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Resumen

De 50 cepas nativas de Bacillus thuringiensis se seleccionaron 5 que presentaron actividad
antimicrobiana contra B. cereus, Listeria inocua o B. thuringiensis subsp. kenyae(LBIT-52).
Se analizé la actividad de las proteinas presentes en el extracto crudo, encontrandose que
presentan actividad a un rango de pH amplio (de 5 a 10) y son susceptibles al ataque de
proteasas. Los resultados obtenidos sugieren que la actividad antimicrobiana es debido a la
accion de bacteriocinas. Por otro lado, dos de las posibles bacteriocinas fueron
termosensibles, mientras que otras tres fueron termoresistentes. La futura clonacién de los
genes, permitiria entre otras cosas: sobreexpresar las bacteriocinas, obtener proteinas
quiméricas que pudieran ampliar no solo el espectro de actividad, sino también su accién a
rangos de pH mas amplios; permitiendo su uso en una gran variedad de alimentos con

diferentes grados de acidez.

Abstract

From 50 Bacillus thuringienis studied in this work, only five showed antimicrobial activity
against Bacillus cereus, Listeria inocua or Bacillus thuringiensis subsp. kenyae(LBIT-52).;
Secreted proteins were active pH range of 5 to 10 and the activity was inhibited my
proteases. This suggests that the antimicrobial mechanism was due to the action of
bacteriocins. Alternatively, two of the putative bacteriocins were thermosensitive while the
other three were thermoresistant. Futures cloning of genes responsible for bacteriocin
synthesis will allow over express those proteins, obtaining chimerical bacteriocins that will
permit improve their activity at wider pH range and expand their use as preserver in food
prepared at different pHs.
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Los probioticos contienen microorganismos que benefician la salud del hospedero mediante

la adhesion y colonizacion del tracto intestinal, lo que permite mantener un equilibrio en las
casi 100 billones de bacterias (400 especies bacterianas) que tenemos como flora intestinal.
Los microorganismo probiéticos usan diferentes mecanismos antagoénicos contra bacterias
patégenas presentes en alimentos, por ejemplo: produccion de acido lactico, acido acético,
etanol, bidéxido de carbono, perdxido de hidrégeno, algunas sustancias antimicrobianas de
bajo peso molecular (reuterina, acido piroglutamico) y bacteriocinas (Ouwehand, 1998).

Las bacteriocinas son proteinas sintetizadas a nivel ribosémico con actividad antimicrobiana
contra especies muy relacionadas y cuya actividad no es letal para la célula productora. Las
bacteriocinas tienen actividad antibidtica, pero de manera estricta difieren de ellos en el
sentido que no tienen uso terapéutico. La importancia de las bacteriocinas radica en que
tienen actividad antimicrobiana contra bacterias patdégenas presentes en alimentos como
Listeria monocytogenes (causante de la Listerosis), Clostridium botulinum, Yersinia
enterocolitica, Staphylococus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus (Paik y col., 1997; Escudero-Abarca y Sanchez Esquivel, 2002; Simon y col., 2002;
Cherif y col., 2003; Matthewes, 2004), entre otros; lo cual implica que tienen un gran
potencial como bioconservadores en alimentos.

Por otro lado, la mayor parte de los reportes relacionados con B. thuringiensis tiene que ver
con las proteinas insecticidas Cry y Cyt, en los demas campos la informacién es bastante
escasa. Las bacteriocinas producidas por B. thuringiensis no son la excepcion. Hasta ahora
se han reportado 5 bacteriocinas producidas por diferentes especies de B. thuringiensis (Paik
y col., 1997; Cherif y col., 2001; Cherif y col., 2003). Las bacteriocinas de B. thuringiensis
tienen actividad contra algunas bacterias patdégenas presentes en alimentos como L.
monocytogenes, Pseudomonas aeuroginosa, B. cereus y B. weihenstephanensi (Barboza-
Corona y col. 2004)

En este trabajo se analiz6 la actividad antimicrobiana de diferentes cepas nativas de B.
thuringiensis contra bacterias patégenas que se pueden encontrar en alimentos, y se
caracterizaron parcialmente. Los resultados obtenidos sugieren que el mecanismo de accion

antimicrobiano es debido a bacteriocinas.

Materiales y métodos
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Material Biologico. Las diferentes cepas de B. thuringiensis y B. cereus fueron donadas por
el Dr. Jorge Ibarra del CINVESTAV Unidad lIrapuato. Listeria inoccua y Pediococcus
acidolactici fueron proporcionados por la Dra. Blanca |I. Escudero-Abarca de la Unidad de
Desarrollo en Alimentos (UNIDA) del Instituto Tecnolégico de Veracruz.

Seleccion de bacterias con actividad antimicrobiana (método de sobrecapa). Las
bacterias fueron inoculadas BHI (extracto de cerebro-corazédn) y se dejaron crecer a 28 °C
durante toda la noche. Posteriormente se adicion6 una capa de agar con Listeria inoccua en
condiciones de crecimiento 6ptimo, se incubaron durante 24 h. Las bacterias que produjeron
halos de inhibicion fueron seleccionadas (Calderén y col., 2001).

Anadlisis de las bacterias seleccionadas. Cinética de la produccion de bacteriocinas. Las
cepas fueron inoculadas en BHI en agitacion durante 24 h a 28 °C. Bajo condiciones
estériles se tomaron muestras a determinados tiempos por un periodo de 24 h. La biomasa
celular fue medida a 660 nm. Los sobrenadantes fueron esterilizados por filtracion y las
muestras se almacenaron en congelacion. Posteriormente, de manera simultdneamente a
todas las muestras se les determind la actividad por el método de difusion de pozos.

Ensayo de bacteriocina (Método de difusion de pozos). La evaluacion de la actividad de
bacteriocina fue determinado mediante el método modificado de Paik y col. (1997). Las
cepas productoras de bacteriocina se crecieron en medio BHI y se centrifugaran a 10 000
rpm por 15 min. a 4 °C. El sobrenadante fue recolectado, se le ajusto el pH a 6.8 con NaOH
al 5% y se filtr6 con membranas de 0.22 um.

Para preparar las cajas para la prueba de difusion de pozos, la bacteria testigo fue crecida
en caldo de soya a 37 °C por 18 hrs. Después de este tiempo se tomé una alicuota y se
resembrd en caldo de soya fresco por 2 hrs. Se hicieron varias diluciones en solucién de
NaCl (8.5g/L), y se adicioné 105 pl de la dilucién por cada 15 ml de agar de soya fundido. Se
virtieron 25 mL del agar con la bacteria en cajas petri, se dej6 solidificar y se hicieron pozos
de 8 mm de diametro. Se agregaron de 100 pL de muestra con bacteriocina preparada como
se indicé previamente. Las cajas fueron mantenidas a 4°C durante 12 hrs. para permitir la
difusién del sobrenadante. Finalmente se incubaron a 37 °C durante 12 hrs., y se observé la
formacion de halos de inhibiciéon alrededor de los pozos. Una unidad fue definida como el
area de inhibicién en mm? por (1l de extracto crudo.

Efecto de la temperatura, pH y enzimas sobre la actividad. Diferentes muestras de extracto
crudo libres de células fueron tratadas a 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 y 121 °C por 30 min, y

121 por 20 min. Para determinar el efecto del pH, las muestras fueron puestas en varias
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soluciones reguladoras a diferentes pHs y almacenadas durante un dia a 4°C. Para examinar
la susceptibilidad de las bacteriocinas a diferentes enzimas, las muestras fueron tratadas
durante 1 h a 37 °C con proteasas de Bacillus lincheniformis y de Streptomyces griseus y
con lizosima en los amortiguadores recomendados por los proveedores. Las muestras de
cada uno de los tratamientos fueron evaluados mediante el método de difusiébn en pozos y

las unidades fueron definidas como se describid previamente.

Resultados y discusion

La actividad antimicrobiana fue analizada en 50 cepas nativas de B. thuringiensis. De estas,
se seleccionaron 5 (B. thuringiensis 269, 287, 404, 420 y 524), las cuales presentaron
actividad contra B. cereus 183. El hecho de tener actividad antimicrobiana contra B. cereus,
patégeno comunmente encontrado en alimentos, nos indicd que esas bacterias podrian tener
actividad contra otros patégenos. Con el propésito de encontrar el mecanismo de accion y de
analizar la actividad antimicrobiana contra otras bacterias, las proteinas de secrecion fueron
analizadas mediante la prueba de difusién de pozos. Se encontré actividad contra otra cepa
de B. cereus (001), contra Listeria inocua , el algunas cepas de B. thuringiensis, pero no
contra Escherichia coli. Los resultados de actividad son prometedores y no se descarta el
efecto antimicrobiano contra otros patégenos como Staphylococcus aureus 'y Streptococcus
pyogenes, el cual debera ser analizados posteriormente.

Cuando se analiz6 el efecto de tres proteasas y de la lisozima sobre la actividad, se
encontré que las proteasas inhiben la actividad, lo cual sugiere que una proteina es la
responsable de la actividad antimicrobiana, es decir una bacteriocina. Por otro lado, resultd
interesante que la lisozima ejercié un efecto inhibitorio sobre la actividad. Ya que la lisozima
actta a nivel de polisacaridos, los resultados indican que probablemente el efecto
antimicrobiano se deba a que la bacteriocina esta asociada a carbohidratos. Cuando se
analizé el efecto de la temperatura, las bacteriocinas de las cepas 404, 420 y 524 fueron
termoresistentes hasta los 121 °C, y las de las cepas 269 y 287 fueron sensibles a partir de
los 80 °C. Estos resultados parecen indicar que las bacteriocinas sintetizadas por el primer
grupo, son de bajo peso molecular y las del segundo son de alto peso molecular (Cherif y
col., 2003). Al estudiar el efecto del pH sobre la actividad contra B. cereus, se encontré que
este fue variable. Al punto de actividad maximo para cada cepa, B. thuringiensis 287 tuvo su
maxima actividad a pH 5 (155 U), B. thuringiensis 404 a pH 6 (136), B. thuringiensis 420 a pH
10 (161.325 U) y B. thuringiensis 524 a pH 5 (190 U). Estos resultados indican que las cepas
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estudiadas presentan diferentes bacteriocinas, las cuales pudieran ser utilizadas para
controlar patdgenos presentes en alimentos preparados con diferentes pHs.

Por ultimo, la actividad de las bacteriocinas contra otros microorganismos patégenos,
su purificacién y clonacion de los genes que codifican dichas proteinas estan planeadas en
un futuro cercano. La clonacion de los genes permitiria entre otras cosas el obtener
proteinas quiméricas que pudieran ampliar no solo el espectro de actividad sino también su
accion a rangos de pH, permitiendo su uso en una gran variedad de alimentos con diferentes
grados de acidez.
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