kb. Es importante
comentar que el patron de plasmidos puede variar ligeramente dependiendo de su

concentracion, tiempo de almacenamiento y voltaje con que se separa la muestra.

Figura 12. Patron de plasmidos de diferentes cepas de B. thuringiensis.
Carril 1, B. thuringiensis subsp morrisoni (LBIT269); carril 2, B.
thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287); carril 3, B. thuringiensis subsp.
kenyae (LBIT 404). Los tamafios de los plasmidos fueron determinados con
un marcador de DNA superenrrollado (Invitrogen).

8.6 Deteccidn de fragmentos con probables genes de bacteriocinas de B. thuringiensis

Los plasmidos de B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269) fueron digeridos con
Hindlll y su patrén comparado con los plasmidos sin digerir (Figura 13a). Una vez
corroborada la digestion se precedio a trasferirlo a una membrana de Nylon (Boehringer,
Roche) y llevar a cabo una hibridacion tipo Southern. Para realizar la hibridacion se se
utiliz6 la sonda degenerada 5-GATTGGACWTGYTGGWSWTG-3 la cual fue marcada
con digoxigenina. Una vez realizda la deteccién por un método colorimétrico se observé la
hibridacion con dos fragmentos de tamarfios entre 7 y 8 kb y con un plasmido de 16 kb
(Figura 13b), sugiriendo la probable ubicacion de genes que codifican bacteriocinas de B.

thuringiensis.

civ



1 2 3 4 1 2 3 4

' -~ '
. }
3
£y
h ‘
'
‘-
-

Figura 13. (a) Separacion de plasmidos no digeridos y digeridos con HindllI
de muestras obtenidas de B. thuringiensis subsp morrisoni (LBIT269). (b)
hibridacion tipo Southern. Carril 1, plasmidos sin digerir; carriles 2 y 3,
plasmidos digeridos con Hindlll; carril 4, marcador de peso molecular de 1
Kb (Invitrogen). Las flechas en la parte superior (dirigidas hacia la derecha)
indican la posicion de plaésmidos que hibridaron con la sonda, mientras que
las de la parte inferior (dirigidas hacia la izquierda) muestran la hibridacion
con fragmentos Hindlll de ~ 7 y 8 Kb.

8.7 Busqueda de una clona con actividad de bacteriocinas en un banco plasmidico

Los plasmidos de B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269) y B. thuringiensis
subsp kurstaki (LBIT 287) fueron digeridos con Hindlll. Los fragmentos obtenidos fueron
ligados al vector pBluescript KS+ e introducidos en Escherichia coli DH5aF" para formar
un minibanco plasmidico. Las colonias blancas fueron analizadas con base a su capacidad
para producir proteinas de secrecion capaces de inhibir el crecimiento de bacterias
patogenas. Es importante comentar que E. coli DH5aF" es incapaz de secretar algun
compuesto que inhiba el crecimiento de las bacterias patdgenas empleadas en este estudio.

De esta forma las proteinas de secrecion de cada transformantes fueron analizadas para
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detectar su actividad antibacteriana inicialmente por el método fluorégenico empleando
como bacteria indicadora a B. cereus y después por difusion en pozos contra otras bacterias.
Cuando se realiz6 el método fluorogénico, para analizar de manera rapida diversas
transformantes. Se seleccionaron tres transformantes, la T269 y T287-7, la primera fue
obtenida del minibanco de B. thuringiensis subsp morrisoni 269 y la otra de B.
thuringiensis subsp kurstaki 287. Las transformantes presentaron valores de fluorescencia
relativas de 231 y 245 unidades de fluorescencia, respectivamente cuando fueron analizadas
por el método fluorogénico desarrollado por De la Fuente y col. (2007). Estas trasformantes
fueron analizadas contra B. cereus, L. inoccua, S. xylosus, P. aeruginosa, K. pneumoniae y
Shigella flexneri (Figura 14). Tal como puede observarse (Figura 14) la T269 presento
actividad inhibitoria contra Shigella flexneri y S. xylosus mientras que la T287-7 solamente

contra S. xilosus.

Gram positivas

L.innocua

Gram negativas

P. aureginosa K. pneumoniae

Shigelia flexneri

Figura 14. Actividad inhibitoria de las proteinas de secrecion de dos transformantes comparada
con aquella obtenida por las cepas silvestres. T269 y T287 (T287-1 o T287-7) son
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transformantes obtenidas de un banco plasmidico de B. thuringiensis subsp morrisoni 269 y
B. thuringiensis subsp kurstaki 287 (ver materiales y métodos). Los nimeros 269, 287,
404, 420,524 indican muestras que contienen a la Morricina 269, Kurstacina 287, Kenyacina
404, Entomocina 420 y Tolworthcina 524, respectivamente. En el centro de cada una de las cajas
se colocd la Morricina 269. En la parte inferior de las cajas Petri se indican las bacterias
empleadas como bacterias indicadoras contra las cuales se realizaron las pruebas de actividad.
Con el propésito de determinar el tamafio del fragmento en la T287-7, se realiz6 una

extraccion de plasmidos y se digirio con Hindlll, encontrandose que dicha cepa contiene un
fragmento de ~ 5 Kb ligado al vector pBluescript KS + (Figura 15a), cual hibridé con la
sonda degenerada 5"-GATTGGACWTGYTGGWSWTG-3 (Figura 15b).

a)wa 1.2 34 567 p)l 2 34 56 7

e,

- — e s

Figura 15. (a) Extraccion de plasmidos de dos transformante obtenidas de un
banco plasmidico B. thuringiensis subsp kurstaki (LBIT-287). (b) hibridacion
tipo Southern. Carril 1, escalera de 1 Kb (Invitrogen); carriles 2 y 6, vector
pBluescript KS+; carril 4, transformante T287-1; carril 7, transformante T287-
7. La flecha indica hibridacion con un fragmento Hindlll ~ 5 Kb.

El fragmento clonado en la transformante 287-7 fue mandado secuenciar al
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad. Mediante el programa EditSeq
(DNAstar) se localizaron los marcos de lectura de 7 proteinas, con masas moleculares de

3.0, 4.0, 47, 5.6, 8.2, 94, y 27.4. Cuando las secuencias de aminoacidos fueron
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comparados con el banco de secuencias de proteinas contenidas en el NCBI (“National
Center for Biotechnology Information™) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el

programa “Protein Blast”; no se encontré identidad con ninguna bacteriocina reportada.

9 DISCUSION

Uno de los aspectos mas interesantes de este estudio es que hemos demostrado que
una bacteria (Bacillus thuringiensis), la cual es empleada a nivel mundial para el control de
insectos, produce ademas de las proteinas Cry otros compuestos (bacteriocinas) que
presentan una amplio rango de accién contra bacterias patdgenas de interés en alimentos y
hongos, teniendo de esta forma una gran potencial para poder ser empleadas como

bioconservadores.

Antes de comenzar nuestros ensayos el primer paso fue producir las bacteriocinas
morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404, entomocina 420, y tolworthcina 524 a partir
de cinco cepas mexicanas de B. thuringiensis: B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT
269), B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287), B. thuringiensis subsp kenyae (LBIT
404), B. thuringiensis subsp. entomocidus (LBIT 420) y B. thuringiensis subsp. tolworthi
(LBIT 524), respectivamente (Barboza-Corona y col. 2007). Una vez producidas el
siguiente paso era verificar si las bacteriocinas eran activas y tenian el peso molecular
esperado. Para corroborar lo anterior, las muestras fueron colectadas y concentradas a
partir de los cultivos donde se produjeron y se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Tal como esperabamos,
cada cepa sintetizo una bacteriocina con un peso molecular de ~10 KDa, las cuales fueron
activas contra la cepa indicadora B. cereus. Después de esta confirmacion todas las

bacteriocinas producidas por Bt y la cepa indicadora de B. cereus se utilizaron para

cviii



determinar la actividad antimicrobiana contra patdgenos de alimentos, bacterias de

importancia clinica y diversos hongos.

Quizés uno de los aspectos mas tediosos para estudiar las bacteriocinas es la
determinacion de la actividad mediante la prueba de difusion en pozos, técnica confiable
pero que puede llevarse hasta tres dias para arrojar un resultado. EI tiempo es una gran
limitante sobre todo si se estan localizando nuevas bacteriocinas o transformantes en las
cuales se busque la expresion de un gen que las codifique. Esta necesidad de contar con una
metodologia que cuantifique eficaz y rapidamente la actividad inhibitoria de las
bacteriocinas nos motivé a desarrollar, estandarizar y probar un protocolo alternativo en la
realizacion de las investigaciones. Con respecto a la estandarizacion del nuevo método para
determinar rapidamente la actividad de las Bt-BLIS de Bt, este se basa en la capacidad que
tiene la Berberina en fluorecer cuando se encuentra en interior celular de una bacteria
dafiada (cepa indicadora), lo que permitié aplicarla para establecer el dafio celular causado
en la cepa indicadora (B. cereus) por accion de las bacteriocinas. La berberina es un
alcaloide que fluoresce intracelularmente a través de un mecanismo que aln se desconoce,
sin embargo se sabe con certeza que la berberina fluoresce cuando se une a diferentes
biomoléculas como DNA y glucosaminoglucanos (Reyes y col., 2004; Talwalkar y col.,
2005). La molécula de la berberina es méas pequefia que el DNA y puede entrar a las células
a través de los poros o después de la ruptura de la membrana citoplasmatica (Oscariz y
Pisabarro, 2001), lo cuél permite establecer que el dafio celular causado por la accién de las
bacteriocinas provocd la localizacién intracelular y fluorescencia de la berberina. Lo
anterior confirmoé que nuestra metodologia puede aplicarse en la busqueda de bacteriocinas
cuya actividad antimicrobiana se basa en la formacién de poros o disrupciéon de la
integridad de la membrana. Por otro lado, la alta correlacién establecida entre los dos
métodos para determinar la actividad de las bacteriocinas, indica que el método
fluorogenico puede sustituir eficazmente al método de difusion en pozos, con la ventaja de
requerir aproximadamente una hora para obtener resultados, en contraste a los ~3 dias

requeridos por el método de difusion.
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Con relacion a la actividad antibacteriana determinada en esta investigacion los
resultados demostraron que colectivamente las Bt-BLIS ensayadas tienen un amplio
espectro de actividad antagonica contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas de
importancia clinica. Datos actuales indicaban que las bacteriocinas de B. thuringiensis
podian tener un espectro de actividad estrecho o moderado. Por ejemplo, la Thurincina
(Favret y Yousten, 1989), Tochicina (Paik y col., 1997), Thuricina 7 (Cherif y col., 2001) y
Thuricina 17 (Gray y col., 2006) tiene un espectro de actividad estrecho limitado a bacterias
de la misma especie (Paik y col., 1997; Cherif y col., 2001) o contra un rango limitado de
bacterias no relacionadas como Streptococcus pyogenes y Listeria monocytogenes (Cherif y
col., 2001). Contrariamente la Entomocina 9 y la Thuricina S tienen un amplio espectro que
incluye no solo a las especies de Bacillus, también contra Lactococcus, Listeria
monocytogenes, Pseudomona aeruginosa (Cherif y col., 2003), Salmonella enteriditis,
Pseudomona putida (Chehimi y col., 2007) y hongos incluyendo Aspergillus nidulans y
Fusarium graminis (Cherif y col., 2003). Recientemente se reportd6 que las Bt-BLIS
producidas por cepas mexicanas de B. thuringiensis tienen actividad inhibitoria contra
especies de Bacillus, Listeria inoccua, Enterococcus faecium y Vibrio cholerae (Barboza-
Coronay col., 2007).

En este trabajo los resultados obtenidos con respecto a la actividad de las Bt-BLIS
nos permitieron expandir el conocimiento sobre su rango de accion, incluyendo a bacterias
oportunistas y patdgenas conocidas por ser agentes etiolégicos de septicemia, heridas
infecciosas, infecciones del tracto urinario (ITU), del tracto respiratorio bajo y tracto
gastrointesinal (Prescott y col., 2005) (Tabla I). Entre estas bacterias encontramos aquellas
gue causan enfermedades en garganta y cuerpo cortado, fiebre escarlatina (Streptococcus
pyogenes), y sindromes diarréicos y vomito (Shigella flexneri, Salmonella sp., E. coli, y
Vibrio cholerae) (Prescott y col., 2005). Previo a este estudio solamente la Entomocina 9
(Cherif y col., 2003) mostro actividad inhibitoria contra Pseudomonas aeruginosa, un
agente nosocomial coman en diversas enfermedades como neumonia, septicemia y ITU. En
este trabajo demostramos que todas las Bt-BLIS estudiadas fueron activas contra P.
aeruginosa (Tabla I). También demostramos que cada una de las cinco muestras de

bacteriocinas impidio la esporulacion en Trichoderma sp., un micoparasito ampliamente
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utilizado en control bioldgico. Es importante tomar en cuenta que la actividad antifungica
de diferentes especies de Bacillus se ha atribuido a la produccién de zwittermicina A, un
antibiotico aminopolidlico (Silo-Suh y col., 1998). Previamente se ha reportado que
solamente una de las cepas utilizadas en esta investigacion, la LBIT 269 contiene un
probable gen zwittermicina A, lo cual se demostro traves de amplificacion por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Barboza-Corona y col., 2007). Sin embargo, no podemos
excluir la posibilidad de que alguna de las otras cepas contuvieran un gen homologo a la
zwittermicina A que no logré amplificarse con los oligonucle6tidos utilizados en el estudio
mencionado. Ademas es conocido que las quitinasas producidas por B. thuringiensis le
confieren actividad antifingica (Morales de la Vega y col., 2006). Por lo anterior, la
incapacidad de las especies de Trichoderma para completar su ciclo de vital de crecimiento
miceliar a la esporulacion puede deberse a la presencia de la zwittermicina y/o a las
quitinasas. Ademas, seria necesario realizar bioensayos con inhibidores de las quitinasa,
para poder determinar con mayor exactitud si parte del efecto inhibitorio en el ciclo vital de
las especies de Trichoderma es debido a las quitinasas. Por lo anterior no podemos asegurar
que la actividad antifingica es conferida especificamente por las bacteriocinas de B.

thuringiensis.

Por otro lado, en este estudio también demostramos que las bacteriocinas de B.
thuringiensis tienen actividad contra cepas de S. aureus aisladas de muestras de leche
producida por vacas enfermas con mastitis bovina criadas en el estado de Michoacan. Esta
bacteria Gram-positiva es dificil de controlar solamente con terapia antimicrobiana debido
al incremento en la frecuencia de resistencia a los agentes antibioticos utilizados (Sandholm
y col., 1990; Owens y col., 1997; Kerro-Dego y col., 2002). La prevalencia de la mastitis
bovina durante este estudio fue de 51% (Barboza-Corona y col. 2009) mayor a la reportada
previamente para esta misma region (29%) de Michoacan (Ochoa-Zarzosa y col., 2008).
Estas diferencias podrian deberse a la heterogeneidad en el ganado ya que el estudio previo
se realizo en diferentes rebafios. Seria conveniente que la evaluacién de la susceptibilidad a
antimicrobianos para el control de patdgenos asociados a mastitis se realizara en las
diferentes regiones lecheras ya que los patrones de resistencia a los antibioticos y la

diversidad en las bacterias aisladas varian mucho de una region a otra. Se determiné que los
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aislados de S. aureus muestran un alto nivel de resistencia a los antibidticos de la clase de
penicilina y eritomicina (>74%), siendo la penicilina el antibiotico utilizado en este rebafio
para el control de la mastitis y ejerce una alta presién en la bacteria provocando el
desarrollo de resistencia. No obstante, todos los aislados mostraron alta sensibilidad a
gentamicina y en menor proporcion al trimetoprim y tetraciclina (Barboza-Corona y col.,
2009), lo cual concuerda con resultados obtenidos en estudios previos en otros rebafios de

la misma region (Lépez-Meza y col., 2006; Ochoa-Zarzosa y col., 2008).

Alternativamente, bacteriocinas de varias fuentes han mostrado actividad
antibacteriana contra estafilococos y son candidatos prometedores para el tratamiento de S.
aureus (Ryan y col., 1998; Capparelli y col., 2007), ademas recientemente demostramos
que las bactericionas de B. thuringiensis obtenidas por induccién muestran actividad
inhibitoria contra S. aureus ATCC 25923 (De la Fuente-Salcido y col.,, 2008).
Especificamente en esta investigacién demostramos que las cinco bacteriocinas producidas
por B. thuringiensis sin induccion muestran actividad inhibitoria contra todos los aislados
de S. aureus probados por el método de difusién en pozos. Esta observacion sugiere que
todas las cepas aisladas de vacas con mastitis muestran susceptibilidad a las cinco
bacteriocinas probadas, confirmando su potencial aplicacion como una alternativa para el
control de mastitis cuando el agente etiol6gico es S. aureus. Es importante comentar la
necesidad de nuevos experimentos con bacteriocinas de B. thuringiensis purificadas y
normalizadas para comparar los resultados obtenidos en este trabajo. También es
conveniente mencionar que a pesar de la susceptibilidad de los aislados a las cinco
bacteriocinas probadas, no detectamos ninguna correlacién entre los patrones de resistencia
a antibidticos y las bacteriocinas, probablemente porgue tienen diferentes mecanismos de
accion (Cheen y Hoover, 2003). Si bien, encontramos que existen diferencias entre la
accion inhibitoria de un gran numero de aislados de S. aureus, encontramos que las
bacteriocinas se pueden dividir en dos grupos de acuerdo a su actividad. En el primer grupo
clasificamos a la Morricina 269 y a la Kurstacina 287, y en el segundo grupo a la
Kenyacina 404, Entomocina 420 y a la Tolworthcina 524. Las bacteriocinas del primer
grupo muestran una mas alta actividad contra las cepas de S. aureus que las del segundo

grupo. Interesantemente esta clasificacion es similar a la descrita por Barboza-Corona y col.
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(2008), los cuales también las clasificaron en dos grupos de acuerdo a sus caracteristicas
biofisicas, bioquimicas y propiedades antimicrobianas, las cual sugirié que las bacteriocinas
pertenecientes a un mismo grupo podrian presentar la misma o similar identidad. Nuestros
resultados concuerdan con otros estudios de bacteriocinas producidas por bacterias
diferentes (Lactococcus lactis, S. aureus, S. epidermidis y Streptococcus gallolyticus) que
tienen actividad antibacteriana contra patdgenos asociados a mastitis (Ryan y col., 1998;
Varella Coelho y col., 2007; Wu y col., 2007; Pieterse y col., 2008).

También se ha demostrado que bacterias como Lactobacillus plantarum NC8
requieren de la presencia de la bacteria indicadora para inducir la sintesis de la bacteriocina
plantaricina NC8 (Maldonado y col., 2004), comportamiento contrario al observado en las
cepas mexicanas de B. thuringiensis utilizadas en este trabajo las cuales producen las Bt-
BLIS indistintamente en ausencia o presencia de un inductor. Claramente nuestros
resultados también demuestran que la sintesis de todas las Bt-BLIS se incrementa
significativamente por la presencia de la cepa sensible B. cereus 183. En las condiciones
utilizadas en nuestros ensayos de autoinduccion detectamos un pequefio incremento en la
produccién de bacteriocinas en el inicio del experimento, sin embargo este incremento
podria no deberse a la presencia a un supuesto autoinductor. Es bien conocido que las
bacteriocinas como la Nisina y la Substilisina actian como autoinductores de su propia
sintesis, también existen casos donde la liberacion de feromonas peptidicas por quorum
sensing no es suficiente para disparar o mantener la produccién de bacteriocinas en cultivos
muy diluidos (Kleerebezen y Quadri, 2001). Por lo tanto, no podemos excluir la posibilidad
que las Bt-BLIS u otro péptido extracelular secretado por B. thuringiensis pueden actuar

como un autoinductor minimo.

Al inicio de esta investigacion ensayamos la capacidad de tres cepas susceptibles de
B. cereus para inducir la sintesis de las Bt-BLIS en co-cultivo, y seleccionamos a B. cereus
183 para los estudios posteriores por proporcionar el incremento mas alto y reproducible
para la sintesis de los péptidos microbianos. Respecto al incremento en la sintesis de Bt-
BLIS en presencia de B. cereus 183, los resultados sugieren que la molécula inductora es

una proteina de secrecion ya que se observd que al tratar los sobrenadantes de cultivos de
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B. cereus con proteinasa K se detienen los niveles de sintesis de las Bt-BLIS. Ademas, las
preparaciones de células de B. cereus tratadas con calor y con proteinasa K incrementaron
la sintesis de la Morricina 269 pero no de las demas Bt-BLIS, lo cudl sugiere que un
componente de B. cereus 183 es especie—especifico, resistente a la proteasa, y tiene la
capacidad para incrementar la sintesis de la Morricina en B. thuringiensis subsp. morrisoni
(LBIT 269). Lo anterior nos indica que se requieren estudios posteriores para identificar
ampliamente el componente secretado o asociado a B. cereus 183 responsable del

incremento de la sintesis de esta bacteriocina.

Por otro lado, realizamos también una investigacion preliminar con el proposito de
obtener informacién que nos permitiera la clonacion de genes que codifican bacteriocinas
sintetizadas por B. thuringiensis ya que hasta el momento no existen reportes sobre la
clonacion de ningin gen que codifique bacteriocinas producidas por esta bacteria.
Primeramente se separaron los plasmidos de 3 cepas: B. thuringiensis subsp. morrisoni
(LBIT269), B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287) y B. thuringiensis subsp. kenyae
(LBIT 404), encontrandose que las tres cepas a pesar de pertenecer a diferente serovariedad
presentan un patron de plasmidos muy similar, lo cual no implica que necesariamente

plasmidos del mismo peso molecular contengan los mismos genes.

Cuando los plasmidos de LBIT269 fueron tratados con Hindlll y puestos a hibridar
con la sonda marcada con digoxigenina, detectamos hibridacion con dos fragmentos (de
entre 7 y 8 Kb) y con un plasmido de mas de 16 Kb. Sin embargo, considerando que las
condiciones de hibridacion fueron muy suaves es dificil conocer con seguridad si en dichos
fragmentos se localizan uno o0 méas genes que codifiquen a la Morricina 269. Posteriormente
se realiz6 un minibanco plasmidico en E. coli a partir de DNA obtenido de B. thuringiensis
subsp. morrisoni (LBIT269) y B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287). Las actividad
de las proteinas de secrecion de las transformantes fueron analizadas inicialmente contra B.
cereus por el método fluorogenico desarrollado en el laboratorio. Se selecciond B. cereus
por ser la bacteria empleada comunmente como indicadora en todos los ensayos
estandarizados en nuestro trabajo. Antes de iniciar el ensayo nos aseguramos que E. coli

DH5aF por si sola era incapaz de tener algun efecto inhibitorio sobre B. cereus.
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Posteriormente se seleccionaron dos transformantes, la T269 y la T287-7, las cuales
presentaron los mayores niveles de fluorescencia mediante el método fluorogénico cuando
fueron analizadas contra B. cereus. Cuando se evaludé la actividad inhibitoria de las
proteinas de secrecion de las transformantes detectamos que T269 inhibe a S. xylosus y
Shigella flexneri, mientras que T287-7 solamente a S. xylosus. Lo anterior sugirié que
ambas transformantes sintetizan péptidos antimicrobianos, las cuales pudieras ser
codificadas por genes situados en plasmidos. Desafortunadamente por desperfectos técnicos
sucedidos en el equipo donde T269 era almacenada ocasiond la pérdida de dicha
transformante. Alternativamente se llevd a cabo un analisis de la construccion contenida en
T287-7 observandose la clonacion de un fragmento de ~5 Kb, el cual hibridé con la sonda
degenerada disefiada a partir de N-terminal de dos bacteriocinas producidas por cepas de B.
thuringiensis reportadas en otros trabajos (Gray y col., 2006). Cuando se obtuvo la
secuencia del fragmento de 5 Kb se detectd la presencia de varios marcos de lectura, sin
embargo cuando las proteinas deducidas fueron comparadas con el banco de proteinas
contenidos en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI,

www.ncbi.nlm.nih.gov) ninguna de ellas codificaba para ninguna bacteriocinas.

Finalmente, hemos desarrollado un nuevo método para detectar la presencia o
produccion de bacteriocinas de manera réapida, encontramos la forma de incrementar su
produccion en B. thuringiensis sin emplear Ingenieria Genética y detectamos fragmentos
plasmidicos que pudieran contener genes que codifican bacteriocinas. Es importante
comentar que los objetivos futuros de este trabajo deberian estar enfocados en identificar
posibles proteinas responsables de incrementar la produccion de las bacteriocinas de B.
thuringiensis y clonar genes que codifiquen bacteriocinas con el propésito de estudiar
factores involucrados en su regulacion y expresion. Una de los objetivos futuros mas
importantes debera ser la sobreexpresion de los genes que codifican bacteriocinas de B.
thuringiensis en cepas con el reconocimientos GRAS, de tal forma que se se produzcan

bacteriocinas que se puedan aplicar de manera directa como bioconservadores en alimentos.
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10 CONCLUSIONES

Estandarizamos un nuevo método fluorogénico para la determinacion rapida de la
actividad de las bacteriocinas de B. thuringiensis. EI método fluorogénico fue eficaz para la
rapida cuantificacion de bacteriocinas que dafian la membrana celular. Esta nueva
metodologia fluorogénica proporciona resultados en una hora, e indudablemente puede
sustituir al los métodos tradicionalmente utilizados para evaluar la actividad de las

bacteriocinas, especialmente al método de difusion en pozos.

Las bacteriocinas producidas por cepas mexicanas de B. thuringiensis (Morricina
269, Kurstacina 287, Kenyacina 404, Entomocina 420 y Tolworthcina 524) tienen un
amplio espectro de actividad contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
consideradas como patégenas de importancia en alimentos y significancia clinica como
Shigella flexneri, E. coli, S. aureus, S. xylosus, Str. pneumoniae, S. pyogenes, K.

pneumoniae, P. aeuroginosa, E. cloacae. Demostramos que el espectro de actividad de las
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bacteriocinas se extiende organismos microparasitos fungicos como Trichoderma sp. Se
demostro que 50 cepas de S. aureus aisladas de vacas enfermas con mastitis bovina son
susceptibles a las bacteriocinas ensayadas. Ya que S. aureus es uno de los patdgenos mas
comunmente asociados a infecciones en bovinos, las bacteriocinas sintetizadas por cepas
mexicanas pueden ser utiles como un método alternativo para el control de la mastitis

bovina.

Podemos afirmar que las cepas mexicanas de B. thuringiensis pueden o no requerir
la presencia de la cepa susceptible (indicadora) para sintetizarse, sin embargo, la presencia
de la cepa B. cereus 183 incrementa significativamente la produccion de todas las
bacteriocinas y se reduce el tiempo requerido para una maxima produccion. Comprobamos
que el incremento en la sintesis de las bacteriocinas es ocasionada por proteinas
termoresistentes que pueden ser de secrecion o bien estar asociadas a la membrana de B.
cereus. Este es el primer reporte sobre B. thuringiensis que demuestra el incremento de la
sintesis de sus bacteriocinas por la accién de péptidos intra o extracelulares producidos por

la cepa indicadora B. cereus, probablemente por un mecanismo de quorum-sensing.

Detectamos que B. thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269), B. thuringiensis
subsp. kurstaki (LBIT 287) y B. thuringiensis subsp. kenyae (LBIT 404) presentan patrones
de plasmidos muy similares. Es probable que en las dos primeras cepas contengan genes
que codifican bacteriocinas ubicados en fragmentos Hindlll con tamarios de entre 5y 7 Kb.
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Abstract Bacillus thuringiensis HD-73 was trans-
formed with the endochitinase gene chiA74 under the
control of a strong promoter (pcytA) and a 5’ mRNA
stabilizing (STAB-SD) sequence (HD-73-pEBchi-
A74). Expression levels were compared with those
observed from the wild type strain (HD-73) and the
recombinant HD-73 strain expressing chiA74 under
the control of its native promoter (HD-73-pEHchi-
A74). The chitinolytic activity of HD-73-pEBchiA74
was markedly elevated, being ~58- and 362-fold
higher than, respectively, HD-73-pEHchiA74 and
parental HD-73, representing the highest levels of
chitinase expression in recombinant B. thuringiensis
reported to date. Parasporal crystals measured under
transmission electron microscopy showed that HD-73
produced crystals of 1.235 (£0.214) and 1.356
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(£0.247) um in length when the bacterium was grown
in respectively, NBS and NBS with glucose. Other-
wise, HD-73-pEBchiA74 synthesized crystals of
1.250 (£0.222) and 1.139 (£0.202) um in length
when cultivated in NBS and NBS with glucose,
respectively, values that showed a diminution of
~10 and 20% compared with crystals produced by
HD-73-pEHchiA74 grown under the same conditions.
Comparison of viable spore counts per ml showed that
HD-73-pEBchiA74 produced fewest viable spores
(1.5 x 109, 1.3 x 109), compared to HD-73-pEHchi-
A74 (4.9 x 10°, 5.3 x 10%) and HD-73 (6.8 x 10°,
8.8 x 10%) when grown in NBS and NBS supple-
mented with glucose, respectively. No change in
cellular protease activity was observed despite the
overproduction of the chitinase.
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Introduction

In vitro overproduction of proteins is crucial in
industry, as higher yields per unit of culture lowers
production costs (Jan et al. 2001). For example, in
entomopathogenic Bacillus thuringiensis, marked
increases in insecticidal crystal proteins (Cry) have
been obtained (Park et al. 1998, 1999, 2000, 2001,
2005) using chimeric genes controlled by a dual
sporulation-dependent promoter (pcyt/A) found in
the cytlA gene of B. thuringiensis subsp. israelensis
(Waalwijk et al. 1985) and the STAB-SD sequence, a
Shine-Dalgarno (SD) motif which does not direct
translational initiation, but is involved in stability
(STAB) of mRNA through interaction with the 3’ end
of 16S rRNA (Agaisse and Lereclus 1996). Cry
proteins are known to induce pore formation and ion
imbalances in the membranes of insect midgut cells,
leading to cytolysis, and spores subsequently pene-
trate the gut wall causing septicemia (Schnepf et al.
1998). Thus, the improvement of toxin yields in
entomopathogenic strains could have significant
applied value as they are relatively more toxic to
insects when compared to parental strains.

In this regard, we are particularly interested in
developing strains that hyperexpress chitinases in
B. thuringiensis (Casique-Arroyo et al. 2007) as these
enzymes have been shown to have additive entomo-
pathogenic effects against important agronomical
pests in combination with toxic parasporal crystalline
inclusions (Liu et al. 2002). For example, expression
in B. thuringiensis of bacterial chitinase genes placed
under the control of their native promoters and Shine-
Dalgarno sequences (Lertcanawanichakul et al. 2004;
Casique-Arroyo et al. 2007) or under regulation of
the p19 promoter (Sirichotpakorn et al. 2001; Tham-
thiankul et al. 2004) resulted in incremental increases
of chitinolytic (Sirichotpakorn et al. 2001; Ler-
tcanawanichakul et al. 2004; Thamthiankul et al.
2004; Casique-Arroyo et al. 2007) and insecticidal
activities (Lertcanawanichakul et al. 2004; Tham-
thiankul et al. 2004). More recently, an endochitinase
gene from Nicotiana tabacum was co-expressed with
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the CrylAc protein gene in an acrystalliferous strain
of B. thuringiensis under the control of the crylAc
promoter to obtain significant increases in both
chitinolytic and insecticidal activities (Ding et al.
2008). The primary aim of these studies was to
improve both chitinolytic and entomopathogenic
activities for applied use. However, little attention
has been focused on characterizing the physiological
effects in B. thuringiensis resulting from increased
chitinase production. Although several homologous
chitinase genes from B. thuringiensis strains have
been cloned and characterized (Thamthiankul et al.
2001; Barboza-Corona et al. 2003, 2008; Arora et al.
2003; Zhong et al. 2003; Lin and Xiong 2004; Driss
et al. 2005), only chiA74 under the control of its
native promoter has been used to transform B.
thuringiensis (Casique-Arroyo et al. 2007). In that
work, the recombinant strain showed threefold
increase in chitinase production; however, the insec-
ticidal activity was not improved (Casique-Arroyo
et al. 2007).

In the present study, we used the highly active
pcytlA/STAB-SD expression system employed for
overproducing entomocidal crystalline inclusions in
B. thuringiensis to drive expression of chiA74. Our
objectives were to determine if chitinase production
could significantly exceed those previously reported
and to characterize the effects of elevated synthesis of
the enzyme on crystal toxin size and yield, intrinsic
protease activity, and viable spore counts, as these are
critical factors to consider for applied use of
recombinant strains. Using pcytlIA/STAB-SD, we
observed an impressive ~360-fold increase in chi-
tinase production, the highest level reported to date.
In addition, although increased intrinsic protease
activity was not observed, the recombinant showed a
decrease in crystal toxin synthesis and size, and a
significant level of reduction in viable spore counts,
probably compensating factors associated with
increased chitinase synthesis.

Materials and methods
Plasmids and bacterial strains
The plasmid pCHIBT containing the endochitinase

chiA74 gene from B. thuringiensis subsp. kenyae
(LBIT-82) in pBluescript II KS(+) was described
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previously (Barboza-Corona et al. 2003). The plas-
mid pPF-CH contains the pcytA promoters and the
STAB-SD sequence (pcyt]IA/STAB-SD) inserted into
the EcoRI and Xbal sites in the Escherichia coli-B.
thuringiensis shuttle vector, pHT3103 (Lereclus et al.
1989; Park et al. 1999). The chiA74 open-reading
frame was amplified by the polymerase chain reac-
tion (PCR) using the chiA74-2 and chiA74-3 primers
which included Sall and Ps sites to allow cloning of
the amplicon into the pHT3101 vector (Table 1).
PCR amplification was performed with the SuperMix
high-fidelity enzyme mix (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) using an iCycler thermocycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) for 30 cycles of 94°C for
1 min, 55°C for 1 min, 68°C for 4 min, each,
followed by a 7-min termination step at 68°C. The
amplicon was purified using the QIAquick gel
extraction kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), then
digested with Sall and PsfI and cloned into the same
sites in pPF-CH to generate pEBchiA74 (Fig. 1). This
construct was propagated in E. coli DHS5o [supE44,
AlacU169 (F80lacZAM15) hsdR17 recAl end Al
gyrA96 thi-1 relAl]l and then used to transform
B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 (hereafter
HD-73). This bacterium synthesizes a bipyramidal
crystal constituted of the CrylAc protein (Adanj et al.
1985). B. thuringiensis HD-73-pEHchiA74 is a
recombinant strain transformed with the endochitin-
ase gene chiA74 under control by its native promoter
(Casique-Arroyo et al. 2007).

Transformation of B. thuringiensis HD-73
and screening for chitinolytic activity

The HD-73 strain was transformed by electroporation
as previously described (Park et al. 2001). Transfor-
mants were selected on BHI (brain heart infusion)
agar containing 25 pg of erythromycin per ml and
incubated for 24 h at 28°C. Transformants were
transferred to nutrient agar with erythromycin
(25 ng ml™") and incubated for 24 h at 28°C. Col-
onies were spotted on Castaieda’s medium
containing 0.5% (w/v) of colloidal chitin and chitin-
olytic activity was assessed by the presence of
translucent halos around bacterial colonies as previ-
ously described (Barboza-Corona et al. 1999; Ruiz-
Sanchez et al. 2005). Plasmid-enriched samples were
obtained from selected colonies, as described by
Reyes-Ramirez and Ibarra (2008). To confirm the

Table 1 Primers used for amplification chiA74 and pcytA-STAB

References

Restriction sites
(underlined)

Sequences®

Primers

Casique-Arroyo et al. (2007)

Sall

F: 5-ACGCGTCGACCTTTCTACGTCTTTAATAATTGGCTCCATAC-3’
F: 5-ACGCGTCGACGTCTAGATTCATTTTGATTTATTGGCGTATG-3’

a) chiA74-1
b) chiA74-2
¢) chiA74-3

Casique-Arroyo et al. (2007)

This work
This work
This work

Sall

Pstl

R: 5-AACTGCAGCGAAAGCCTTTCCCTAACAGGTGACTAT-3'

F: 5-CGGAATTCTATTTTCGATTTC-3’

EcoRI
Xbal

d) cyt-STAB-1
e) cyt-STAB-2

R: 5-TGCTCTAGACTTTCTTATCATAATAC-3’

# Forward (F) and reverse (R) primers
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pEHchiA74
9241 bp

Fig. 1 Map of recombinant plasmids pEHchiA74, pEBchiA74
containing the chiA74 gene under the control of respectively,
wild promoter and pcytA-STAB sequence. To construct the
pEHchiA74, the chiA74 gene including its native promoter was
ligated into the Sall and PstI sites of the pHT3101 plasmid. To
generate the pEBchiA74, the chiA74 open reading frame was
inserted into the Sall and Pstl sites of the pPF-CH vector. Bt

presence of the pcytIA-STAB-SD chiA74 chimeric
gene, PCR was performed with cyt-STAB-1 and
cyt-STAB-2 primers (Table 1) to amplify the pcyr/A-
STAB-SD chimeric promoter. Also, primers
cyt-STAB-1 and chiA74-3, allowed the amplification
of the pcytIA/STAB-SD chiA74 chimeric construct.

Stability of the recombinant plasmid

Wild-type and recombinant strains were cultivated in
nutrient broth (NB) with daily transfers to fresh
media without erythromycin for 31 days. On selected
days, cultures were diluted tenfold and 100 pl of
diluted samples was plated on NB with and without
antibiotic. After 24 h incubation at 28°C, colony
forming units (cfu) were quantified and the percent-
age of erythromycin-resistant colonies was calculated
using the equation, [(erythromycin-resistant cfu)
(total cfu)™'] x 100.

Chitinase assays

Recombinant and wild-type bacteria were cultivated
overnight (28°C, 200 rev min_l) in NB plus salts

@ Springer

L. STAB-SD wsp ~4
E. coli ori wSP

chiA74

2
AO’O

.,

pEBchiA74
9900 bp

W,

XK

X2
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EXX
2R

.
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X
e
s

ori, B. thuringiensis origin of replication; Erm, erythromycin
resistance gene; Amp, ampicillin resistance gene; E. coli ori,
E. coli origin of replication; wP, wild promoter; pcytA, cytA
promoters; STAB-SD, mRNA stabilizing sequence and ribo-
some binding site; wSD, wild Shine Dalgarno sequence; wSP,
wild signal peptide sequence

(NBS: 8 ¢ 17! nutrient broth, 1.5 g 171, yeast extract,
0.05g1™" MnCl,, 50 mM NaH,PO,, 122 mM
MgS0,, 0.68 mM CaCl,) (Park et al. 2001) without
erythromycin to achieve an absorbance of ~1.7 at
600 nm. Then ~100 pl of cultures containing the
same number of cells were transferred to 50 ml of
two different fresh media: NBS and NBS with 0.5%
(w/v) glucose (Park et al. 2001). Aliquots collected at
72 h were centrifuged and the supernatants contain-
ing secreted proteins were assayed for chitinase
activity, in triplicates, in a Turner fluorometer (model
450; 340-nm interference filter and 415-nm cut filter)
using the fluorogenic substrate 4-methylumbelliferyl-
p-p-N,N',N"-triacetylchitotriose  [4-MU-(GIcNAc)s]
(Barboza-Corona et al. 2003; Ruiz-Sanchez et al.
2005). One unit (U) of chitinolytic activity was
defined as the amount of enzyme required to release
1 pmol of 4-methylumbelliferone in 1 h.

Proteolytic activity
One-hundred microliters of each supernatant pre-

pared as described above was mixed with 400 pl of
double distilled water and 1 ml of 1% (w/v) casein in
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200 mM glycine-NaOH buffer (pH 9) and incubated
at 37°C for 30 min. Then, reactions were terminated
by adding 3.5 ml of 4% (w/v) trichloracetic acid,
centrifuged, and the absorbance of the supernatants
containing hydrolyzed casein was measured at 280 nm.
A standard curve of tyrosine (0-300 uM/ml) was
estimated to determine protease units (PU). One PU
was defined as the amount of enzyme required to
release 1 pg of tyrosine min~' (Rojas-Avelizapa et al.
1999).

Chitinase detection by zymography

To confirm the presence and molecular weight of the
recombinant endochitinase, bacterial cultures with
the same absorbance were transferred to NBS or NBS
with 0.5% (w/v) glucose without erythromycin and
grown for 72 h. Cultures were centrifuged and
supernatants were concentrated by adding ammonium
sulfate to 80% saturation. Concentrated proteins were
resuspended in 2 ml of 100 mM phosphate buffer and
dialyzed overnight against the same buffer. Protein
samples were denatured in Laemmli’s disruption
buffer (Laemmli 1970) and fractionated in a 12%
(w/v) SDS-PAGE. Proteins were renatured by remov-
ing SDS and 2-mercaptoethanol with casein-EDTA
wash buffer (10 g 17" casein, 2 mM EDTA, 40 mM
Tris—HCI, pH 9). Detection of chitinase activity after
gel electrophoresis was measured using 4-MU-
GIcNAc, 4-MU-(GIcNAc), and 4-MU-(GIcNAc)s
using the same conditions as previously described
(Barboza-Corona et al. 2003, 2008).

Effect of increased chitinase synthesis of CrylAc
crystal size

Because the expression of the cry/Ac gene might be
affected by the simultaneous overexpression of the
chiA74 gene in the recombinant strain, the size of
crystalline inclusions produced by the recombinant
and the wild-type strains were compared under
transmission electron microscopy (TEM). Both
strains were cultured in NBS and NBS + glucose
(Park et al. 2001; Casique-Arroyo et al. 2007) media
without antibiotic until complete autolysis was
observed under phase contrast microscopy (Axio
Imager.A1l Zeiss). Spore-crystal complexes were then
washed by centrifugation three times and pellets
resuspended in double distilled water (ddH,O). The

volume was adjusted to obtain appropriate crystal
spreading as observed by phase contrast microscopy.
Then, 2 pl of each suspension were dispersed on a
TEM formvar-coated grid and air-dried. Subse-
quently, 2 pl of 1.5% (w/v) phosphotungstic acid
(pH 6.8) was laid on top of the dried samples for
2 min, which were then submerged in ddH,O. Grids
were air-dried and examined and photographed in a
Phillips Morgani electron microscope operated at an
accelerating voltage of 70 Kv and 5,600 X magni-
fication. The length of 75-414 bipyramidal crystals
per sample was individually measured from the
photographs. Measurements were subjected to
ANOVA and Tukey’s analyses to determine statisti-
cal significance between crystal sizes in the wild-type
and recombinant strains.

Effect of chitinase overexpression on spore count

About 100 pl of autolysed cultures (72 h) were
incubated at 60°C for 20 min to destroy any remain-
ing vegetative cells (Park et al. 2001). After serial
dilution (107°-1077), suspensions were plated on
nutrient agar without erythromycin and incubated at
28°C for 24 h to determine the number of viable
spores produced by each strain in each medium. Data
were analyzed with the ANOVA program (StatSoft
Inc.). Experiments were replicated three times on
three different days.

Results

Construction of the recombinant strain
and plasmid stability

HD-73 cells were transformed with the recombinant
plasmid pEBchiA74 (Fig. 1) and grown on a medium
with antibiotic. Subsequently, erythromycin resistant
colonies were cultured on medium containing colloi-
dal chitin as carbon source. From the transformants, a
colony surrounded by a visible halo was selected and
named HD-73-pEBchiA74. To corroborate the integ-
rity of this recombinant strain and also the integrity of
HD-73-pEHchiA74 and HD-73 used in this work
(Casique-Arroyo et al. 2007), PCR analysis was
performed. Plasmid preparations (Reyes-Ramirez and
Ibarra 2008) were isolated from the wild type HD-73
and also from recombinant HD-73-pEHchiA74,

@ Springer



36

Antonie van Leeuwenhoek (2009) 96:31-42

HD-73-pEBchiA74. When enrichment plasmid prep-
arations were analyzed with chiA74-1 and chiA74-3
(primers a and c, Table 1), primers that allowed
amplification of chiA74 with its native promoter and
transcription terminator (Table 1; Fig. 2a), we found
that the three strains produce an amplicon of
~2.5 kbp (Fig. 2b, lines 1-3). It is important to note
that we have recently identified and cloned a chiA74
gene homologue (i.e. chiA-HD73) located on the
chromosome of HD-73 that shows 98% identity at the
nucleotide level with chiA74 (Barboza-Corona et al.
2008). Therefore, to confirm that HD-73-pEBchiA74

A
a
1
— chiA-HD73 —
Cc
a
2 —
— chiA-HD73 —
[o]
a
3 -
chiA-HD73
(o]
4
B C
Primers a,c b,c
Kb M1 2 343 Kb M

5.0
3.0

2.0
16

Fig. 2 Detection of chiA74 gene in recombinant strains of B.
thuringiensis. a Schematic representations of amplification of
chiA-HD73 and chiA74 genes under the control of different
promoters in (/) HD-73, (2) HD-73-pEHchiA74, (3) HD-73-
pEBchiA74 strains and (4) pHT3101 vector containing the cytA
promoters and STAB-SD sequence (pPF-CH vector). Sequence
of primers used for amplification is described on Table 1.
Primers a and c allow amplification of chiA-HD73 and chiA74
genes with their native promoters and transcription terminator;
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harbored chiA74 under control of pcyt/A/STAB-SD,
PCR reactions were performed using specific primers
(Table 1; Fig. 2a). With cyt-STAB-1 and cyt-STAB-
2 (primers d and e, Table 1), amplicons of ~0.6 kbp
were obtained in HD-73-pEBchiA74 (Fig. 2c, line 3)
and pPF-CH plasmid (Fig. 2c, line 4), whereas with
chiA74-2 and chiA74-3 (primers b and c, Table 1)
and also with cyt-STAB-1 and chiA74-3 (primers d
and c, Table 1), amplicons of respectively, ~2.3
(Fig. 2b, lane 3, primers b, ¢) and 2.5 kbp (Fig. 2c,
lane 3, primers d, ¢) were obtained. No amplifications
were found with HD-73 and HD-73-pEHchiA74

a
= pEHchiA74
— chiA74 —
c
d b
o pPEBChiA74
W o
e <
d
j pHT3101
e
d,e d,c
2 3 4 1 2 3 4

b and ¢ permit amplification of open reading frame (orf) of
chiA74 and its transcription terminator; d and e amplify pcytA/
STAB-SD sequence; d and c¢ allow amplification of chiA74
under the control of pcytA/STAB-SD sequence. b Amplifica-
tion of chiA-HD73, chiA74 wild-type genes (lines 1, 2, 3,
primers a, c¢) and chiA74 orf (lines 3, primers b, c). ¢
Amplification of pcytA-STAB sequence (lines 3, primer d, e),
and chiA74 gene under the control of pcytA/STAB-SD
sequence (line 3, primers d, c)
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strains (Fig. 2c, lanes 1, 2) either by using the cyt-
STAB-1 and cyt-STAB-2 primers nor cyt-STAB-1
and chiA74-3, indicating that these strains did not
harbor chiA74 under the control pcyt/A/STAB-SD 1.

The HD-73-pEBchiA74 recombinant strain showed
pEBchiA74 plasmid stability under non-selective
pressure. When the recombinant bacterium was culti-
vated in NB without erythromycin with daily transfers
for 31 days, 90% of erythromycin resistant colonies
were obtained. The high segregational stability of
pEBchiA74 suggests that this recombinant could be
stably maintained after several passages, similar to the
pBCX shuttle vector (Lertcanawanichakul and Wiwat
2000), or pHY A2 and pEHchiA74 harboring chitinase
genes (Lertcanawanichakul et al. 2004; Casique-
Arroyo et al. 2007).

Analysis of chitinase and protease production

Bacteria were grown in NBS and NBS supplemented
with 0.5% (w/v) glucose and the effect of these media
on Cry, chitinase and protease production was
examined. NB plus salts and glucose medium has
been previously shown to promote larger amounts of
crystalline inclusions and spores (Park et al. 2001).
However, it has been also demonstrated that glucose
inhibits endogenous chitinase expression by catabolic
repression (Saito et al. 1998; Felse and Panda 1999)
while at the same time allows for the synthesis of
larger crystals with a higher content of Cry proteins
in a semisynthetic medium (Scherrer et al. 1973).
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25000
£~ 20000
15000

mL

10000
5000
1200 ]
1000

800 -
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b d e
0 T T T

Chitinolytic activity (U
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200 a

- Glucose + Glucose (0.5% w/v)

Independent of medium constitution, the highest
chitinase yield was obtained with HD-73-pEBchi-
A74, followed by HD-73-pEHchiA74 and HD-73
(Fig. 3a). The highest yields were detected in NBS
without glucose, with values of ~29,000, 500 and
80 U/ml for, respectively, HD-73-pEBchiA74, HD-
73-pEHchiA74 and HD-73. This result clearly
showed that when HD-73 was transformed with a
chitinase gene under regulation of the strong pcytlA/
STAB-SD promoter, a marked incremental increase
in chitinase production of ~58- and 362-fold com-
pared with, respectively, the strain transformed with
chiA74 regulated by its native promoter and the wild-
type bacterium was obtained. Similarly, when bacte-
ria were grown in NBS with glucose, HD-73-
pEBchiA74 produced ~35- and 190-fold higher
levels of chitinase than, respectively, HD-73-pEH-
chiA74 and HD-73. This result indicated that when
bacteria were grown in a medium with glucose
decreases of ~50, 20 and 5% were observed in,
respectively, 73-pEBchiA74, HD-73-pEHchiA74 and
HD-73, when compared to growth in NBS lacking
glucose. In other regards, little or no change in
protease production was observed when bacteria were
grown in media with or without glucose (Fig. 3b).

Detection of chitinase after gel electrophoresis
Supernatants of bacteria cultures growing in NBS

plus glucose were concentrated and equal amounts of
protein preparations were fractionated by gel
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Fig. 3 a Chitinolytic and b proteolytic activities of wild and recombinant strains grown on NB plus salts without glucose (—glucose)
or NB plus salts and glucose (+glucose). (a, d) HD-73, (b, e) HD-73-pEHchiA74 and (c, f) HD-73-pEBchiA74
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electrophoresis (SDS—PAGE) for detection of chitin-
olytic activity with three fluorescent substrates.
ChiA74 protein has a predicted molecular mass of
74.5 kDa, but in the processed form it is ~71 kDa
(Barboza-Corona et al. 2003). With 4-MU-(GlIcNAc),
(Fig. 4b) and 4-MU-(GIcNAc); (Fig. 4c) but not with
4-MU-GIcNAc (data not shown), we detected enzy-
matic activity associated with proteins of molecular
masses corresponding to ~70 kDa (Fig. 4a) i.e.
corresponding to the ChiA74 and ChiA-HD73 en-
dochitinases (Barboza-Corona et al. 2003, 2008).
Although zymogram analysis is not a quantitative
method and gels were exposed to UV light (312 nm)
for only a short period of time to avoid image
saturation, HD-73-pEBchiA74 showed the strongest
activity for proteins of ~70 kDa, followed by HD-
73-pEHchiA74 and HD-73. This result is correlated
well with the robust enzymatic activity detected in
the strain transformed with chiA74 under the control
of pcyt]IA/STAB-SD (Fig. 3). Data were consistent
on three zymograms performed on three different
days. It is important to note that signals observed with
proteins of ~70 kDa in HD-73-pEBchiA74 and HD-
73-pEHchiA74 could be due to the release of MU by
the combined action of both ChiA-HD73 and ChiA74
whereas in the wild type HD-73 the chitinase activity
is conferred by ChiA-HD73. Similar results were
observed when zymograms were carried out using
secreted proteins of bacteria grown in NBS without
glucose (data not shown). Additionally, a protein of

A
1 2 3 KDa
<« ~70
o <+ ~30

Fig. 4 a SDS-PAGE and identification of chitinolytic
enzymes from wild-type and recombinant strains with b 4-
MU-(GIcNAc), and ¢ 4-MU-(GIcNAc);. Bacteria were culti-
vated in NBS supplemented with glucose and secreted proteins
were concentrated using ammonium sulfate. About ~3 pg of
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~30 kDa was detected with trimeric and tetrameric
fluorogenic derivates (Fig. 4b, c) and a faint signal
was observed with the dimeric substrates (data not
shown) suggesting that this protein could be an
exochitinase. As the three strains showed comparable
fluorescence signals for the protein of ~30-kDa,
expression of this chitinase might be not affected by
the presence of chiA74 gene under the control of the
wild promoter or pcytA/STAB.

Effect on crystal size

The mean length of parasporal crystals, measured
under TEM (Fig. 5; Table 2), indicated that HD-73
produced larger crystals when cultured in NBS
supplemented with glucose than NBS without glu-
cose (1.356 vs. 1.235 pm). The mean crystal size of
HD-73-pEHchiA74 and HD-73-pEBchiA74, grown
on NBS without glucose, was 1.357 and 1.250 pm,
respectively, whereas when grown with supplemen-
tary glucose they averaged 1.376 and 1.139 pm,
respectively. Statistical analyses of the data showed
significant differences at P < 0.001 (Table 2). Inter-
estingly, crystal size of HD-73-pEHchiA74 grown
either with or without supplementary glucose,
showed no statistical differences, whereas HD-73-
pEBchiA74 produced significantly larger crystals
without supplementary glucose than when grown
with it. Also, crystals produced by HD-73 (1.356 pum)

KDa

each sample was separated in SDS-PAGE gel and the
chitinolytic activity was detected with fluorogenic synthetic
derivates. Lane 1, HD-73; lane 2, HD-73-pEHchiA74; lane 3,
HD-73-pEBchiA74. For determination of molecular masses a
BenchMark protein ladder (Invitrogen) was used
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Fig. 5 Transmission electron microscopy of negatively
stained crystals produced by wild-type and recombinant strains
of Bacillus thuringiensis. a Strains grown on NBS and b NBS
supplemented with glucose. HD-73 (/); HD-73-pEHchiA74
(2); and HD-73-pEBchiA74 (3). Micrographs show examples
of randomly selected parasporal crystals. Bars, 2 pm

and HD-73-pEHchiA74 (1.376 pm) grown with sup-
plementary glucose, showed no difference, as
previously reported (Casique-Arroyo et al. 2007).

Effect of chitinase overexpression on spore count

Comparative analyses of spore counts showed that
independent of media, recombinant strain expressing
chiA74 under the control of pcyt1 A/ISTAB-SD produced
fewer viable spores, followed by bacteria expressing
chiA74 with its native promoter and the HD-73 wild-
type strain. HD-73, HD-73-pEHchiA74 and HD-73-
pEBchiA74 growing on NBS produced, respectively,
6.8 x 10°, 49 x 10° and 1.5 x 10° spores/ml;
whereas when grown in NBS supplemented with
glucose, corresponding counts were 8.8 x 10°,
53 x 10° and 1.3 x 10’ spores/ml. These results
indicated that HD-73 expressing chiA74 under the
control of the native promoter showed a ~30-40%
decrease in sporulation, whereas HD-73 expressing
chiA74 under the control of pcyt/A/STAB-SD showed a
decrease of ~75-85%, compared to the wild-type
strain, when grown in the absence or presence of glucose
(Table 2).

Discussion

To our knowledge, this is the first report of a
recombinant strain of B. thuringiensis transformed
with a homologous chitinase gene under the control
of strong pcyt]IA/STAB-SD promoter sequence, an
expression system used to markedly improve yields
of entomocidal Cry proteins and the binary toxin
(Bin) of B. thuringiensis and Bacillus sphaericus,
respectively (Park et al. 1998, 2005). To study the
effect of this expression system on chitinase produc-
tion and to test the influence of glucose on the

Table 2 Mean parasporal crystal length and mean viable spore counts from wild-type and recombinant strains, grown on different

media

Strain Number of crystal

Crystal size (um) (£SD)

Spores/ml x 107 (£SD)

NBS without glucose

HD-73 414

HD-73-pEHchiA74 317

HD-73-pEBchiA74 231
NBS with glucose

HD-73 134

HD-73-pEHchiA74 75

HD-73-pEBchiA74 245

1.235 (£0.214)b*
1.357 (£0.252)a

675.5 (14.1)b*
485.5 (24.7)d

1.250 (£0.222)b 153.5 (7.7)e
1.356 (£0.247)a 882.0 (9.9)a
1.376 (£0.227)a 528.5 (12.0)c
1.139 (£0.202)c 132.0 (8.5)f

* Values followed by different letters in the same column are significantly different at P < 0.001 (size) and P = 0.05 (spore count)
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synthesis of both chitinase and Cry proteins, the
physiological changes in a wild-type strain (HD-73)
and two recombinant strains of B. thuringiensis
transformed with chiA74 under the control of its
wild-type promoter (HD-73-pEHchiA74) and pcytA/
STAB-SD (HD-73-pEBchiA74) were studied. We
showed that the marked improvement in chitinase
yield with the chimeric expression system resulted in
physiologic effects related to a slight decrease in
CrylAc crystal size and significant reduction in spore
count, probably compensating effects for the marked
increment (~ 362-fold) in enzyme synthesis.

Our observation that the HD-73 wild-type strain
produced chitinase when grown for ~72 h (Fig. 3) in
a medium lacking chitin as inducer but containing
glucose was somewhat surprising, as glucose is
known to suppress chitinase synthesis by catabolic
repression (Saito et al. 1998; Felse and Panda 1999).
Although the specific reason why this occurred is
unknown, it is possible that after 72 h, glucose levels
could have been exhausted resulting in upregulation
of the chitinase gene, a phenomenon known to occur
as bacterial cultures age (Carsolio et al. 1994). In
addition, whether the HD-73 chitinase gene is
expressed constitutively or whether point mutations
have accrued in the promoter to confer constitutive
expression (Ni and Westpheling 1997; Arora et al.
2003) is unknown. When the native promoter of
chiA74 was replaced with the strong expression
system (pcytA-STAB), the resulting HD-73-pEBchi-
A74 strain showed a 362-fold increase in chitinase
production, the highest level reported to date for
B. thuringiensis and independent of whether the
bacterium was grown in medium with or without
glucose. In this regard, it is important to note that in
the chimeric construct the native ribosome binding
site and the putative signal peptide sequences of
chiA74 were retained (Barboza-Corona et al. 2003)
(Fig. 1) to allow secretion of recombinant chitinase in
HD-73. Additionally, dot-blot analysis performed
with samples amplified by Reverse Transcription
PCR to determine the relative synthesis of chiA74-
specific mRNA showed that transcript level in HD-
73-pEBchiA74 was higher than in strains HD-73-
pEHchiA74 and HD-73 (data not shown). This result
suggests that the high level of ChiA74 synthesis in
HD-73-pEBchiA74 is related to higher levels of
expression and/or greater mRNA stability conferred
by pcytA/STAB-SD.

@ Springer

Because the insecticidal Cry proteins of B. thurin-
giensis are among the most important components for
applied use, one of the aims of the present study was to
hyper-produce chitinase in B. thuringiensis while
incurring little or no deleterious effects on the crystal
toxin size, yield and sporulation. To this end, we used a
rich medium previously demonstrated to allow high
levels of synthesis of entomocidal crystal proteins
(Park et al. 2001) and modified the glucose concen-
tration to control chitinase synthesis by catabolic
repression (Felse and Panda 1999) and the size of
crystalline inclusions (Scherrer et al. 1973). We
assayed different glucose concentration [0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5% (data not shown)] and selected 0.5% (w/v)
because results were reproducible at this concentra-
tion. Although the level of chitinase production was
higher without glucose, the decrease observed at 72 h
in all strains in a medium supplemented with glucose
was not as notable, possibly because chiA74 expres-
sion was not regulated by glucose concentrations or
this compound was depleted (see Fig. 3). The incre-
ment in chitinase production had an effect on the size
of the Cry1Ac crystalline inclusion in the recombinant
strain, possibly because of a diminution of CrylAc
synthesis. The decrease in crystal size probably is due
to competition for nutrient precursors for chitinase and
CrylAc synthesis and not by an increase in CrylAc
proteolysis, as production of proteases were not
affected by chitinase production (Fig. 3).

Apparently, the presence of glucose in the culture
medium allows the wild-type strain to produce larger
crystals, as compared when grown in medium
without supplementary glucose. This result showed
the influence of glucose concentration as an impor-
tant factor that positively influences the crystal size in
B. thuringiensis, as reported previously (Scherrer
et al. 1973). In contrast, the effect of glucose on the
crystal size of the recombinant strains was not clear.
No difference in crystal size was observed in HD-73-
pEHchiA74 grown with or without supplementary
glucose, whereas crystals produced by HD-73
expressing chiA74 under the control of the pcytA/
STAB were larger when grown without supplemen-
tary glucose than without it. The explanation for these
observations is unknown and further studies will be
required to understand this phenomenon. However,
probably the pcytA/STAB promoter is negatively
regulated by glucose metabolism, a proposal that
remains to be resolved.
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The presence of glucose in the culture medium
also affected sporulation. In general, when a
medium was supplemented with glucose, an incre-
ment in the spore yield was observed. It is an
interesting observation as an increment in spore
production is associated with an increment in Cry
yield (one spore and crystal per cell). Recently it has
been reported that if glucose is added to a medium
at concentration higher than 7.5% (w/v), a delay of
sporulation occurs (Berbert-Molina et al. 2008). In
particular, HD-73-pEBchiA74 showed a reduction of
~75-85% in spore yield after growth in NBS or
NBS plus glucose compared with the wild type
strain. For potential applied use, reduction in spore
count and crystal production is undesirable, as these
are important factors in the insecticidal activity of
B. thuringiensis.

Finally, we showed that pcyt/A/pSTAB-SD is a
useful expression system for significantly enhancing
yields of a protein (chitinase) other than Cry
proteins of B. thuringiensis and it could be an
important system for expressing other proteins with
biotechnological value. Our future objectives are to
develop culture systems that allow not only
increased chitinase yields with the pcyt/A/pSTAB-
SD expression system, but more importantly, sys-
tems that will increase sporulation and CrylAc
protein yields in the recombinant bacterium
described here. Additionally, genetically manipulat-
ing the CrylAc gene using 3’ mRNA stabilizing
sequences, chimeric promoters, or by the inclusion
of helper protein genes that encode putative molec-
ular chaperones may be beneficial for achieving our
goal (Park et al. 2007). These studies will be
required to determine the optimal conditions for
expressing ChiA74 and maximizing both crystal
toxin and spore yield to enhance the insecticidal
activity of the recombinant strain.
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Abstract Recently, we reported the synthesis of five bac-
teriocin-like inhibitor substances (Bt-BLIS: morricin 269,
kurstacin 287, kenyacin 404, entomocin 420, and tolworth-
cin 524) by Mexican strains of Bacillus thuringiensis. Here
we show that, collectively, these Bt-BLIS have a moderate
to broad spectrum of antibacterial activity, being toxic to
clinically significant against Gram-positive and Gram-neg-
ative bacteria, including common etiological agents of
human diseases, such as strep throat and scarlet fever, septi-
cemia, pneumonia, urinary tract infection, and emetic and
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gastrointestinal syndromes. Although synthesis of the five
Bt-BLIS was independent of the presence of a target induc-
ing bacterium, we demonstrated for the first time that a
proteinaceous component(s) secreted by, or liberated by
proteolytic cleavage of Bacillus cereus 183 following treat-
ment with proteinase K, enhanced Bt-BLIS synthesis.

Keywords Bacillus thuringiensis - Bacteriocins -
Antibacterial activity - Enhancement

Introduction

As artificial additives used for food preservation can produce
undesirable health effects, many consumers are demanding
the substitution of potentially harmful artificial ingredients
with safe and natural compounds. As such, there is growing
interest in expanding the use of effective natural antimicrobi-
als such as thymol, carvacrol and bacteriocins as preserva-
tives (Olasupo et al. 2003). In particular, bacteriocins are
natural antimicrobial peptides synthesized and secreted by
bacteria, and have the capacity to inhibit growth of closely
related species thereby eliminating or significantly reducing
competition for available nutrients (Paik et al. 1997; Simon
et al. 2002; Matthewes 2004). Currently, nisin, an antimicro-
bial peptide synthesized by Lactococcus lactis, is the only
bacteriocin that is generally recognized as safe (GRAS) for
human consumption. However, the use of nisin is limited as
it is ineffective against Gram-negative bacteria (Olasupo
et al. 2003). Thus, there is considerable interest in identify-
ing and mass-producing other bacteriocins with moderate to
broad spectra of activity for applied use in the food industry
(Chen and Hoover 2003; Alvarado et al. 2005).

In this regard, identification of such bacteriocins synthe-
sized by natural bacterial isolates (producers) is complicated
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by observations that their optimal production is dependent
upon induction by different stimuli, including the presence
of inducing target microbes (susceptible inducers), nutrient
depletion, culture media composition, reduction of growth
rate, or changes in physical conditions that affect growth,
such as temperature, pH, and oxic and anoxic stress
(Biswas et al. 1991; Yang and Ray 1994; Diep et al. 2000;
Maldonado 2004; Barboza-Corona et al. 2007). In addition,
the presence of extracellular peptides and other autoinduc-
ing agents synthesized by susceptible inducers or producer
could be required to optimize bacteriocin synthesis by
quorum sensing mechanisms (Nilsen et al. 1998; Diep et al.
1995; Kuipers et al. 1995).

Bacillus thuringiensis, an entomopathogen, is a naturally
occurring Gram-positive spore-forming soil bacterium rou-
tinely used worldwide in insect biocontrol (Swiecicka
2008). Its entomopathogenicity, due to a plethora of crystal
(Cry) protein toxins produced during sporulation, has been
widely reported (Schnepf et al. 1998). However, reports on
the production of bacteriocins by B. thuringiensis is scarce
and there is only a limited information about the spectrum
of activity and biophysical properties of bacteriocins pro-
duced by strains of this microbe (Favret and Yousten 1989;
Paik et al. 1997; Cherif et al. 2001, 2003; Ahern et al. 2003;
Kamoun et al. 2005; Gray et al. 2006a, b; Barboza-Corona
et al. 2007; de la Fuente et al. 2007; Chehimi et al. 2007).
Recently, we reported the production of five bacteriocin-like
inhibitor substances (Bt-BLIS: morricin 269, kurstacin 287,
kenyacin 404, entomocin 420, and tolworthcin 524) synthe-
sized by Mexican strains of B. thuringiensis (Barboza-
Corona et al. 2007). Taking into account the growing inter-
est in identifying broader spectrum bacteriocins for applied
use, the focus of the present study was to expand our knowl-
edge regarding the target range of activity of these Bt-BLIS
and to gain insights into the nature of the inducer or
enhancer agent(s) that promote Bt-BLIS synthesis. Towards
this end, we assayed the inhibitory effects of morricin 269,
kurstacin 287, kenyacin 404, entomocin 420, and tolworth-
cin 524 against important pathogenic bacteria and fungi, and
found that, collectively, Bt-BLIS inhibited a wide variety
of clinically significant microorganisms. We also demon-
strated for the first time that even though production of
bacteriocins by B. thuringiensis does not require induction,
it could be enhanced by the presence of peptide(s) synthe-
sized by a susceptible bacterium, Bacillus cereus 183.

Materials and methods
Microbial strains and culture conditions

Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269),
B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287), B. thuringiensis
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subsp kenyae (LBIT 404), B. thuringiensis subsp. entomoci-
dus (LBIT 420) and B. thuringiensis subsp. tolworthi (LBIT
524) were obtained from a native bacterial stock collection
held at CINVESTAYV, Campus Guanajuato, Mexico, and
were used to produce, respectively, morricin 269, kurstacin
287, kenyacin 404, entomocin 420, and tolworthcin 524
(Barboza-Corona et al. 2007). For bacteriocin production,
strains were cultured at 28°C in tryptic soy broth (TSB).
B. cereus 183 was obtained from a collection of Bacillus
strains maintained in the International Entomopathogenic
Bacillus Centre, Institut Pasteur, Paris, France. This strain
was employed as the enhancer bacterium in enhancement
studies and for the determination of bacteriocin activity
with the well-diffusion assay (Barboza-Corona et al. 2007)
and by the fluorogenic method previously described by de
la Fuente-Salcido et al. (2007). Activities of the five bacte-
riocins were evaluated against Gram-negative bacteria,
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter cloacae
ATCC 13047, Proteus vulgaris ATCC 13315, Escherichia
coli (Quanti-Cult), Salmonella sp., Shigella flexneri, and
Klebsiella pneumoniae, and Gram-positive bacteria, Staph-
ylococcus xylosus ATCC 700404, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria innocua, Bacillus cereus 183, Strepto-
coccus pyogenes, and Streptococcus pneumoniae. Bacteria
not obtained from an ATCC collection were acquired from
the Clinical Microbiological Laboratory and Sanitary of the
Laguna, with the exception of Salmonella sp. and L. innocua
that were obtained from the Laboratory of Public Health of
the State of Hidalgo, Mexico. Fungi from our laboratory
stock used in this study were Rizophus sp., Fusarium
oxysporum, Mucor rouxii IM80, Trichoderma sp. SH1, and
Trichoderma sp. SD3.

Production of Bt-BLIS

To study the kinetics of bacteriocin production, bacterial
strains were cultured overnight in TSB at 28°C with 180
rpm and an aliquot of 5 ml (~1 x 10’ cells/ml) was mixed
with 45 ml of fresh TSB and incubated overnight. Dupli-
cate samples were taken at 2 h intervals over a 24 h period.
One of the samples was used for monitoring cell growth
spectrophotometrically at 600 nm. The other was centri-
fuged, adjusted to pH = 7 with 5 N NaOH, and filtered
through a 0.20 mm filter, and 50 pl of the each supernatant
was evaluated for antibacterial activity with the rapid fluo-
rogenic method (de la Fuente-Salcido et al. 2007).

Detection of bacteriocin activity in SDS-polyacrylamide
gel-overlay assays

Equal amounts of bacteriocin preparations treated with
Laemmli’s buffer without S-mercaptoethanol were incu-
bated at 55°C for 5 min and loaded in two 15% continuous
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sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gels for
electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). One gel was
stained with Coomassie blue using standard protocols, and
the other was fixed for 30 min with 25% (v/v) isopropanol
and 10% (v/v) acetic acid. Afterwards, the gel was washed
with double-distilled water for 1 h and equilibrated for 10
min in phosphate buffer, pH 6.5. The gel was aseptically
placed in a sterile Petri dish and overlaid with soft TSB
containing agar (0.7% w/v) and B. cereus 183 as described
above. The Petri dish was incubated at 28°C for 1 day and
examined for zones of inhibition (Barboza-Corona et al.
2007). Standard prestained protein molecular markers
(BenchMark, Invitrogen) were used to estimate the molecu-
lar masses of Bt-BLIS.

Antibacterial activity of bacteriocins against food-borne
pathogenic bacteria

The modified well-diffusion method was used to assess
antibacterial activity of partially purified bacteriocins
against food-borne pathogenic bacteria (see above). Bacte-
ria were cultivated overnight at 37°C in TSB, brain heart
infusion (BHI), or nutrient broth (NB), and 105 pl (~1 x

10° cell/ml) of each culture were mixed with 15 ml of TSB
with warm soft agar 0.7% (w/v) and plated. Wells, 8 mm in
diameter, were dug into the agar and kept for 2 h at 37°C.
Then, 100 pl of partially purified bacteriocin preparations
was added to each well and incubated for 12 h at 4°C to
allow diffusion of samples, followed by an additional incu-
bation at 28 or 37°C for 1 day before diameters of zones of
inhibition were measured (Table 1). The minimum detect-
able zone measured for analytic purposes was 1 mm
beyond the well diameter. Assays were repeated in tripli-
cate and the average result was recorded. For our purposes,
we defined one unit (U) of BLIS activity as equal to 1 mm?
of the zone of inhibition of growth of the indicator bacte-
rium (Delgado et al. 2005; Barboza-Corona et al. 2007).

Activity against fungi

Antagonistic activity against fungi (see above) was deter-
mined using potato dextrose agar (PDA). Wells, 8 mm in
diameter, were dug into fresh PDA and stored for 2 h at
37°C. One disk of ~8 mm of the outer edge of a 5 to 7-day-
old culture of each fungus was cut with a sterile cork borer
and placed in the center of new PDA plate. Then 100 pl of

Table 1 Inhibitory activity (U) of partial purified Bt-BLIS determined by the well-diffusion method

Indicator bacteria Medium of Bacteriocins
incubation (°C)*
Morricin 269 Kurstacin 287 Kenyacin 404 Entomocin 420 Tolworthcin 524

Gram-positive

B. cereus 1° TSB, 28 291 397 299 330 330
B. cereus 183 TSB, 28 402 481 365 63 45
E. faecium® TSB, 37 0 0 188 307 188
L. inoccua TSB, 37 610 657 402 126 126
S. aureus® NA, 37 1040 204 82 63 63
S. xylosus NA, 37 610 610 481 45 264
Str. pneumoniae® NA, 37 0 28 104 104 0
Str. pyogenes NA, 37 104 233 13 13 0
Gram-negative

E. cloacae BHI, 37 441 441 441 63 151
Escherichia coli LB, 37 204 402 565 104 56
K. pneumoniae BHI, 37 610 441 522 104 151
P. aeruginosa BHI, 37 610 565 402 208 104
P. vulgaris BHI, 37 0 28 45 28 0
Salmonella sp.4 BHI, 37 264 28 82 28 402
Shigella flexneri BHI, 37 63 63 0 0 0
Vibrio cholerae® TSB, 37 324 291 52 104 94

One unit is defined as 1 mm? of the zone of inhibition as determined by the well-diffusion method (see text). Data are the average of triplicate

assays. A value of “0” indicates no inhibition

% Media and temperature used for growing bacteria. In all cases, TSB plus agar was used in well-diffusion assays

b Data published in Barboza-Corona et al. 2007
¢ Assays were done with induced Bt-BLIS samples (see Fig. 2)
4 Fuzzy inhibition was observed
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crude bacteriocins were added to each well and incubated
overnight at 4°C to allow diffusion of the samples. Plates
were incubated at 28°C for 5-7 days after which growth
inhibition or morphological changes were recorded. Each
assay was repeated in triplicate.

Determination of the number of B. cereus necessary
to promote bacteriocin synthesis

A fixed inoculum (~1 x 10° cells/ml) of each of the B.
thuringiensis strains was co-cultured with increasing
amounts, from 103 to 107 cells/ml culture, of the enhancer
strain, B. cereus 183. Cultures were incubated at 28°C with
180 rpm, and samples were taken at 2-h intervals over an 8-
h period. Supernatants were assayed for bacteriocin activity
using the fluorogenic method, with B. cereus 183 as a con-
trol (de la Fuente-Salcido et al. 2007).

Partial characterization of the inducer of bacteriocin
synthesis

To determine if bacteriocin synthesis was enhanced by
secreted, internal, or structural components produced by the
enhancer strain, B. cereus 183 was cultivated in TSB over-
night and cells were separated from the supernatant by cen-
trifugation and filtration through a 045 pm filter
(Fisherbrand). Four different treatments, using TSB cul-
tures were performed, as follows: culture broths were inoc-
ulated with (1) 1% (v/v) of B. thuringiensis culture; (2) 1%
(v/v) of B. thuringiensis culture supplemented with 0.5%
(v/v) of B. cereus 183 culture; (3) 1% (v/v) of B. thuringi-
ensis culture plus 50 pL of B. cereus 183 cell-free superna-
tant; and (4) 1% (v/v) of B. thuringiensis supplemented
with 50 pL of B. cereus 183 cells heated at 55°C for 15
min. Duplicate samples were taken at 2-h intervals over a
8-h period and activity was evaluated using the fluorogenic
method (de la Fuente-Salcido et al. 2007). In addition,
autoinduction assays were performed using cell-free super-
natant or B. thuringiensis cells heated at 55°C.

To examine the susceptibility of the putative enhancer(s)
to proteolytic enzymes, control B. cereus 183 and B. thurin-
giensis strains were cultured in TSB overnight at 28°C, and
50 ml was centrifuged, and 50 pl of cell-free supernatant
was mixed with the same amount of phosphate buffer 100
mM, pH 7.0 (buffer final concentration: 50 mM) and then 1
unit/ml of proteinase K (Invitrogen) was added. Likewise,
the pellet was resuspended in 1,000 pl of phosphate buffer
50 mM, pH 7.0, and 50 pl of B. cereus cells was incubated
at 55°C for 10 min, after which 1 unit/ml of proteinase K
(Invitrogen) was added. For controls, one sample contain-
ing cell-free supernatant and the other containing bacterial
cells were treated as described above but without proteinase
K. Mixtures were incubated at 37°C for 1 h and then heated
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at 100°C for 10 min to inhibit the enzymatic reaction. Cul-
tures were incubated at 28°C (180 rpm) and duplicate ali-
quots of 1 ml were taken at 2-h intervals over an 8-h period.
One sample was used for absorbance measurement at 600
nm and the other for bacteriocin assay with the fluorescent
method.

Results
Production of bacteriocins (Bt-BLIS)

To produce Bt-BLIS for antimicrobial assays, the Mexican
strains of B. thuringienisis and the enhancer bacterium, B.
cereus 183, were cultivated in TSB over a 24-h period. The
highest bacteriocin yields for LBIT 269 and LBIT 287, and
LBIT 404, LBIT 420 and LBIT 524 were detected at,
respectively, ~24 and 15 h, as previously observed (Barb-
oza-Corona et al. 2007). Samples collected at these times
were concentrated and analyzed by SDS-PAGE to corrobo-
rate the activity and molecular weight of bacteriocins. As
was expected (Fig. 1), each Mexican strain produced an
active bacteriocin of ~10 kDa that elicited inhibitory
effects against B. cereus 183, the bacterium employed in
subsequent enhancement studies. After confirmation, these
samples were used in antimicrobial assays against food-
borne pathogenic and clinically significant bacteria and
against various fungi.

Antimicrobial activity

To determine their antimicrobial spectra, Bt-BLIS samples
were assayed against different bacteria using the well-diffu-
sion method (Table 1). Of the Gram-positive bacteria
tested, collectively, Bt-BLIS showed activity against B.
cereus, Listeria inoccua, Staphylococcus aureus, S. xylo-
sus, and Streptococcus pneumoniae. Inhibitory effects were
also observed against different Gram-negative bacteria, i.e.,

~10 kDa

Fig. 1 Direct detection of Bt-BLIS. Assays were performed using
bacteriocins fractionated in SDS-PAGE and overlaid with B. cereus
183 culture. Lane 1 tolworthcin 524, lane 2 entomocin 420, lane 3
kenyacin 404, lane 4 kurstacin 287, lane 5 morricin 269. The arrow
indicates the relative position (~10 kDa) of proteins that elicited bac-
terial growth inhibition zones. BenchMark prestained protein ladder
(Invitrogen) was used to estimate the molecular masses of bacteriocins
of B. thuringiensis
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Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae and Pseudomona aeruginosa, Salmonella sp., and
Vibrio cholerae. Interestingly, in other regards, Streptococ-
cus pyogenes and Shigella flexneri were susceptible to mor-
ricin 269 and kurstacin 287, whereas Enterococcus faecium
were inhibited by kenyacin 404, entomocin 420 and tol-
worthcin 524.

When the activity of Bt-BLIS was assayed against differ-
ent fungi (Table 2), inhibition of sporulation in Tricho-
derma species was recorded as a change on coloration from
green to white. Inhibitory effects were not observed against
Rizophus sp., Fusarium oxysporum and Mucor rouxii.

Determination of the number of B. cereus 183 cells
required to enhance Bt-BLIS synthesis

When B. thuringiensis strains were co-cultivated with B.
cereus 183 (Barboza-Corona et al. 2007), an increase in
bacteriocin production, compared to the control, was
observed (Fig. 2). In these studies, a series of each of the B.
thuringiensis strains were cultured under the same condi-
tions that yielded a maximal bacteriocin activity (24 or 15
h), and different quantities of cells of the enhancer bacte-
rium, B. cereus 183, were added. We observed that the
highest production of morricin 269 and kurstacin 287
occurred at, respectively, 6 and 4 h with 1 x 10° and 1 x
103 cells/ml of B. cereus 183, whereas maximal enhance-
ment of kenyacin 404, entomocin 420, and tolworthcin 524
occurred at 8 h using, respectively, 1 x 10°, 1 x 107 and 1
x 10° enhancer cells/ml. The addition of B. cereus 183
cells to B. thuringiensis cultures showed that the former
strain was able to enhance synthesis of morricin 269, kurst-
acin 287, kenyacin 404, entomocin 420 and tolworthcin
524 by, respectively, 42, 65, 68, 90 and 79% when com-
pared with controls (Fig. 2).

Partial characterization of the Bt-BLIS inducer

When B. thuringiensis cultures were supplemented, either
with B. cereus 183 cells heated at 55°C or cell-free super-
natants, incremental increases in bacteriocin production
were observed in all cultures (Fig. 3). In comparison, under

Table 2 Antimicrobial activity of partial purified Bt-BLIS against fungi

ol |

@
o
1

% of induction
5
1

20 —

T T T T T
Morricin 269 Kurstacin 287  Kenyacin 404 Entomocin 420 Tolworthcin 524

Fig. 2 Increase of bacteriocin production in Mexican strains of B.
thuringiensis by the presence of the susceptible enhancer bacterium, B.
cereus 183. Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni (LBIT 269), B.
thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287), B. thuringiensis subsp. ke-
nyae (LBIT 404), B. thuringiensis subsp. entomocidus (LBIT 420) and
B. thuringiensis subsp. tolworthi (LBIT 524), which produced, respec-
tively, morricin 269, kurstacin 287, kenyacin 404, entomocin 420 and
tolworthcin 524, were co-cultured with different quantities of B. cereus
183 cells (see “Materials and methods”). The percent enhancement of
Bt-BLIS by B. thuringiensis strains was calculated using cultures with-
out the enhancer bacterium as baseline controls. Bacteriocin activity in
supernatants was determined with a fluorogenic method using B.
cereus as the indicator bacterium

the conditions used in autoinduction assays, we observed
lower incremental increases (from ~10 to 40%) at the
beginning of the cell growth, but this increment could not
been maintained and was depleted after 8 h of incubation
(data not shown).

To determine the chemical nature and thermostability of
the BT-BLIS enhancer molecule(s) synthesized by B.
cereus 183, B. thuringiensis cultures were supplemented
with either cell-free supernatants or B. cereus cells heated
at 55°C, or treated with or without proteinase K (Fig. 3).
When cell-free supernatants treated with proteinase K were
used as enhancer samples, all B. thuringiensis strains
showed a decrement in bacteriocin activity when compared
with controls. In addition, when B. cereus cells treated with
proteinase K were added to cultures, LBIT 287, LBIT 404,

Fungi Characteristic Morricin 269 Kurstacin 287 Kenyacin 404 Entomocin 420 Tolworthcin 524
Rhizopus sp. Food spoilage — — — — —

Fusarium oxysporum Plant pathogen — — — — —

Mucor rouxii Soil fungus — — — — —

Trichoderma sp. SH1 Mycoparasite +

Trichoderma sp. SD3 Mycoparasite +

Symbols (+) and (—) indicate, respectively, inhibition or no inhibition of sporulation. Inhibition of sporulation was observed as a change in the

hyphae color from green to white
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Fig. 3 Enhancement of bacteriocin production in Mexican strains of
Bacillus thuringiensis using Bacillus cereus 183 cell-free supernatants
or B. cereus 183 heat-killed cells. B. thuringiensis cultures supple-
mented with cell-free supernatant treated with proteinase K (black
bar), cell-free supernatant without proteinase K (white bar), B. cereus
cells heated at 55°C and treated with proteinase K (gray bar), nd
B. cereus cells heated at 55°C without proteinase K treatment (gray
and lined bar)

LBIT 420 and LBIT 524 showed a reduction in BT-BLIS
synthesis, whereas an increase was observed for LBIT 269.

Discussion

The objectives of the present study were to determine
whether bacteriocins synthesized by Mexican strains of B.
thuringiensis (Bt-BLIS) had activity against important
pathogenic bacteria, not previously screened for this organ-
ism, and to determine the nature of biochemical compo-
nent(s) produced by a susceptible enhancer strain, Bacillus
cereus 183, that elicited an incremental increase in Bt-BLIS
synthesis. Our results demonstrate that, collectively, the
various Bt-BLIS have a broad spectrum of antagonistic
activity against both Gram-positive and Gram-negative
clinically significant bacteria.

Current data indicate that bacteriocins of B. thuringien-
sis could have either a narrow or a moderate spectrum of
activity. For example, thurincin (Favret and Yousten 1989),
tochicin (Paik et al. 1997), thuricin 7 (Cherif et al. 2001),
and thuricin 17 (Gray et al. 2006) have a narrow spectrum,
with limited activity against bacteria of the same species
(Paik et al. 1997; Cherif et al. 2001) or against a restricted
range of unrelated bacteria, i.e., Streptococcus pyogenes
and Listeria monocytogenes (Cherif et al. 2001). To the
contrary, entomocin 9 and thuricin S have an expanded
spectrum that include not only Bacillus species, but also
Lactococcus, Listeria monocytogenes, Pseudomona aeru-
ginosa (Cherif et al. 2003), Salmonella enteriditis, Pseudo-
mona putida (Chehimi et al. 2007), and fungi including
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Aspergillus nidulans and Fusarium graminis (Cherif et al.
2003). Recently, we reported that Bt-BLIS produced by
Mexican strains of B. thuringiensis have inhibitory activity
against Bacillus species, Listeria inoccua, Enterococcus
faecium and Vibrio cholerae (Barboza-Corona et al. 2007).
Here, we expanded the target range to include a plethora of
pathogenic and opportunistic bacteria (Table 1) known to
be etiologic agents of septicemia, wound infections, urinary
tract infection (UTI), and infections of the lower respiratory
and gastrointestinal tracts (Prescott et al. 2005). Included
among these bacteria are those that cause outbreaks of sore
(strep) throat and scarlet fever (Streptococcus pyogenes),
and diarrheal and emetic syndromes (Shigella flexneri, Sal-
monella sp., E. coli, and Vibrio cholerae) (Prescott et al.
2005). Prior to this study, only entomocin 9 (Cherif et al.
2003) was shown to be active against Pseudomonas aeru-
ginosa, a common nosocomial agent of diverse diseases
ranging from pneumonia, septicemia and UTI. Here, we
demonstrate that each of the Bt-BLIS studied were active
against P. aeruginosa (Table 1).

Our studies also demonstrated that each of the five Bt-
BLIS samples prevented sporulation of Trichoderma sp.
(Table 2), a mycoparasite widely used in biological control.
It is important to note that antifungal activity by different
Bacillus species has been attributed to the production of
Zwittermicin A, an aminopolyol antibiotic (Silo-Suh et al.
1998). Previously, we reported that only one of the B. thur-
ingiensis strains used in this study, i.e., LBIT 269, con-
tained a putative zwittermicin A gene that was amplified by
PCR (Barboza-Corona et al. 2007). However, we cannot
exclude the possibility that the other Mexican strains con-
tained a zwittermicin A gene homologue that was not ampli-
fied with the primers used in that study. It is also known
that chitinases produced by Bacillus thuringiensis confer
antifungal activity (Morales de la Vega et al. 2006). We
detected low amounts of chitinases (data not shown) in
crude bacteriocin preparations used for assays in the pres-
ent study with methods described by Barboza-Corona et al.
(2008). Thus, the failure of Trichoderma species to com-
plete its life cycle from mycelial growth to sporulation
could be due to the presence of zwittermicin and/or chitin-
ases. Further studies are required to determine if zwittermi-
cin is produced in these strains. In addition, bioassays
employing chitinase inhibitors (e.g., allosamidin) could be
useful to determine whether chitinases play a detrimental
role in the life cycle of Trichoderma species. As such, we
are unable to conclude whether the antifungal activity is,
specifically, conferred by Bt-BLIS.

Unlike other bacteria such as Lactobacillus plantarum
NC8, which require a susceptible bacterium to induce
synthesis of bacteriocin (Maldonado et al. 2004), the
Mexican strains of B. thuringiensis studied here produced
Bt-BLIS in the absence of an inducer. Our results clearly
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demonstrate that Bt-BLIS synthesis is significantly
enhanced by the presence of B. cereus 183. Under the con-
dition used in our autoinduction assays, we detected a small
increase in the bacteriocin production at the beginning of
the assay. However, this increase could not been main-
tained by a putative autoenhancer. Although bacteriocins
are known to act as autoinducers, for example, nisin and
subtisilin from, respectively, Lactococcus lactis and B. sub-
tilis (Klein et al. 1993; Kuipers et al. 1995), there are some
examples where peptide pheromones released during quo-
rum-sensing are not sufficient to either trigger or maintain
bacteriocin production in highly diluted cultures (Kleerebe-
zen and Quadri 2001). Consequently, we cannot exclude
the possibility that Bt-BLIS or other extracellular peptide
secreted by B. thuringiensis could act as minimal autoenh-
ancers.

At the commencement of the present study, we assayed
the ability of three different susceptible strains of B. cereus
to induce synthesis of Bt-BLIS in co-cultures. Although
each of these strains enhanced synthesis of bacteriocins
(data not shown), we selected B. cereus 183 for subsequent
studies because it yielded reproducible incremental
increases of antimicrobial peptides. Regarding the
enhanced synthesis of Bt-BLIS in the presence of B. cereus
183 (Fig. 2), our results suggest that the enhancing mole-
cule is a secreted proteinaceous component as treatment of
B. cereus culture supernatants with proteinase K suppressed
Bt-BLIS levels. In addition, our observation that heat-killed
B. cereus 183 proteinase-K treated preparations enhanced
morricin 269 production, but not the other Bt-BLIS, sug-
gests a species-specific protease-resistant component
released from the 183 strain after treatment enhances syn-
thesis of the bacteriocin by Bacillus thuringiensis subsp.
morrisoni (LBIT 269). Further studies are required to iden-
tify the putative secreted and cell-associated enhancer com-
ponents of B. cereus 183.

In conclusion, we have shown that bacteriocins synthe-
sized by Mexican strains of B. thuringiensis have a moder-
ate to broad spectrum of activity and are effective against
human pathogenic bacteria of clinical significance. In addi-
tion, this is the first report demonstrating that synthesis of
B. thuringiensis bacteriocins could be enhanced either by
extracellular or structural proteins produced by B. cereus,
possibly through a quorum-sensing mechanism. Our future
objectives are focused on identifying putative enhancers of
B. cereus 183, and cloning the Bt-BLIS genes for studies
related to mechanisms involved in regulation of their
expression. Currently, we are conducting experiments to
determine whether susceptible Gram-negative or Gram-
positive bacteria, other than B. cereus, are able to enhance
the production of bacteriocins in Mexican strains of
B. thuringiensis. In addition, our ultimate goal is to hyper-
express these genes in a GRAS (generally recognized as

safe) bacterium to produce various Bt-BLIS for safety and
efficacy studies and applied uses.
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Introduction

Abstract

Aims: To synthesize two heterologous endochitinases in Escherichia coli and
demonstrate their potential for applied use in generating antibacterial chitin-
derived oligosaccharides (OGS).

Methods and Results: Heterologous endochitinase genes, chiA Nima and
chiA74, were expressed in E. coli. Endochitinases were secreted by the E. coli
export machinery and by ~20 h maximal chitinolytic activity was observed.
The highest chitinolytic activity was observed with ChiA Nima, which pro-
duced antibacterial OGS with activities against Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus and S. xylosus.

Conclusions: It was shown that the export machinery of E. coli is well suited
for the secretion of bioactive ChiA74 and ChiA Nima endochitinases, and that
the latter can generate antibacterial OGS.

Significance and Impact of the Study: Our study suggests that it is feasible to
synthesize endochitinases ChiA Nima and ChiA74 codified by E. coli and mass-
produce these enzymes in culture supernatants. As signal peptides in native
ChiA Nima and ChiA74 were recognized by the protein export molecular appa-
ratus in E. coli, these short peptides could be included as signal sequences for
transport in E. coli of other proteins with applied value. This is the first report
suggesting that ChiA Nima can be used to produce OGS to control food-borne
pathogenic bacteria.

1997; Shabrukova et al. 2002; Barreteau et al. 2006;
Kadokura et al. 2007a), and have the potential for diverse

Oligosaccharides (OGS) are polymers of sugar subunits
that occur as free entities or in combination with other
biomolecules in all living organisms (Nakakuki 2002).
OGS vary structurally from each other based on the differ-
ent degrees of polymerization, typically being composed of
2-25 saccharide subunits (Barreteau et al. 2006). At pres-
ent, there is increased interest in large-scale production of
OGS and their derivatives from chitin in its low acetylated
form (chitosan) as these polymers can be utilized as pre-
biotic ingredients and food preservatives (Campbell et al.

© 2008 The Authors

clinical applications as antitumorigenic, antiangiogenic,
antimicrobial, hypocholesterolemic and antihypertensive
agents (Suzuki et al. 1986; Kobayashi et al. 1990; Choi
et al. 2001; No et al. 2002; Chen et al. 2005; Bhattacharya
et al. 2007; Wang et al. 2007). Bioactive OGS can be pro-
duced by enzymatic and chemical synthesis or by depoly-
merization of polysaccharides using physical, chemical or
enzymatic methods (Barreteau et al. 2006). However, the
lack of efficient mass production schemes is the main
disadvantage that limits enzymatic protocols.

Journal compilation © 2008 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 105 (2008) 15111520 1511
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Chitin  [f-(1,4)-N-acetyl-p-glucosamine (GIcNAc)n],
a major component of fungi cell wall, crabs and shrimp
exoskeleton, and the peritrophic membrane and exoskele-
ton of insects (Bhattacharya et al. 2007), is among the
most abundant polysaccharide widely distributed in nat-
ure. Thus, chitin provides a viable ubiquitous source for
exploitation in the large scale production of OGS. As such,
devising efficient enzymatic systems for chitin degradation
is of considerable interest. Diverse organisms such as bac-
teria, plants, arthropods and fungi, produce a myriad of
chitinases that play specific physiological roles related to
their structure and nutrition. For example, bacteria syn-
thesize a wide variety of chitinolytic enzymes that are cate-
gorized into two principal groups: endochitinases that
hydrolyse chitin randomly at internal glycosidic linkages,
and exochitinases that catabolize chitin progressively in a
process that initiates at the nonreducing end of chitin
resulting in release of chitobiose (chitobiosidases) or Glc-
NAc (N-acetylglucosaminidases). These products, particu-
larly GIcNAc, are subsequently converted into other
biomolecules that enter different metabolic pathways
employed for synthesizing diverse cellular structures
(Suzuki et al. 2002; Bhattacharya et al. 2007). In other
regards, chitinolytic enzymes are involved in virulence of
entomopathogenic bacteria that inflict high morbidity and
mortality in insect larval populations. Recently, we have
cloned two bacterial endochitinase genes, ChiA74 and
ChiA Nima, from respectively Bacillus thuringiensis subsp.
kenyae (LBIT 82) and Serratia marcescens Nima, and have
suggested their use as synergistic factor for increasing the
entomocidal activity of recombinant B. thuringiensis
expressing these genes (Barboza-Corona et al. 2003; Ruiz-
Sanchez et al. 2005a; Casique-Arroyo et al. 2007).

Although the use of fungal and bacterial chitinases in
OGS production have been reported (Ramirez-Coutifio
et al. 2006), there is a lack of information regarding ChiA
Nima and ChiA74 chitinases in similar processes. Here
we report on the heterologous expression of ChiA74 and
ChiA Nima in Escherichia coli, and on the chitinolytic
activities of their gene products. We demonstrate that
both enzymes are secreted efficiently by the E. coli export
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apparatus and retain their intrinsic activities, being capa-
ble of hydrolysing chitin to produce OGS. In particular,
OGS produced by ChiA Nima were shown to have
antimicrobial properties against important food-borne
pathogenic bacteria, and thus have potential applied value
in the food industry.

Materials and methods

Recombinant plasmids and bacterial strains

Parental recombinant pHT3101 plasmid vectors harbour-
ing the chiA Nima (pEANima) and chiA74 (pEHchiA74)
from, respectively, Serratia marcescens Nima and
B. thuringiensis kenyae (LBIT-82), were described pre-
viously (Barboza-Corona et al. 2003; Ruiz-Sanchez et al.
2005a). Plasmids pBluescript KS(+) [pBSKS(+) (Strata-
gene, La Jolla CA, USA)] and pHT3101 (Lereclus ef al.
1989) were used for expression of the chitinase genes
in  Escherichia  coli DH5aF  [supE44, AlacUI69
(F80lacZAM15) hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1 relAl].
The chiA74 and chiA Nima genes were amplified from the
pHT3101 parental templates using, respectively, the pri-
mer pair chiA74-1 and chiA74-3, and Sm-5 and Sm-6
(Table 1, Fig. 1). These oligonucleotides were designed to
amplify the chitinase genes with their regulatory
sequences (promoter, ribosome binding site and
transcriptional terminator) (Ruiz-Sanchez et al. 2005a;
Casique-Arroyo et al. 2007). PCR amplifications were
performed with the PCR SuperMix high-fidelity enzyme
mix (Invitrogen, La Jolla, CA, USA), in an iCycler ther-
mocycler (Bio-Rad) for 30 cycles of 94°C for 1 min, 55°C
for 1 min, 68°C for 4 min, followed by a 7-min termina-
tion step at 68°C. The PCR product was purified using
the QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Amplicons were
digested with restriction enzymes and ligated (Invitrogen)
into the same sites of the pBSKS(+) with T4 DNA ligase
to generate plasmids pBS74 and pBSNima (Fig. 1). All
recombinant plasmid constructs amplified in
Escherichia coli DH50F and purified using the Qiagen
plasmid Minikit.

were

Table 1 Primers used for amplification of chiA74 and chiA Nima endochitinases genes

Restriction sites

Primers Sequences* (underlined) References

chiA74-1 F: 5-ACGCGTCGACCTTTCTACGTCTTTAATAATTGGCTCCATAC-3" Sall Casique-Arroyo et al. (2007)
chiA74-3 R: 5-AACTGCAGCGAAAGCCTTTCCCTAACAGGTGACTAT-3’ Pstl Casique-Arroyo et al. (2007)
Sm-3 F: 5-CTAGTCTAGAGTTGTCAATAATGACAACACCCTGGCTG-3" Xbal Ruiz-Sanchez et al. (2005a)
Sm-4 R: 5-ACATGCATGCCATTTTTAGCGCATTGGTCTGACCCT-3’ Sphl Ruiz-Sénchez et al. (2005a)
Sm-5 F: 5-CGCGGATCCGAGTGTGGTGCAATACTG-3" BamHl This work

Sm-6 R: 5-CGGGGTACCGCTGAATGATGAATATCTG-3’ Kpnl This work

*Forward (F) and reverse (R) primers.

© 2008 The Authors
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Maps References
() CIAT4T pBS74
BSKS+ .
—I ChiA74, 2-6 kbp i This work
. _4—
(b) ChI_A>74-1 pEHChiA74 chiA74-3
_I chiA74, 2-6 kbp | PHT3101 Casique-Arroyo et al. 2007
4—
chiA74-3
(c) S_n;S pBSNima
A BSKS+ .
— :::::::::::gchiANima;g-ZKbp;::::::::::—p This work
<
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Sm-3
(d) >
o _pHT3101 Ruiz-Sanchez et al. 2005

Figure 1 Schematic illustrations of different constructs used to synthesize bacterial endochitinases in Escherichia coli. (a) pBS74 and (b) pEHchi-
A74 were used to produce ChiA74 of Bacillus thuringiensis; these constructs contained chiA74 in, respectively, pBluescript KS(+) and pHT3101. (c)
pBSNima and (d) pEANima were used to synthesize ChiA Nima of Serratia marcescens; these constructs contained chiA Nima in, respectively,
pBluescript KS(+) and pHT3101. The forward and reverse primers (see also Table 1) used to obtain the different constructs by PCR are also

shown.

Chitinase assays using fluorogenic substrates

Recombinant bacteria were cultivated overnight (37°C,
200 rev min~") in Luria-Bertani broth (LB, Difco) with
ampicillin (0-1 mg ml™"). Samples with the same number
of cells were transferred to fresh LB broth with ampicillin.
Aliquots of 2 ml were collected at different times, centri-
fuged at 17 000 g for 10 min, and the supernatants were
assayed for endochitinase activity in a Turner fluorometer
(model 450; 340-nm interference filter and 415-nm cut
filter) using the fluorogenic 4-MU-(GIcNAc); substrate,
as described previously (Barboza-Corona et al. 2003;
Ruiz-Sanchez et al. 2005a). Assays were replicated in trip-
licates. To quantify chitinolytic activity, one unit (U) was
defined as the amount of enzyme required to release
1 umol of 4-methylumbelliferone in 1 h (Barboza-Corona
et al. 2003).

RT-PCR

RNA was isolated at different times from cells grown in
LB with ampicillin at 28°C. Briefly, cells were harvested at
4°C and the pellets were suspended in 0-2 ml of TRIzol
reagent (Invitrogen). Samples were vortexed and incu-
bated at room temperature for 10 min. Subsequently,
0-2 ml of chloroform was added to each sample, then
mixed and incubated at room temperature for 3 min.
Samples were centrifuged at 17 000 g for 5 min, and

© 2008 The Authors

supernatants were mixed with 0-5 ml of isopropyl alcohol
per 1 ml of TRIzol The samples were placed at —20°C
for 20 min followed by centrifugation at 17 000 g for
15 min. Pellets were washed with 70% (v/v) ethanol in
0-1% (v/v) diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated double-
distilled water, dried at 55°C, and resuspended in 50 ul of
0-1% (v/v) DEPC-treated double-distilled water. RNA
concentrations were determined using the SmartSpec
3000 (Bio-Rad). Before RT-PCR, samples were adjusted
with 0:1% (v/v) DEPC to obtain the same RNA concen-
trations. Synthesis of cDNA was performed with the
SuperScript  first-strand synthesis system (Invitrogen)
using reverse primers (Table 1, Fig. 1) instead of
oligo(dT). PCR parameters were as described above.

Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
and zymograms analysis

Bacterial cultures with approximately the same number of
cells were transferred to LB broth with ampicillin and
grown overnight for a period corresponding to the time
that yielded the highest endochitinase activity, as pre-
viously determined based on the results of studies on the
kinetics of chitinase synthesis. Cultures were centrifuged,
pellets discarded, and supernatants were concentrated by
adding ammonium sulphate to 80% saturation with con-
stant stirring overnight. Concentrated proteins were
resuspended in 100 mmol 1" phosphate buffer and

Journal compilation © 2008 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 105 (2008) 1511-1520 1513
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dialysed overnight against the same buffer. Protein
samples were denatured in Laemmli’s (1970) disruption
buffer and fractionated by sodium dodecylsulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in a 12%
(w/v) gel. After electrophoresis, proteins were renatured
by removing SDS and 2-mercaptoethanol with casein-
EDTA wash buffer (10 g 1! casein, 2 mmol I”' EDTA,
40 mmol 1" Tris-HCI, pH 9), and detection of in-gel
chitinase activity was measured using 4-MU-(GIcNAc);,
as previously described (Barboza-Corona et al. 2003).

Chitinase activity by reduction of 3,5-dinitrosalicylic acid

Endochitinase activities were determined by 3,5-dinitro-
salicylic acid (DNS) reduction assays with chitin-derived
oligosaccharides (OGS) released during the hydrolysis of
colloidal chitin, based on the method described by Rojas-
Avelizapa et al. (1999) with minor modifications; i.e.
1-7 ml of concentrated proteins preparations with chitino-
lytic activity of ~1-1 U ml™" was mixed with 0-1 ml of
10% (w/v) colloidal chitin, 0-2 ml of 120 mmol 17! phos-
phate buffer (pH 6-8), and incubated at 37°C or 55°C for
at least 8 h to generate OGS. Subsequently, samples were
centrifuged and 0-2 ml of supernatants were taken at 2 h
intervals, mixed with 02 ml of 1% DNS (dissolved in
30% sodium potassium tartrate in 2 mol 17! NaOH), and
boiled for 10 min. Samples were incubated for 5 min at
room temperature and then 0-6 ml of water was added to
each reaction. The mixtures were centrifuged at 17 000 g
for 2 min, supernatants were collected, and absorbance
was recorded at 535 nm. One unit (UR) was defined
as the amount of enzyme required to release 1 uEq of
reducing sugar in 1 h.

Thin layer chromatography analysis

Reactions containing crude ChiA74 and ChiA Nima
chitinases and colloidal chitin were performed as
described above. Samples were centrifuged and superna-
tant were concentrated in a DNA120 SpeedVac (Thermo-
Savant). Pellets were resuspended in 50 ul of double
distilled water and OGS were analysed by silica gel
(Merck) thin layer chromatography (TLC) using 5:4:3
(v/v/v) n-butanol : methanol : 16% aqueous ammonia as
the mobile phase. Samples were visualized by staining
with 2-4% (w/v) phosphomolybdic acid, 5% (v/v) sulfu-
ric acid, and 1-5% (v/v) phosphoric acid (phosphomolyb-
dic acid reagent) (Kadokura et al. 2007b).

Antimicrobial activity
Antibacterial activity of OGS against food-borne patho-

genic bacteria (Bacillus cereus, Enterobacter cloacae, E. coli,
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Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus and S. xylo-
sus) was determined using the modified well-diffusion
method (Barboza-Corona et al. 2007). Twenty-five milli-
litre of tryptic soy broth (TSB) with soft agar 0-7% (w/v)
was mixed with 50 ul (~1 % 10° cells ml™") of each bacte-
rium and plated. Wells, 7 mm in diameter, were dug into
the agar and 0-05-0-1 ml preparations of crude chitin-
derived OGS (see above), control reactions without
enzyme or chitin, and kurstacin 287, a bacteriocin synthe-
sized by Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT-287)
(Barboza-Corona et al. 2007), were added to the wells.
Plates were incubated for 12 h at 4°C, followed by an
additional incubation at 28°C for 1 day, after which
diameters of zones of inhibition were measured. The
minimum detectable zone measured for analytical pur-
poses was 1 mm beyond the well diameter. Assays were
repeated in triplicate and the average was recorded for
each sample. For quantitative purposes, we defined one
chitin oligosaccharide inhibition unit (IU) as equal to
1 mm? of the zone of inhibition of growth of the indicator
bacterium.

Results

Heterologous expression and synthesis of chitinases in
E. coli.

To determine whether recombinant E. coli DH50F trans-
formed with the pBSKS(+) or pHT3101 vectors (respec-
tively, pBSNima and pBS74, and pEANima and
pEHchiA74) harboring the chiA Nima and chiA74 genes
(Ruiz-Sanchez et al. 2005a; Casique-Arroyo et al. 2007)
synthesized and secreted heterologous endochitinases,
concentrated proteins from culture supernatants were
fractionated by SDS-PAGE, and renatured proteins were
assayed by zymogram analysis for chitinolytic activity
using 4-MU-(GIcNAc); (Barboza-Corona et al. 2003)
(Fig. 2). As expected, E. coli DH50F-pBS74 and E. coli
DH50F-pEHchiA74 produced an endochitinase with a
molecular mass ~70 kDa, whereas for E. coli DH5aF-pE-
ANima and E. coli DH50F-pBSNima, an endochinase of
~60 kDa was observed (Fig. 2, lanes 1-4). No endochitin-
ase was detected in control nontransformed E. coli
DH5aF (Fig. 2, lane 5).

Kinetics of endochitinase gene expression and enzyme
activities

The results shown in Fig. 2 demonstrated that recombi-
nant strains synthesized and secreted the ChiA Nima and
ChiA74 chitinases. To determine the time during bact-
erial growth where the highest yield of heterologous
chitinases occurred, kinetic studies using fluorogenic

© 2008 The Authors
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Figure 2 Zymogram analyses of recombinant endochitinases synthe-
sized in Escherichia coli. Bacteria were cultivated in LB and secreted pro-
teins were concentrated with ammonium sulfate. The same amount of
proteins was separated in SDS-PAGE gel and chitinolytic activity was
detected with 4-MU-(GIcNAC)s. Lane 1, E. coli DH5aF-pBS74; lane 2,
E. coli DH5xF"-pEHchiA74; lane 3, E. coli DH5xF-pEANiIma; lane 4,
E. coli DH5aF-pBSNima; line 5; E. coli DH5aF". Molecular weights were
determined based on Bench-Mark protein ladder (Invitrogen). Arrows
indicate the position of ChiA74 and ChiA Nima.

4-MU-(GIcNAc); were performed as described previously
(Barboza-Corona et al. 2003; Ruiz-Sanchez et al. 2005a).
At ~20 h, the highest chitinase production was observed
for E. coli DH50F-pEHchiA74, followed by E. coli
DH50F -pBS74, E. coli DH50F -pEANima and E. coli
DH5aF -pBSNima (Fig. 3a—d).

With dot-blot analysis using chiA74 and chiA Nima
gene sequences as probes, we detected the corresponding
mRNAs at approximately 6 h of growth (data not
shown). This result coincides well with the initiation of
chitinolytic activity noted during the early stages of
bacterial growth (Fig. 3a—d). Chitinase-specific mRNAs
were also detected by RT-PCR at ~20 h at which time
maximal levels of chitinase activities were observed
(Fig. 3a—d). In similar studies, we have noted maximal
synthesis of ChiA74 (Casique-Arroyo ef al. 2007) and
ChiA Nima (Ruiz-Sanchez 2005) at, respectively, ~48 and
90 h in Bacillus thuringiensis and Serratia marcescens
Nima strains.

Production of oligosaccharides with ChiA Nima

A major objective of this study was to determine whether
the endochitinases synthesized E. coli could be effectively
used to generate oligosaccharides (OGS) from chitin. For
this purpose, we used colloidal chitin [0-5% (w/v), final
concentration]| as a substrate in reactions with ~1 U of
these enzymes (see Materials and methods), and the

© 2008 The Authors
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relative activities were quantified in equivalents (eq) of
reducing sugars produced from the generated OGS. The
highest activity was observed with ChiA Nima produced
by recombinant E. coli DH5¢F’-pEANima, an activity ~4
times higher than that of the other recombinant bacteria
(Table 2). Because ChiA Nima showed the highest activity
with colloidal chitin, we chose this enzyme to determine
whether the oligosaccharides produced by its hydrolytic
action had activity against food-borne pathogenic bacte-
ria. Before bioassays, we evaluated two temperatures over
a prolonged period of 8 h to determine the thermostabi-
lity of this enzyme, i.e. 37°C as it is the optimal growth
temperature for E. coli and S. marcescens, and 55°C
because it is near the optimal temperature for ChiA Nima
(Ruiz-Sanchez et al. 2005a) catalysis (Fig. 4). ChiA Nima
remained active over 8 h, and incremental increases in
OGS were observed. The highest activity was observed at
55°C, where it was ~1-5 times higher than that observed
at 37 °C. Thus we chose an incubation time of 8 h at
55°C for OGS production.

When colloidal chitin was digested with ChiA Nima for
8 h at 55°C similar OGS patterns were detected by TLC.
Under the conditions used in the assay [(GlcNAc)g],
[(GlcNAc)s] and [(GlcNAc);] derivative were detected
(Fig. 5). However other derivates with higher degrees of
polymerization could have been produced as other com-
ponents in the reaction did not migrate from the origin
suggesting that they had molecular masses greater than
the hexameric OGS (Fig. 5).

Antimicrobial activity

Crude chitin oligosaccharide mixtures produced by ChiA
Nima were assayed for antibacterial activity against differ-
ent food-borne pathogens using a modified well-diffusion
method (Barboza-Corona et al. 2007). As a positive con-
trol we used kurstacin-287, a bacteriocin produced by
B. thuringiensis subsp. kurstaki (LBIT 287) (Barboza-
Corona et al. 2007). In these studies, antimicrobial
activity was detected against both Gram-negative and
Gram-positive bacteria, respectively, Enterobacter cloacae
and E. coli, and Staphylococcus aureus and S. xylosus. No
activity was observed against Pseudomona aeruginosa and
B. cereus (Table 3).

Discussion

In the present study, we expressed endochitinase genes,
chiA74 from Bacillus thuringiensis and chiA Nima from
Serratia marcescens (Barboza-Corona et al. 2003; Ruiz-
Sanchez et al. 2005a), in Escherichia coli and demon-
strated that the encoded active enzymes were synthesized
and secreted as early as 6 h and maximally at ~20 h of
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Figure 3 Growth curve and corresponding endochitinase production in culture medium of recombinant and wild-type strains of Escherichia coli.
Bacteria were grown in LB with ampicillin and duplicate samples were collected at different time intervals. One sample was used for measuring
optical density at 600 nm (), and the other sample was used to evaluate endochitinase production in the supernatant using fluorogenic
4-MU-(GIcNAC)s (=¥-) and for chiA74- and chiA Nima-specific RT-PCR studies. (a, Fa), E. coli DH5aF-pBS74; (b, Fb), E. coli DH5«F-pEHChiA74;
(c, Fc), E. coli DH5aF-pBSNima; (d, Fd), E. coli DH5aF’-pEANiIma; (e, Fe), E. coli DH5aF" and (f) RT-PCR detection of chiA74 and chiA Nima tran-
scripts at different times. Arrow indicates signals obtained with chiA74 (a, b) and chiA Nima (c—e) used as positive control. One unit (U) is defined
as the amount of enzyme required to release 1 umol of 4-methylumbelliferone in 1 h. Standard deviations were smaller than the size symbols
used for each point.
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Table 2 Determination of chitinolytic activity by the release of reduc-
ing sugars (UR) at 55°C using colloidal chitin as the substrate

Strains UR x 10° Ratio
Escherichia coli DH5aF-pBS74 174 112
E. coli DH5aF-pEHCchiA74 2:08 1-34
E. coli DH5aF’-pBSNima 1-55 1-00
E. coli DH5aF-pEANIma 615 398
2500
2000
s
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g 1500
>
2 1000
[&]
<<
500

0 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 " 1 " 1
3 4 5 6 7 8
Reaction time (h)

Figure 4 Activity (uEq ml™") of ChiA Nima at different times. Chitino-
lytic activity was evaluated by measuring reducing sugar at two tem-
peratures 55°C (@) and 37°C (—@-). Colloidal chitin was used as
substrate.

incubation. In particular, we showed that heterologous
expression of these genes in E. coli resulted in higher
yields of enzymatic activities in a shorter period of
time when compared to synthesis in B. thuringiensis
(Casique-Arroyo et al. 2007) and S. marcescens Nima
(Ruiz-Sanchez 2005), in which the corresponding activi-
ties occurred maximally at respectively ~48 and 90 h.
Furthermore, from an applied perspective, our major
objective was to determine whether these endochitinases,
particularly ChiA Nima, could be used for the production
of oligosaccharides (OGS) from chitin, a biopolymer
widely distributed in nature, as OGS could be utilized as
prebiotic ingredients and food preservatives (Campbell
et al. 1997; Shabrukova et al. 2002; Barreteau et al. 2006;
Kadokura ef al. 2007a), and potentially as antitumorigenic,
antiangiogenic, antimicrobial, hypocholesterolemic, and
antihypertensive agents (Suzuki er al. 1986; Kobayashi
et al. 1990; Choi et al. 2001; No et al. 2002; Chen et al.
2005; Bhattacharya et al. 2007; Wang et al. 2007).
Although chemical processing of chitin to produce
OGS for use in the food and pharmaceutical industries is
a viable methodology, there is a potential for chemical
contamination in the final products (Wang et al. 2006).

© 2008 The Authors
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(GlIcNACc)3 —

(GIcNAC)5 —

(GIcNAC)s —

Figure 5 Thin-layer chromatography analysis of products from hydro-
lysis of colloidal chitin by ChiA Nima. Lane 1, molecular marker
(Sigma) containing a mixture of f-(1,4) N-acetyl-D-glucosamine (Glc-
NAC), chitobiose (GIcNAC),, chitotriose (GIcNAC);, chitopentaose (Glc-
NAC)s, and chitohexaose (GIcNAc)s. Oligosaccharides produced from
colloidal chitin with ChiA Nima (lane 2). Control reaction supple-
mented with ChiA Nima but not with chitin (lane 3), or supplemented
with chitin but not with endochitinase (lane 4).

Table 3 Inhibitory activity (IU) of chitin-derived oligosaccharides pro-
duced by ChiA Nima compared to IU of the bacteriocin, Kurstacin
287

Pathogenic bacteria Chitioligosaccharides Kurstacin 287

Bacillus cereus - 481
Enterobacter cloacae 126 441
Escherichia coli 104 402
Pseudomona aeruginosa - 565
Staphylococcus aureus 103 -

S. xylosus 104 610

-, without activity.

Thus, OGS preparations derived from chemical process-
ing of chitin require strict monitoring to ensure the
absence of toxic components and to validate that toxins
are within acceptable ranges. Alternatively, enzymatic
cleavage of chitin to produce OGS could offer a more
suitable approach that significantly reduces or eliminates
the presence of toxic components that accrue from chem-
ical processing. Secreted crude proteins containing natural
chitinase-producing strains of bacteria and fungi have
been exploited for producing OGS. However, their use is
limited due to the possibility that contamination of final
products could pose health risks to consumers. For exam-
ple, wild-type strains of B. thuringiensis, a Gram-positive
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sporeformer, harbour genes, including cryptic genes, that
code for various toxins including entomopathogenic crys-
tal toxins (Cry protein) and cytotoxins (e.g. A and K),
and haemolytic (e.g. HPIACD) and nonhemolytic toxins
(e.g. NheA, B, C), enterotoxins that are toxigenic for
mammal (Federici 2005; Swiecicka et al. 2006). In addi-
tion, the use of B. thuringiensis is disadvantageous as it is
known to secrete hydrolytic enzymes, such as proteases
which complicate downstream processes and affect pro-
duct stability (Simonen and Palva 1993). Similarly, the
use of S. marcescens in OGS production is limited, as this
Gram-negative enteric bacillus is an opportunistic patho-
gen of humans, being an etiologic agent of several dis-
eases including urinary tract infections, and superficial
and systemic infections (Ruiz-Sanchez et al. 2005b; Rodri-
guez et al. 2006).

In contrast, laboratory strains of E. coli have been used
extensively for the production of recombinant proteins,
either intracellularly or extracellularly, and in particular,
it has been demonstrated that this bacterium has similar
molecular mechanisms for protein export as those
observed in Bacillus spp. (Yamabhai et al. 2008). The
latter is conducive for mass producing active ChiA74 and
ChiA Nima from culture supernatants, as we have
observed here (Figs 2 and 3), indicating that their native
signal peptides are effective for export once synthesized in
E. coli. Thus, heterologous synthesis of recombinant
endochitinases in E. coli is especially advantageous.
Furthermore, ChiA 74 and ChiA Nima do not appear to
be susceptible to rapid proteolytic degradation or aggre-
gation as have been reported for several proteins heterolo-
gously synthesized in E. coli (Nishihara et al. 1998; Zhang
et al. 2007).

In this regard, we have also observed that ChiA74 and
ChiA Nima retain high levels of enzymatic activity in
crude samples prepared from wild-type strains, respec-
tively, B. thuringiensis and Serratia marcescens, and E. coli
after prolonged exposure to room temperature and frozen
storage in the absence protease inhibitors (Jose E. Bar-
boza-Corona, unpublished data). Although the specific
reason(s) for resistance of ChiA74 and ChiA Nima to
proteolytic cleavage in E. coli is presently unknown, con-
tributing factors could include: (i) escape from intracellu-
lar proteases as these endochitinases are efficiently
secreted (Yamabhai et al. 2008); (ii) presence of salt
bridges between domains in these enzymes that stabilize
their overall structure (Masson et al. 2002); and (iii) the
presence of glycosylated regions that protect these
enzymes from proteolytic cleavage, as has been observed
with Dbacterial cellulases (Langsford ef al. 1987) and
chitinases of Manduca sexta (Arakane et al. 2003).

The production of antimicrobial OGS derived from
chitin after digestion with ChiA Nima (Table 3, Fig. 5)

J.E. Barboza-Corona et al.

suggests that this enzyme could have utility in generating
large scale quantities of these derivatives for applied use
in food and pharmaceutical products. The lack of activity
against P. aeuroginosa and B. cereus could be due to the
absence of active OGS against these species, although sup-
pression of bacterial growth by OGS is known to be con-
centration-dependent (No et al. 2002). As such, it is
possible that higher quantities of OGS produced by ChiA
Nima degradation could elicit an inhibitory response.

In similar studies, antibacterial and antitumoral acti-
vities of a chitin-derived OGS of 6 degrees of polymeriza-
tion (DP) [(GlcNAc)s] have been reported (Tokoro ef al.
1988, 1989), and a mixture of chitin-derived oligosaccha-
rides with DP of 1 to 6 produced by the hydrolytic action
of a chitinase from B. subtilis W-118 had deleterious
effects on the opportunistic fungal pathogen, Fusarium
oxysporum, and human leukaemia cell lines (Wang et al.
2006). Our TLC data (Fig. 5) showed the production of
at least three OGS derived from chitin that could act
individually or synergistically to produce the observed
antimicrobial effect against food-borne bacterial patho-
gens. Further studies are required to distinguish the frac-
tion(s) responsible for antimicrobial activity and to
determine whether any of these have antitumorigenic and
other pharmaceutical utility.

In summary, we have clearly demonstrated that ChiA
Nima and ChiA74 are endochitinases that can be secreted
in a bioactive form by the protein export system of
E. coli. Our future studies include developing methods to
mass produce these endochitinases in E. coli and to
separate and purify the different OGS components for
antimicrobial and pharmaceutical assays.
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Abstract

We describe a novel bacteriocin screening assay based on fluorescence emitted by berberine following its influx into compromised cells. This
technique showed agreement with the conventional well-diffusion method, and results can be obtained within one hour. This assay could facilitate

the rapid identification of bacteriocinogenic bacterial isolates.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Bacteriocins are antimicrobial peptides that are synthesized
and secreted by bacteria, and because they elicit an inhibitory
effect on microbial populations they can potentially be used as
natural food preservatives (Oscariz and Pisabarro, 2001). As the
search for viable and stable bacteriocins for use in the food
industry is expanding (Alvarado et al., 2005), developing new
rapid protocols could facilitate screening and identification of
microbes that produce these peptides.

At present, the methods for determining bacteriocin activity
are based on enzymatic and non-enzymatic procedures.
Enzymatic methods rely on immediate measurement of
intracellular enzymes released after cellular lysis upon exposure
to bacteriocins. For example, elevated levels of lactate
dehydrogenase (LDH) have been observed following lysis of
susceptible strains by lactococcins (Morgan et al., 1995).
Although enzymatic methods can generate rapid results, their
accuracy can be compromised by the quality of crude bacteriocin
preparations contaminated by the enzymes being assayed, which
could yield false positive results.

In the non-enzymatic method, conventional techniques are
the well-diffusion or disc diffusion methods, where bacteriocins

* Corresponding author. Tel./fax: +52 462 624 2484.
E-mail address: josebar@dulcinea.ugto.mx (J.E. Barboza-Corona).

0167-7012/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mimet.2007.03.020

are added in wells dug into solid culture media, or on sterilized
paper discs placed on the surface of agar pre-inoculated with an
indicator strain (Tagg and McGiven, 1971; Bhunia et al., 1988).
In the “spot-on-lawn” or “agar spot” method, bacteriocinogenic
bacteria are flooded or cultivated on culture agar containing
indicator strains (Barefoot and Klaenhammer, 1983; Venema
etal., 1993; Schillinger and Liicke, 1989). Recently, a “deferred-
antagonism” plate assay was reported in which bacteriocino-
genic bacteria are inoculated in a straight line on agar medium
and then the indicator strain is grown perpendicularly, inducing
an inhibitory zone at the intersection, the distance which could
be used for quantitative analyses (Mélangon and Grenier, 2003).
With these methods, results are typically acquired within 2—
3 days, and accuracy of these procedures may be compromised
due to subjective measurements of inhibition zone (halos), or in
determining the last (critical) dilution that produced detectable
halos around wells or discs (Delgado et al., 2005; Barboza-
Corona et al., 2007). In addition to these time-consuming
procedures, errors in quantitative analyses can result from incon-
sistencies in the geometric progression of halos as bacteriocin
concentration increase (Delgado et al., 2005).

Non-enzymatic methods using liquid medium and spectro-
photometry or colony counts of indicator bacteria, also present
limitations that can significantly affect the accuracy of results
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(Kumazaki and Ishii, 1982; Mayr-Harting et al., 1972). For
example, even though these methods are more cost-effective
and eliminate problems associated with agar diffusion methods,
cell sedimentation, interference by sample color, and sigmoidal
curve relationships between the bacteriocin concentration and
inhibitory responses can adversely influence the accuracy of
results (Delgado et al., 2005).

Here, we describe a new and rapid methodology for
determining bacteriocin activity based on berberine fluores-
cence. We also show that this method correlates with the
conventional well-diffusion method. Berberine is an alkaloid
that fluoresces when located intracellularly. Although the
mechanism for this peculiarity is unknown, it is well-established
that berberine fluoresces when it binds to different biomole-
cules, including DNA and glycosaminoglycans (Reyes et al.,
2004; Talwalkar et al., 2005). Berberine is smaller than ATP and
can enter cells either through pores or after the disruption of the
cytoplasmic membrane (Oscériz and Pisabarro, 2001). In
principle, membrane damage induced by bacteriocins will
cause intracellular localization of berberine, and compromised
cells will fluoresce. Therefore, our methodology could be
applied for screening bacteriocins whose antimicrobial activi-
ties are based on membrane pore formation or disruption of
membrane integrity.

In this study, we assayed different bacteriocins (Morricin
269, Kurstacin 287, Kenyacin 404, Entomocin 420, Tolworth-
cin 524) produced by Mexican strains of Bacillus thuringiensis
(Barboza-Corona et al., 2007) to demonstrate the efficacy of this
rapid fluorescence assay. The susceptible indicator strain was
Bacillus cereus 183. To produce crude bacteriocins, strains
were cultivated in tryptic soy broth (TSB) for 24 h at 28 °C,
centrifuged at 10,000 xg for 15 min, and the supernatant was
filtered through 0.20-mm filter (Barboza-Corona et al., 2007).
Supernatants were concentrated with ammonium sulfate to 80%
saturation and precipitated at 4 °C with constant stirring
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Fig. 1. Fluorescence emitted by berberine sulfate upon intracellular localization
in Bacillus cereus. Inverted black triangles, 2 10® B. cereus cells treated with
toluene:acetone; black triangles, 4 x 10% B. cereus treated with toluene:acetone;
black circles, live 4x10% B. cereus cells; black squares, 50 mM phosphate
buffer— 5% glycerol. Standard deviations were smaller than the size symbols
used in each point.
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Fig. 2. a) Fluorescence emitted by berberine sulfate upon influx into Bacillus
cereus cells treated with different bacteriocins. b) Correlation between the
bacteriocin activity in mm? of inhibition area and fluorescence. Black squares,
Morricin 269; black circles, Kurstacin 287; white triangles, Kenyacin 404;
inverted white triangles, Entomocin 420; white diamonds, Tolworthcin 524.
Standard deviations were smaller than the size symbols used in each point.

overnight. Precipitated proteins were pelleted by centrifugation
at 16,000 xg for 30 min at 4 °C, resuspended in 100 mM
phosphate buffer (pH 7.0), and dialyzed overnight against the
same buffer using a mini-dialysis kit with a 1 kDa cut-off
(Amersham Biosciences). The dialyzed proteins were stored at
—20 °C.

To demonstrate that berberine could be used effectively in
rapid bacteriocin assays, we first demonstrated that this
compound would be able to fluoresce inside B. cereus, the
indicator strain, upon permeabilization with toluene:acetone
(London and Hausman, 1982). B. cereus was grown in TSB
overnight at 28 °C, then 1 volume of this culture was added to 4
volumes of fresh TSB and incubated at 28 °C, with 200 rpm
for 2 h. Cells were centrifuged at 10,000 xg for 15 min and
the pellet was resuspended in 50 mM phosphate buffer with
5% (v/v) glycerol (PBG) to adjust the bacterial concentration to
2x10% or 4x 10® cell/ml. Then, 200 pl of the culture was mixed
with 20 ul of toluene:acetone (1:4), vortexed for 10 s and
incubated at 4 °C (London and Hausman, 1982). Immediately,
20 pl of this sample was mixed with 50 mM PBG and with
different volumes of 4 mM berberine sulfate (Sigma) dissolved
in ethanol in a total final volume of 1000 pl. The mixtures were
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incubated for 1 min at room temperature and fluorescence was
determined in a Turner fluorometer (model 450; 340-nm inter-
ference filter and 415-nm cut filter). Assays were replicated in
triplicates and average values were plotted against berberine
concentrations (Fig. 1). Controls included cells that were not
treated with toluene:acetone and reactions devoid of bacteria but
with 50 mM PBG instead. In addition, controlled experiments
with crude preparations of bacteriocins alone, showed no
fluorescence signal (data not shown). Minimal fluorescence
was detected in the controls; however, cells treated with toluene:
acetone showed a marked increase in fluorescence demonstrat-
ing that cells were perforated, thereby allowing the influx of
berberine. As shown in Fig. 1, higher levels of fluorescence
occurred with increasing berberine concentrations or higher cell
density. For subsequent experiments, we selected a bacterial
concentration of 4% 10® cell/ml and a final berberine concen-
tration of 24 uM based on the midpoint of the graph.

To show whether, a) bacteriocins could elicit the similar
fluoresence response as cells permealized with toluene:acetone,
and b) if this activity correlates well with standard agar diffusion
methods, we performed similar experiments using the assays
described above. Each experiment was repeated in triplicate and
the average values used for comparative analyses. Assays were
performed using bacteriocins from bacterial cultures obtained
on the same or different days. In these experiments, 20 ul
(~4x10® cell/ml) of B. cereus was mixed with 0 to 50 pl of
bacteriocin preparation and volumes were adjusted to 100 pl
with 50 mM PBG. Reactions were incubated for 5 min at room
temperature. Subsequently, 6 pl of 4 mM berberine was added
and adjusted to 1000 pl with 50 mM PBG, for a final berberine
concentration of 24 uM. A linear increment of fluorescence
using up to 50 ul of each crude bacteriocin was observed, i.e.,
the higher bacteriocin concentration, the higher fluorescence.
Correlation coefficients () were 0.99 for Morricin 269,
Kurstacin 287, Kenyacin 404 and Tolworthcin 524 and 0.97
for Entomocin 420, (Fig. 2a).

To determine whether the fluorescence assay correlates with
standard diffusion methods, two experiments were performed
using the same amount of crude bacteriocin preparation as in
Fig. 2a. The first experiment was carried out as described above.
For the well-diffusion assay, 25 ml of TSB with soft agar 0.7%
(wt/vol) was mixed with 50 pul (~1x10? cells/ml) of B. cereus
183 and plated. Wells, 7 mm in diameter, were dug and different
volumes (10, 20, 30, 40, 50 pl) of filter-sterilized supernatants,
corresponding to those used in the fluorescence assay, was
added to each well and incubated for 12 h at 4 °C to allow the
diffusion of the samples, followed by an additional incubation at
28 °C for 1 day before diameters of zones of inhibition were
measured. One unit of activity was defined as 1 mm? of the zone
of inhibition of growth of the indicator bacterium (Barboza-
Corona et al., 2007). As shown in Fig. 2b, there was a high
degree of correlation (i.e. »=0.98, 0.99, 0.96 for respectively,
Morricin 269, Kenyacin 404, and Entomocin 420, and 0.97 for
Kurstacin 287and Tolworthcin 524) between the fluorescence
emitted by berberine and activity in mm? of inhibition of each
bacteriocin assayed separately. When those results were
analyzed altogether, we obtained a correlation of 0.93. With

our protocols, a maximum inhibition area of 350 mm? cor-
responding to a relative fluorescence of 340 still give a linear
response.

In addition, we assayed Nisin (Sigma) from Streptococcus
lactis, a common bacteriocin used in food preservation, and
Pediocin from Pediococcus acidilactici, to verify the efficacy of
our methodology. Bacteriocin samples were prepared as
described previously (Datta and Benjamin, 1997; Calderon-
Santoyo et al., 2001). For Nisin, we found a robust correlation
(r=0.92) between berberine fluorescence and mm? of inhibition
area using Listeria inoccua or B. cereus as indicator strains. When
Pediocin was assayed with L. inoccua the correlation was 0f 0.99.

In conclusion, the fluorogenic assay developed and de-
scribed here, provides a novel rapid and reliable screening
method to assay crude preparations containing substances that
destabilize bacterial membranes, particularly bacteriocins. Data
can be obtained well within an hour, and therefore the method
can substitute for tedious and time-consuming conventional
protocols, particularly the well-diffusion method.

Acknowledgements

We thank Gabriela Morales-Pérez and Janeth Adriana
Martinez-Cardenas for their technical assistance. This research
was supported by grant DINPO 2006 from the University of
Guanajuato. Norma de la Fuente-Salcido is a graduate student
supported by CONACY T-México, fellowship.

References

Alvarado, C., Garcia-Almendarez, B.E., Martin, S.E., Regalado, C., 2005. Anti-
Listeria monocytogenes bacteriocin-like inhibitory substances from Enter-
ococcus faecium UQ31 isolated from artisan Mexican-style cheese. Curr.
Microbiol. 51, 110-115.

Barboza-Corona, J.E., Vazquez-Acosta, H., Bideshi, D.K., Salcedo-Hemandez, R.,
2007. Bacteriocin-like inhibitor substances produced by Mexican strains of
Bacillus thuringiensis. Arch. Microbiol. 187, 117-126.

Barefoot, S.F., Klaenhammer, T.P., 1983. Detection and activity of lactacin B, a
bacteriocin produced by Lactobacillus acidophilus. Appl. Environ. Micro-
biol. 45, 1808—1815.

Bhunia, A.K., Johnson, M.C., Ray, B., 1988. Purificaction, characterization and
antimicrobial spectrum of a bacteriocin produced by Pediococcus
acidolactici. J. Appl. Bacteriol. 65, 261-268.

Calderon-Santoyo, M., Mendoza-Garcia, P.G., Garcia-Alvarado, M.A., Escudero-
Abarca, B.1., 2001. Effect of physical factors on the production of bacteriocin
from Pediococcus acidilactici ITV 26. J. Ind. Microbiol. Biotech. 26, 191-195.

Datta, A.R., Benjamin, M.M., 1997. Factors controlling acid tolerance of Lis-
teria monocytogenes: effects of nisin and other ionophores. Appl. Environ.
Microbiol. 63, 4123-4126.

Delgado, A., Brito, D., Fevereiro, P., Tenreiro, R., Peres, C., 2005. Bioactivity
quantification of crude bacteriocin solutions. J. Microbiol. Methods 62,
121-124.

Kumazaki, T., Ishii, S., 1982. A simple photometric method for determination of
the activity of pyrocin R 1. J. Biochem. 91, 817-823.

London, J., Hausman, S., 1982. Xylitol-mediated transient inhibition of ribitol
utilization by Lactobacillus casei. J. Bacteriol. 150, 657—661.

Mayr-Harting, A., Herges, A.J., Berkeley, C., 1972. Methods for studying
bacteriocins. In: Norris, J.R., Ribbons, D.W. (Eds.), Methods in Micro-
biology. Academic Press, New York.

Mélangon, D., Grenier, D., 2003. Production and properties of bacteriocin-
like Inhibitory substances from the swine pathogen Streptococcus suis
serotype 2. Appl. Environ. Microbiol. 69, 4482—-4488.



N. de la Fuente-Salcido et al. / Journal of Microbiological Methods 70 (2007) 196—199 199

Morgan, S., Ross, R.P.,, Hill, C., 1995. Bacteriolytic activity caused by the
presence of a novel lactococcal plasmid encoding lactococcins A, B, and M.
Appl. Environ. Microbiol. 61, 2995-3001.

Oscariz, J.C., Pisabarro, A.G., 2001. Classification and mode of action of
membrane-active bacteriocins produced by gram-positive bacteria. Int.
Microbiol. 4, 13—-19.

Reyes, R., Ramirez, G., Delgado, N.M., 2004. Fluorescent berberine binding as
a marker of internal glycosaminoglycans sulfate in bovine oocytes and
sperm cells. Arch. Androl. 50, 327-332.

Schillinger, U., Liicke, F.K., 1989. Antibacterial activity of Lactobacillus sake
isolated from meat. Appl. Environ. Microbiol. 55, 1901-1906.

Tagg, J.R., McGiven, A.R., 1971. Assay system for bacteriocins. Appl. Microbiol.
21, 943.

Talwalkar, S.S., Vaidya, A.B., Godse, C., Vaidya, A., Vaidya, R., 2005.
Plasmodium DNA fluoresces with berberine: a novel approach for diagnosis
of malaria parasites. Am. J. Clin. Pathol. 124, 408—412.

Venema, K., Abbe, T., Haandrikman, A.J., Leenhouts, K.J., Kok, J., Venema, G.,
1993. Mode of action of lactococcin B, a thiol-activated bacteriocin from
Lactococcus lactis. Appl. Environ. Microbiol. 59, 1041-1048.



Chapter Il

CHAPTER I

General, high yield, and rapid purification method
for small, hydrophobic, cationic bacteriocins.
Purification of lactococcin B from Lactococcus lactissubsp.cremoris9B4
and pediocin PA-1 from Pediococus acidilacticPAC1.0.

Koen Venema, Michael L. Chikindas, Jos F.M.L. Seegers,
Alfred J. Haandrikman, Kees J. Leenhouts,
Gerard Venema and Jan Kok.

Manuscript in preparation

35




Chapter Il

36

CHAPTER I

General, high yield, and rapid purification method
for small, hydrophobic, cationic bacteriocins.
Purification of lactococcin B from Lactococcus lactissubsp.cremoris9B4
and pediocin PA-1 from Pediococus acidilacticPAC1.0.

SUMMARY

Lactococcin B and pediocin PA-1, two small, approximately 5 kDa hydrophobic positively
charged bacteriocins, produced lbgctococcus lactisubspcremoris9B4 andPediococcus
acidilacticiPAC1.0, respectively, were purified by ethanol precipitation, preparative isoelectric
focusing and ultrafiltration. The procedure leads to reproducible high final yields (41% for
lactococcin B and 29% for pediocin PA-1) in comparison to the low yields (from smaller
then 1% to maximally 5%) when column chromatography is used for purification. Specifically,
during isoelectric focusing no loss of bacteriocin activity occurs. The method should be generally
applicable to small hydrophobic cationic bacteriocins. Naerminal amino acid sequence

of lactococcin B was determined. The sequence of the first 21 amino acids was: Ser-Leu-GIn-Tyr-
Val-Met-Ser-Ala-Gly-Pro-Tyr-Thr-Trp-Tyr-Lys-Asp-Thr-Arg-Thr-Gly-Lys, which is in agreement
with a proteolytic maturation step behind the consensus glycine doublet of the leader peptide.

and in a number of cases their mode of action has been
INTRODUCTION studied (for recent reviews see 7,16,18,19).
The ability of LAB to inhibit other bacteria by

producing bacteriocins is of special interest to the food
The ability of lactic acid bacteria (LAB) to inhibit the and feed industry, since some of these bacteriocins could
growth of other bacteria has been known for many yeargpotentially be used as food preservatives (5,25,30).
(26). A wide variety of compounds, such as low- In our laboratory the operons containing genes for
molecular weight antibiotics, metabolic (end-) products, production of and immunity against lactococcin A,
enzymes, defective bacteriophages, lytic agents andiactococcin B and lactococcin M (34,35) were cloned
bacteriocins, are responsible for this antagonistic activity from L.lactis subspcremoris9B4 and sequenced. Only
Of the criteria defined by Taget al (31) for a lactococcin A has been purified and &hterminal
bacteriocin: (i) narrow inhibitory spectrum of activity sequence has been determined (15), revealing that the
against (closely) related bacterial species; (ii) thelactococcin A structural gene specifies a prebacteriocin
presence of an essential, biologically active proteinwhich is processed behind a glycine doublet to produce
moiety; (i) bactericidal mode of action; (iv) attachment the mature form.
to specific cell receptors; and (v) plasmid-borne genetic Because bacteriocins are secreted into the growth
determinants, usually only the second and third are takemmedium, most approaches for purification start with
into account nowadays. There are several examples o concentration step from the culture supernatant, such
bacteriocins with a broad inhibitory spectrum of activity as salt precipitation (e.g. ammonium sulphate; 15,17),
including unrelated species (f.i. 24), bacteriocins thatacid precipitation (12), or by extraction with organic
act in a receptor-independent way (9,11), andsolvents (33). Subsequently, several chromatographic
bacteriocins whose genetic determinants are located osteps (including size exclusion, adsorption, and/or
the chromosome (17,22). Several bacteriocins of LAB hydrophobic interaction) are necessary to achieve
have been characterized biochemically and geneticallysignificant purification of the bacteriocins (23).

In order to be able to study their mode of action, we
developed a purification procedure that should, in
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principle, be applicable to all small, hydrophobic, defined medium (CDM) supplemented with 0.5 %
cationic bacteriocins and that omits column glucose or lactose. CDM was composed of the following:
chromatography. The procedure can easily be scaled-upuffer (21 g Na-3-glycerophosphate, 1 g &©,, 0.6
for large scale purification for industrial purposes. It g (NH,) citrate, 1g Na-acetate), amino acid mix (290
allowed the purification of lactococcin B, a bacteriocin mg Tyr, 250 mg Cys, 237 mg Ala, 390 mg GIn, 350
that proved refractive to purification using column mg Asn, 125 mg Arg, 437 mg Lys, 212 mg lle, 125
chromatography. The purified lactococcin B and mg Met, 275 mg Phe, 337 mg Ser, 225 mg Thr, 50 mg
pediocin PA-1 obtained in this way have been used toTrp, 325 mg Val, 175 mg Gly, 150 mg His, 475 mg
study their mode of action (3,37). Leu and 675 mg Pro), vitamin mix (4 ug pyridoxal,
2 ug nicotinic acid, thiamine dichloride, riboflavin, Ca-
pantothenate, folic acid, 20 pg Na-p-aminobenzoate,
MATERIALS AND METHODS biotin, 10 ug orotic acid, 2-deoxythymine, inosine,
pyridoxamine dichloride and 5 pug DL-6.8-thioctic acid),
metal mix (40 mg MgCl6H,0, 7.4 mg CaCl 1 mg
Bacterial strains, plasmids and growth conditions.  FeClL.4H,0, 1 mg ZnSQ.7H,0, 500 pg CoCJ.6H,0,
20 pg CuSQ5H,0 and 2.8 mg MnSPH,0) and base
The bacterial strains and plasmids used in this studymix (2 mg adenine, uracil, xanthine and guanine) per
are listed in Table 1.lactiswas cultured in M17 broth  liter, pH 6.4. Pediococci were grown in casein glucose
(30), Elliker lactic broth (8), or in chemically broth (1) or in MRS broth (6) containing 0.5% glucose.
1.5% agar was added to the media for platindactis
subsp.lactis IL1403(pMB580) (35) and 1L1414

Table 1: Bacterial strains and plasmids.

Bacterial strain or plasmid Relevant properties source or reference
Bacteria
Lactococcus lactis
L1403 plasmid free indicator strain for lactococcin B 4
IL1414 IL1403 derivative, containing lactose plasmid 4
Pediococcus
acidilactici PAC 1.0 wild type pediocin PA-1 producer 24
pentosaceu®PE 1.2 indicator strain for pediocin PA-1 24
Plasmids
pMB580 En, containing the lactococcin B operon 35
plpS Sp, pllPol-derivative, carrying T7 RNA polymerase this work
gene
pMGCT7°'580 Cnm, pMG36CT-derivative, containing the this work

lactococcin B operon under control of the
bacteriophage T7 promoter

pllPol Enl, containing T7 RNA polymerase gene 40

pMG36CT CnY, pMG36e-derivative, lactococcal gene C.M. Franke
expression vector

Em: erythromycin; Sp: spectinomycin; Cm: chloramphenicol; r: resistance.
(PMGCT7'580, plpS) were used as lactococcin B producersl.. lactisIL1403 was the indicator strain for
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lactococcin B. P. acidilactici PAC 1.0 and P. Pediocin PA-1 production.

pentosaceuBPEL.2 were the pediocin PA-1 producer

(24) and indicator, respectively. Erythromycin (Em) For purification of pediocin PA-1, 1 liter of dialysed
was used at a final concentration of 5 pg/ml for both casein glucose broth (2) was inoculated with 50 ml
L.lactis and Pediococcus Spectinomycin and overnight culture oP. acidilacticiPAC1.0 and grown
chloramphenicol were used at final concentrations ofovernight at 37 °C. Cells were removed by centrifugation

200 pg/ml and 5 ug/ml fok.lactis, respectively. and the supernatant was filter sterilized (0.45 pm
Schleicher and Schuell, Inc., Keene, N.H.). The activity
Bacteriocin assay. before and after filter sterilization did not differ.

The agar spot test was used to determine bacteriocifeneral purification method.
activity (37). In short, 16pl of a solution containing
bacteriocin was spotted on an agar plate in serial two-The bacteriocins were precipitated by mixing the
fold dilutions in demineralized water, containing 0.5% supernatant with an equal volume of cold (-20 °C) 96%
Tween 20, and, for lactococcin B, 1 mM DTT. After ethanol. After 3 hrs at -20 °C the precipitate was
the liquid had been completely adsorbed by the agargcollected by centrifugation (10.000 rpm, 30 min.) and
a topagar layer seeded with 0.1% of an overnight cultureresuspended in 50 ml demineralized water. Ampholytes
of the indicator was poured over the plates. The plategBio-Rad, Richmond, Calif., pH range 3-10) were added
were incubated for 12-14 hrs at 30 °C and examinedto 1%, Tween-20 (Tween-80 for pediocin PA-1) to 0.1%
for zones of growth inhibition. The highest dilution and glycine to 5% and the final volume was made up
which gave a distinct zone of inhibition after 16 h was to 55 ml. Subsequently, the proteins were loaded in the
defined as 1 arbitrary unit (AU). Overlayers on colonies Rotofor isoelectric focusing cell (BioRad) for preparative
were done as follows: Colonies were treated with isoelectric focusing at a constant power of 12W for
chloroform vapour for 15 min. After exposure of the approx. 5.5 hrs (until a plateau of constant voltage was
plates to air for another 30 min., softagar seeded withobtained). The fractions were collected and the pH of
0.1% of an overnight culture of the indicator was pouredeach fraction was adjusted to approximately 7. The
on the plates. After 12-14 hrs. of incubation at 30 °C activity in each fraction was tested by the agar spot test.
the plates were examined for zones of growth inhibition. Fractions containing bacteriocin were mixed and
ultrafiltrated through a membrane with a 3-kDa
Determination of optimal conditions for production molecular weight cut off in a Spin-x UF concentrator
of lactococcin B. (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA) to remove
ampholytes. Purity of the samples was tested by tricine-
An overnight culture of..lactisIL1403(pMB580) was ~ SDS-PAGE (29) and subsequent silver staining of the
used to inoculate (to approx. A@FU/mI) several gel (BioRad). Protein concentrations were determined
samples of GM17 broth containing increasingly more spectrophotometrically at 280nm.
3-glycerolphosphate (from 0-2%, in steps of 0.5%),
Elliker lactic broth, CDM, a GM17 dialysate, or double Overexpression of lactococcin B using bacteriophage
M17 with 0.5% glucose (G2M17). The inoculated media T7 RNA polymerase expression system.
were incubated at 30 °C and samples were removed
to determine bacteriocin activity and cell density Overexpression of lactococcin B was established by

(measured as optical density at 660nm.). using the T7 overexpression system fbrlactis
essentially as developed by Wedtsal. (40). The system
Lactococcin B production. was adapted as follows:

In plasmid plLpol, containing the T7 RNA polymerase
1 liter G2M17 was inoculated at 1% with an overnight gene under control of the lactose-inducible lactococcal
culture ofL.lactis IL1403(pMB580) and grown at 30 lac promoter, the the MLS marker was
°C until early stationary phase (approx. 5.5 hrs.). Then,
cells were removed by centrifugation and the supernatant
was sterilized by heating at 100 °C for 30 min. Activity
did not decrease during this step. Purification was done
according to the procedure below.
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replaced by aClal-Ndd fragment from pDL55

39

containing lcnB and IciB under control of the T7

containing the spectinomycin resistance marker AAD(9) promoter, was constructed by cloning thiedIll- Xba

(20), resulting in plasmid plpS. Instead of pMG280 (40) fragment from pT7'580 (35) in pMG36CT cut with the
as the carrier of théac operon, strain IL1414 (4; a same

used. The T7 expression vector,
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derivative of IL1403 containing a lactose plasmid) was pMGCT7'580. IL1414 was transformed with plpS and
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Figure 1: A:
Lactococcin B
production in
various media. A
1% inoculum of
L.lactis L1403
(pMB580) was
grown at 30 °C until
early stationary
phase in the media
indicated. At that
time samples were
removed and the
amount of
bacteriocin was
determined as well
as the OD660. B:
Lactococcin B
production during
growth of a 1%
inoculum ofL.lactis
IL1403 (pMB580)
in G2M17 at 30 °C.
With 30 min.
intervals the optical
density at 660 nm.
was determined as
well as the amount
of bacteriocin by the
agar spot test.

in

pMGCT7'580. The resulting transformant was grown
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on medium containing lactose, spectinomycin and RESULTS

chloramphenicol. Transformation bflactiswas done

as described earlier (21). General DNA cloning and

manipulation techniques were carried out essentiallyOptimal conditions for production of lactococccin
as described by Sambroei al. (28). B.

Purification of overexpressed lactococcin B. Growth of L.lactis IL1403(pMB580) and production
of lactococcin B were studied in various media. Figure
Culture supernatants of IL1414(plpS, pMGCT7'580) 1A shows that production was highest in G2M17. The
grown to early stationary phase on CDM containig 0.5% bacteriocin was produced during logarithmic growth
lactose (LCDM) were freeze dried (Lyph-lodi4.5, and highest activity was found in the early stationary
Labconco, Kansas City, MI). After redissolving the phase (Fig. 1B). After that activity declined, probably
freeze dried material in one-fiftieth of the original by readsorption of lactococcin B to the producer cells,
volume, the sample was ultrafiltrated as described aboveor by inactivation of the bacteriocin by the proteolytic/
peptidolytic system of the producer. Contrary to what
N-terminal amino acid sequencing. was reported by Geist al. (10), production in Elliker
lactic broth was lower than on GM17, even with the
N-terminal amino acid sequencing was carried out byoriginal strain L.lactis subsp. cremoris 9B4. No
means of Edman degradation on an automatedproduction was observed on CDM containing glucose
sequenator (Model 477A, Applied Biosystems, Foster(Fig. 1A). Because proteins and peptides present in a
City, Cal.) using protocols, chemicals and materials fromrich medium like GM17 complicate purification of
Applied Biosystems. The fenylthiohydantoin-derived bacteriocins, production was also tested in a GM17
amino acids were identified using on on-line coupled dialysate. A 10 times concentrated M17 solution was
HPLC (Model 120A ABI, Applied Biosystems). dialysed in a dialysis bag with a molecular weight cut
off of 12 to 14 kDa [resulting in GM17d(12-14)] or
of 3 kDa [resulting in GM17d(3)]. To the dialysate

Table 2: Purification of lactococcin B and pediocin PA-1.

sample/fraction volume OD,g total activity specmc activity purification yield
(ml) (AU) (AU/mI*OD ,¢) (fold) (%)

Pediocin PA-1

culture supernatant 1000 3.3 1.6 **10 4.8 * 10 1 100

ethanol precipitate 40 0.7 5.1*10 1.8 *10 37 32

rotofor samples 11.4 0.7 4.7 %10 6.3 * 10 131 29

retentate 114 0.5 4.6 * 10 8.1*10 169 29
Lactococcin B

culture supernatant 1000 35 1.0 *10 0.3*10 1 100

ethanol precipitate 50 50 3.0*10 1.2*10 40 300

rotofor samples 20 3.1 2.9 * 10 4.8 * 10° 1600 299

retentate 25 2.7 4.2 * %0 6.1*1C¢ 2033 41
Lactococcin B/CDM

culture supernatant 1000 6.0 5.0 *10 8.3* 10" 1 100

lyophilisate 50 5.5 7.3*10 6.6 * 107 8 146

retentate 2.5 2.5 6.9 * 10 5.6 * 10 675 138

2total activity in arbitrary units (AU) was determined in an agar spot test iBipgntosaceusPE1.2 (for pediocin
PA-1) or L.lactis IL1403 (for lactococcin B) as the indicator strain.
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glucose was added to 0.5% and the lactococcin Busing the bacteriophage T7 RNA polymerase expression
producer was inoculated at 1%. Although both mediumsystem.
dialysates supported good growth of the producing
strain, only 10% of the bacteriocin activity on GM17 Overexpression and purification of lactococcin B on
was obtained (Fig. 1A). For purification of lactococcin chemically defined medium.
B, therefore, G2M17 was taken.

Apart from the strong T7 promoter, plasmid
Purification of pediocin PA-1. pMGCT7'580 also contains the normal lactococcin B

promoter. Therefore, lactococcin B production on GM17
After overnight growth of. acidilacticiPAC 1.0the and LM17 could be compared. On GM17 plates
supernatant contained 1.6*1AU of activity (Table  lactococcin B production by IL1414(plpS, pMGCT7'580)
lla). About 32% could be precipitated with cold ethanol was similar to that of IL1403(pMB580) as judged by
(Table Ila). The precipitate was dissolved in the size of the zone of growth inhibition (halo) around
demineralized water and, after addition of carrier a producing colony. However, on LM17 production of
ampholytes, Tween 80, and glycine, subjected tolactococcin B by IL1414(plpS, pMGCT7'580) was
preparative isoelectric focusing. After 5.5 hrs of running similar to the amount produced on GM17 by the same
at a constant power of 12W, separation was completestrain: no overexpression was obtained. As documented
(as indicated by the voltage reaching a plateau). Spofibove, production under control of the lactococcin B
testing indicated that activity was present in fractions promoter was only observed in rich media. Also, no
17-20 with highest activity in fraction 20 (Fig. 2A). production was observed in GCDM by 1L1414(plpS,
The pl of pediocin PA-1 was estimated to be pMGCT7'580). However, the strain grown in CDM
approximately 9. The active fractions were pooled andcontaining lactose produced amounts of lactococcin B
ultrafiltrated. During isoelectric focusing almost no similar to that in LM17. Since CDM does not contain
activity was lost and after ultrafiltration all activity any constituents with a molecular mass higher than
remained. After these three steps the bacteriocin waspproximately 1.2 kDa, and lactococcin B has a mass
pure as judged by tricine-SDS-PAGE and silver stainingof approximately 5 kDa, the peptide was purified from

(Fig. 3, lane 1). the supernatant of IL1414(plpS, pMGCT7’580) grown
in LCDM by the method described here. The supernatant
Purification of lactococcin B. was freeze dried, and ultrafiltrated after redissolving

in water. The purified sample of lactococcin B (yield

The supernatant after 5.5 hrs of growth of a 1% 95%, Table llc) was subjected to tricine-SDS-PAGE
inoculum of L.lactis 1L1403(pMB580) in G2M17  and silver staining and shown to be pure (Fig. 3, lane
contained 1.0*10AU/I of activity on L.lactis L1403 3).
as the indicator (see Table IIb). However, after ethanol Purified lactococcin B was subjected Xbterminal
precipitation 3.0*10 AU/l were present in the amino acid sequencing. The first Riiterminal amino
precipitate. This increase in activity is indicative of acidswere: Ser-Leu-GIn-Tyr-Val-Met-Ser-Ala-Gly-Pro-
multimer formation, which has been reported for other Tyr-Thr-Trp-Tyr-Lys-Asp-Thr-Arg-Thr-Gly-Lys.
bacteriocins (23). Comparing this sequence with the sequence deduced

After 5.5 hrs of isoelectric focusing, the activity was from thelcnB gene revealed that prelactococcin B, like
present in fractions 14-20, being highest in fraction 18 many other bacteriocins (13), is processed behind a
(Fig. 2B). The pl of the bacteriocin was estimated to glycine doublet.
be about 8.5. Fractions 14-20 were pooled and
ultrafiltrated. The bacteriocin solution was devoid of
ampholytes as shown by tricine-SDS-PAGE and DISCUSSION
subsequent silver staining (Fig 3, lane 2). During
isoelectric focusing hardly any loss of activity was
observed but, in contrast to pediocin PA-1, losses werd_actococcin B production is medium dependent. Highest
considerable after ultrafiltration (Table IIb). The amount production is obtained in rich media like M17.
of lactococcin B purified was insufficient to determine Bacteriocin production is even higher when a medium
an N-terminal amino acid sequence. Since the initial containing the double amount of M17 is used. Production
amount of activity was already low in supernatants of is low in an M17 dialysate, indicating that a factor(s)
IL1403(pMB580), lactococcin B was overexpressed larger than 14 kDa is required for optimal
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bacteriocin production. Contrary to the results obtained27).

by Geiset al. (10) production on Elliker broth was L.lactissubspcremoris9B4 produces at least three
lower than on M17. An explanation might be that the different bacteriocins: lactococcin A, B and M (34,35).
constituents of the media used in these two studies camAll belong to the class Il non-lanthionine-containing
from different suppliers. Medium-dependent bacteriocingroup of bacteriocins. Of these lactococcins, the mode

production has been observed before (f.i. of action of lactococcin A has been studied earlier
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Figure 3: Silver staining of a 16%

Tricine-SDS-PAA gel containing purified

samples of pediocin PA-1 (lane 1), and
lactococcin B (lanes 2 and 3, purified
from G2M17 and CDM, respectively).

lane 4: molecular weight marker

(BioRad) the sizes of which are indicated
in the right margin.

(36). Purified lactococcin B obtained with the purification with minimal losses (less than 1% for
purification protocol reported here has been used inlactococcin B, 3% for pediocin PA-1, compared to 40%
mode of action studies as well (37). Both lactococcinsto 80% loss on cation and/or anion exchange columns).
permeabilize the cytoplasmic membrane of sensitiveThe increase in activity after ethanol precipitation of
cells, most probably by the formation of pores. The lactococcin B from culture supernatants is probably due
mode of action of the third bacteriocin, lactococcin M, to dissociation of aggregates. Almost all bacteriocins
has not yet been determined. Two peptides are requiretiave a tendancy to aggregate (23).
for activity of this bacteriocin (34,39). Also, pediocin ~ We believe that the procedure described here could
PA-1 purified with this method has been examined for also be used for other (small) hydrophobic, positively
its mode of action (3). charged bacteriocins. A trial with lactococcin A
Since the use of columns to purify lactococcin B (previously purified by Holcet al. (15) with a yield
resulted in complete loss of activity, we decided to of 16%) showed that it could be purified with a yield
develop an alternative protocol for purification of this over 30% (not shown). Also, mutant lactococcin B
bacteriocin. Pediocin PA-1 has been purified previouslymolecules have been purified using this method (38).
(14), employing column chromatography. Theyieldin  Bacteriocins are of potential interest to the food
the procedure used by Henderstml was only 0.6%.  industry because of their ability to inhibit food-related
With our method we repeatedly obtained very pure pathogens and spoilage organism. Some applications
bacteriocin preparations with yields between 30 and(e.g. mode of action studies) would require highly
40 percent for lactococcin B and pediocin PA-1 purified bacteriocin preparations, whereas in other
(excluding the yield obtained using the lactococcin B applications (e.g., use as a biopreservative) it may be
overexpression system and CDM, which was 138%).preferable to use a less purified sample. In both cases
Usually yields are between 0.5 and 1 percent with othera high final yield is desirable. Cost and reproducibility
purification protocols. The great advantage of the presenwill also influence the industries choice for a specific
procedure is the omission of columns. Usually, the purification protocol. The method described here
hydrophobic bacteriocins stick to the matrix of columns reproducibly provides high yields of purified bacteriocin
causing great losses (23). Instead, we used preparativend could be easily scaled-up for industrial purposes.
isoelectric focusing for
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