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RESUMEN:

La Thurincina H es una bacteriocina sintetizada ribosomalmente por algunas cepas de Bacillus thuringiensis y
posee un amplio espectro antimicrobiano, muestra el inconveniente de no ser producida por una bacteria GRAS
(generalmente reconocida como segura) Yy, por tanto, no puede utilizarse en alimentos para combatir
microorganismos patdgenos. La finalidad de este estudio es disefar un sistema heterélogo para la expresion de la
Thurincina H mediante el vector de expresion pREXC3H en una cepa de Lactococcus lactis, ampliando el espectro
antimicrobiano de la misma y su produccién segura para uso alimentario. La Thurincina H se produjo a partir de
B. thuringiensis subsp. morrisoni 269 y se probd su actividad antimicrobiana. Se encontr6 que inhibe a Lactococcus
lactis en cantidades mayores a 4.42 U/ug, Bacillus cereus mayores de 3.77 U/ug y B. thuringiensis subsp. morrisoni
269, mayores de 35.42 U/ug. De la cepa B. thuringiensis subsp. morrisoni 269, se obtuvo DNA total y mediante
PCR se amplifico el cluster genético de la Thurincina H correspondiente a 8,143pb.
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ABSTRACT:

Thurincin H is a bacteriocin synthesized ribosomally by some strains of Bacillus thuringiensis and has a wide
antimicrobial spectrum, but has the disadvantage of not being produced by a GRAS bacteria (generally recognized
as safe) and therefore it cannot be used in foods to combat pathogenic microorganisms. The aim of this study is to
propose a heterologous expression of Thurincin H using the expression vector pREXC3H in a strain of Lactococcus
lactis, broaden its antimicrobial spectrum and its safe production for food use. Thurincin H was produced from B.
thuringiensis subsp. morrisoni 269 and tested its antimicrobial activity. It was found that inhibits Lactococcus lactis
in amounts greater than 4.42 U/ug, B. cereus greater than 3.77 U/ug and B. thuringiensis subsp. morrisoni 269,
greater than 35.42 U/ug. From B. thuringiensis subsp. morrisoni 269, total DNA was obtained and genetic cluster
of Thurincin H was amplified by PCR corresponding to 8,143pb.
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INTRODUCCION

Cada afio, millones de personas mueren por ingerir alimentos contaminados con microorganismos
patdgenos por falta de inocuidad alimentaria (OMS, 2015). A pesar del esfuerzo del gobierno por
aumentar la seguridad alimentaria, las enfermedades transmitidas por bacterias presentes en los
alimentos, contintan siendo un gran problema de salud (SINAVE, 2015). Aunado a lo anterior, las
tendencias alimentarias han cambiado y los consumidores exigen alimentos nutritivos, inocuos y libres
de conservadores quimicos. Lo anterior ha dirigido a la investigacion hacia la bldsqueda de agentes
naturales de conservacion; las bacteriocinas producidas por algunos microrganismos constituyen una
alternativa eficaz contra este problema (Alvarez-Sieiro et al., 2016).

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente por bacterias, su principal
caracteristica es que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otros microorganismos (Cotter et
al., 2005). Las bacteriocinas producidas por las bacterias &cido-lacticas son de particular interés debido
al largo historial de uso seguro en su aplicacion en alimentos (Beristain-Bauza et al., 2012), y su accion
contra bacterias implicadas en infecciones alimentarias como Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Listeria monocytogenes, Staphilococcus aureus, entre otros (Rodriguez, 1996).

Lactococcus lactis es una bacteria acido-lactica que fermenta azlcares, produce acidos organicos y
bacteriocinas (De Vos, 1999). La bacteriocina mas importante y estudiada hasta este momento es la
nisina, la cual es la Unica considerada segura por la FDA para su uso como aditivo alimentario, es
sintetizada por Lactococcus lactis subps. lactis y presenta un espectro de accién para bacterias Gram-
positivas, pero nulo para bacterias Gram-negativas (Garcia-Almendariz et al., 2011).

La diferencia entre las diversas bacteriocinas existentes es su rango de actividad (Gordon y O’Brien,
2006). En 2008, De la Fuente-Salcido y coolaboradores reportaron que las bacteriocinas producidas por
el género Bacillus, presentan actividad frente a bacterias Gram negativas implicadas en enfermedades
transmitidas por alimentos como: Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y
Salmonella spp. Una de las cepas productoras de bacteriocinas es Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni
269, bacteria gram positiva esporogénica que sintetiza Thurincina H; ésta tiene un rango de actividad
contra bacterias Gram negativas.

Con lo anterior, se planted expresar la Thurincina H en una cepa de L. lactis con la finalidad de ampliar
el espectro antimicrobiano y disminuir la incidencia de bacterias patdgenas en alimentos. Se determind
la concentracién minima de Thurincina H que afecta a L. lactis, B. cereus y B. thuringiensis y se
amplifico el claster de la Thurincina H para su clonacién en un vector de expresion para Lactococcus
lactis, Bacillus thuringiensis y Escherichia coli bajo la regulacion de un promotor inducible.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

B. thuringiensis subsp. morrisoni LBIT-269 y B. cereus 183 se obtuvieron de la coleccion de bacterias
de CINVESTAV, Irapuato, México. Las cuales se crecerén a 28°C en caldo de soya tripticaseina (TSB)
0 agar de soya tripticaseina (TSA) (Becton-Dickinson, Cuautitlan Izcalli, Estado de México, México).
Lactococcus lactis subsp. lactis se obtendra de la coleccion de bacterias de la Universidad Auténoma de
Querétaro (UAQ), Querétaro, México. La cual se crecerd a 37°C en caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS).
Los plasmidos recombinantes se propagaran en Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
a 37°C en caldo Luria-Bertani (LB) (Invitrogen, Carlsbad CA, USA).

2. Ensayo de actividad por el método de difusion en pozos.

Las placas para la determinacion de actividad se prepararon con agar de pozos, inoculando con 2% (v/v)
de un cultivo de la bacteria indicadora. En cada caja se hicieron 6 perforaciones equidistantes con un
horadador. En cada perforacion se colocaron 50 L de la Thurincina H con sus réplicas correspondientes.
Las placas se mantuvieron refrigeradas toda la noche y después se incubaron 16h a la temperatura de
crecimiento de la bacteria indicadora Transcurrido el tiempo de incubacion se midi6 el halo de inhibicion.
3. Ensayo para determinar sensibilidad a la Thurincina H.

A partir del extracto de la thurincina H se realizaron diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) y
fueron probadas con el método de difusion de pozos contra la bacteria indicadora. Se midi6 el halo de
inhibicién y se determind la concentracién minima que muestre inhibicion tras haber realizado una
cuantificacion de proteinas del extracto crudo por el método de Bradford (De acuerdo a las
especificaciones del fabricante BIO-RAD Quick Start TM Bradford 1x Dye Reagent).

4. Obtencion de DNA total de B. thuringiensis subsp. morrisoni 269.

A 50 mL de caldo Spizizen se le afiadié 1mL de preindculo de B. thuringiensis subsp. morrisoni 269
crecido por 16h a 28°C y se incub6 a 28°C/250 rpm hasta alcanzar una densidad dptica a 600nm de 0.9
a 1.1. El cultivo se centrifugd a 20,200 x g por 15 min a 4°C eliminando el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié en 20 mL de buffer TES frio y se centrifugd bajo las mismas condiciones. La pastilla se
resuspendié en 2 mL de buffer de lisis y se incubd a 37 °C por 90 min o hasta que se obtuvo mas del 90
% esferoblastos. A la suspensidon de esferoblastos se le afiadieron 3 mL de buffer TES suplementado con
8 % SDS y se incubd 10 min a 68 °C. Se afiadieron 1.5 mL de acetato de sodio 3 M (pH 4.8) y la
suspension se incubd a -20 °C por 30 min. Se centrifugo a 20,200 x g por 20 min a 4 °C, el sobrenadante
debe ser transparente. Se afiadieron dos volimenes de etanol al 96% frio al sobrenadante y se incubd
toda la noche a -20 °C. El sobrenadante se centrifugd a 20,200 x g por 20 min a 4 °C, se elimino el
sobrenadante y se deja secar el tubo. EI DNA total se resuspendié en 100 pL de agua bidestilada y se
almaceno a -20°C (Reyes-Ramirez e Ibarra, 2008).

5. Amplificacion del claster.

La amplificacion del cluster se realiz6 utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la Tabla I. La mezcla
de PCR contenia ~100 ng de ADN total, 5X Phusion HF buffer con 1.5 mM de MgCl;, 1 uL de MgCl;
50 mM, 0.4 uM de cada oligonucleétido, 0.3 mM dNTPs, y 1U de Phusion High-fidelity DNA
polimerasa (ThermoFisher scientific). La amplificacion se llevo a cabo de la siguiente manera: 98 °C
durante 30 s, seguido de 30 ciclos de 10 sa 98 °C y 30 sa 55 °C, el tiempo de amplificacién de 4 min a
72 ° Cy con una extension final de 72 °C durante 7 min.
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Tabla I. Oligonucledtidos usados para generar la amplificacion del cluster.
Nombre Secuencia Usados para

5-CCGGAATTCTTATTGGGAAATCGCTTTAT-3

ThnP-Fw/EcoRI
ThnP-Thnl

Thnl-Rv/Pstl 5’-CAAAACTgCAgCTATATTTCTGAAGTATACAA-3’

RESULTADOS Y DISCUSION

1.Ensayo de actividad minima.

La Thurincina H es una bacteriocina que presenta actividad frente a bacterias gram positivas y gram
negativas (De la Fuente-Salcido et al., 2008)., por tanto, resultd importante determinar la concentracion
minima en la cual ésta bacteriocina afecta a la célula hospedera. Se probd la actividad antimicrobiana
de la Thurincina H sin purificar con una concentracion inicial de 1,417 ug/mL y se hicieron diluciones
seriadas hasta Ilegar a una dilucion de 1/32 correspondiente a 44.28 pg/mL. Se probd contra cuatro
cepas: B. cereus, B. thuringiensis subsp. morrisoni 269, Lactococcus lactis MG1416 y Lactococcus
lactis UQ2 debido a que algunas de éstas cepas se utilizaran para producir heter6logamente la Thurincina
H.

En la Figura 1 se muestra la sensibilidad de cuatro bacterias frente a la Thurincina H. Las dos cepas de
Lactococcus lactis presentaron el mismo comportamiento de inhibicion frente a las diversas
concentraciones a las que fueron sometidas, la cantidad de Thurincina H maxima que soportan antes de
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Figura 1. Sensibilidad de diversas bacterias a la Thurincina H por el método de difusion en pozos. Cuadro
A: Azul: Bacillus cereus Gris: Lactococcus lactis MG1416 Naranja: Lactococcus lactis UQ2 Amarillo: Bacillus
thuringiensis subsp. morrisoni 269. Cuadro B: Halos de inhibicion. Superior izquierda L. lactis MG1416,
superior derecha L. lactis UQ2, inferior izquierda B. cereus e inferior derecha B. thuringiensis subsp.
morrisoni 269.

mostrar inhibicion es de 4.42 U/ug. B. cereus es una cepa indicadora sensible, por tanto, la cantidad que
requirié de Thurincina para no mostrar halo de inhibicion fue de 3.77 U/ug (extrapolacion logaritmica)
La cepa productora de la Thurincina H, B. thuringiensis subsp. morrisoni 269 presentd una resistencia
a su propia bacteriocina hasta una concentracion de 35.42 U/pug.
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2. Amplificacion del cluster de la Thurincina H

En la Figura 2 se muestra el cluster genético de la Thurincina H, el cual consta de 10 genes, desde thnP
a thnl implicados en la formacion del péptido antimicrobiano maduro y activo. Tiene tres genes
estructurales en tandem que codifican para la Thurincina H (thnAl, thnA2 y thnA3), el thnP codifica
para una serin-proteasa, thnB codifica la enzima radical SAM, encargada de llevar a cabo las
modificaciones post-traduccionales; thnD, thnE y thnT, codifican para el sistema de transporte y la
proteina de membrana, thnR codifica para un regulador transcripcional y thnl codifica una proteina de
la que no se conoce su funcidn (Sit et al., 2011).

Para la amplificacion del cluster genético completo, se partioé del DNA total obtenido por spizizen (Figura

N

Figura 2. Cluster genético de la Thurincina H.

3A) como DNA molde y mediante PCR con enzima de alta fidelidad y las condiciones mostradas en la
metodologia, se obtuvo un amplicon de aproximadamente 8,143 pb correspondiente al tamafio del cluster
(Figura 3B).
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Figura 3. A. Carril 1: GeneRuler 1kb, Carril 2: DNA total de Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni
269. B. Carril 1: GeneRuler 1kb, Carril 2: Amplicon del clister genético de la Thurincina
correspondiente a 8,143pb.

3. Disefio del sistema heter6logo de expresion de la Thurincina H.

Para el disefio del sistema de expresion se utilizaran dos vectores. El primer vector serd pHT3101, un
vector de conservacion con origen de replicacion para B. thuringiensis y E. coli con un tamafio de 6.6 kb
con resistencia a a ampicilina y eritromicina; el segundo vector pREXC3H (addgene), es un vector de
expresion con origen de replicacion para E. coli y L. lactis con un tamafio de 5.5 kb con resistencia a
ampicilina. El disefio de oligonucleétidos para la clonacion del cluster genético de la Thurincina H en
los vectores antes mencionados, se muestran en la tabla Il.
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Tabla I1. Oligonucle6tidos usados para clonar el clister de la Thurincina H en dos vectores.

Vector Secuencia Usados para
5-CCGGAATTCTTATTGGGAAATCGCTTTAT-3 ThnP-FW/ECORI
pHT3101
5’-CAAAACTGCAGCTATATTTCTGAAGTATACAA-3’ Thnl-Rv/Pstl
5’-
GGACTAGTCCTTATTGGGAAATCGCTTTATAGACATCAAG- | ThnP-Fw/Spel
3 b
pREXC3H
5 -
GGACTAGTCCCTATATTTCTGAAGTATACAATGTGACCAT- Thnl-Rv/Spel
3 b
CONCLUSIONES

La Thurincina H present6 actividad antimicrobiana frente a Lactococcus lactis en concentraciones
mayores a 4.42 U/ug, para B. cereus mayores de 3.77 U/ug y para B. thuringiensis subsp. morrisoni 269,
a concentraciones mayores de 35.42 U/ug. Se amplificd el cluster genético de la thurincina H
correspondiente a 8,143pb y se realizo el disefio del sistema heterélogo de expresion de la Thurincina H
en un vector de conservacion y expresion.
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