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RESUMEN

Se analizaron las caracteristicas de una cepa de Bacillus amyloliquefaciens aislada
del intestino de Arapaima gigas, seleccionada por su capacidad para generar inhibicion
de multiples bacterias patdgenas de peces, mediante el uso de herramientas moleculares
como PCR y espectrometria de masas - MALDI TOF/TOF. Los resultados mostraron a
través de PCR que esta cepa cuenta con genes claves para la generacion de péptidos
antimicrobianos como bmyB (bacillomycin L synthetase B), fenD (fengycin sintetasa),
srfAA (subunidad 1 surfactin sintetasa), bacA (proteina de biosintesis de bacilysin) e
iturin (iturin A). Ademas, mediante el analisis por espectrometria de masas se detectaron
bacteriocinas (plipastatin, gramicidin, fengycin, surfactin), proteinas de fijacion al intes-
tino (like-enolase), proteinas transportadoras de péptidos antimicrobianos (ABC-
transporters) y proteinas de estimulacion del sistema inmunitario como flagelin. También
se detectaron proteinas tipo colagenasas, chitinasas y xilosa-isomerasas que contribu-
yen con el proceso de digestion y asimilacion. Todos estos resultados permiten conside-
rar los miltiples beneficios de esta cepa para ser utilizada como probiético en el cultivo
de peces.
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Caracterizacion de Bacillus probidtica mediante MALDI TOF TOF

The characteristics of a strain of Bacillus amyloliquefaciens isolated from the
intestine of Arapaima gigas, selected for its ability to generate inhibition of multiple
pathogenic bacteria of fishes were analyzed by using molecular tools such as PCR and
mass spectrometry - MALDI TOF / TOFM. The results showed through PCR that this
strain has key genes for the generation of antimicrobial peptides such as bmyB
(bacillomycin L synthetase B), fenD (fengycin synthetase), s7f4A4 (subunit 1 surfactin
synthetase), bacA (bacilysin biosynthesis protein) and ifurin (iturin A). In addition, by
mass spectrometry analysis were detected bacteriocins (plipastatin, gramicidin, fengycin,
surfactin), intestine binding proteins (like-enolase), antimicrobial peptide transport
proteins (ABC-transporters) and immune system stimulation proteins like flagelin.
Collagenase, chitinases and xylose-isomerases proteins were also detected that contribute
to the digestion and assimilation process. All these results allow to consider the multiple
benefits of this strain to be used as a probiotic in fish culture.

Key words: Bacillus amyloliquefaciens; MALDI TOF; probiotic; Arapaima gigas

INTRODUCCION

La acuicultura se ha convertido en una
de las principales actividades productivas a
nivel mundial, incluso superando por primera
vez en 2014 la contribucion de la pesca
extractiva para el consumo humano (FAO,
2016). La presion de la demanda obliga a
aumentar las densidades de los cultivos, lo
que lleva a generar enormes riesgos, en lo
que se refiere a la calidad del agua y al ma-
nejo del estrés animal. Estas condiciones pue-
den desencadenar brotes infecciosos que
comprometen los niveles productivos (Telli er
al.,2014; Banerjee y Ray, 2017).

Las enfermedades causadas por bac-
terias son las mas comunes en el cultivo de
peces de agua dulce (Mukherjee y Ghosh,
2016). Convencionalmente, el uso de los
antibioticos se elige para controlar las enfer-
medades que atacan los cultivos, pero esta
estrategia se encuentra cuestionada porque
se considera una fuente de contaminacion
ambiental (Ayandiran et al., 2014), afecta a
los microorganismos beneficiosos y genera
un desequilibrio en el tracto gastrointestinal
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de los peces (Kesarcodi-Watson et al.,
2008). Ademas, su uso no controlado genera
bacterias resistentes a los antibioticos, pudien-
do convertirse en un riesgo para la salud pa-
blica (Banerjee y Ray, 2017).

Estratégicamente, se propone el uso de
probidticos, que se definen como organismos
vivos que al ser administrados en cantidades
adecuadas confieren beneficios a la salud del
huésped (Araya et al., 2002). Estos
microorganismos tienen multiples ventajas
para el animal, como promover el crecimien-
to (Midhun et al., 2017), mejorar la respues-
ta inmune, aumentar la actividad digestiva
(Nayak, 2010), modular la colonizacion
microbiana, controlar enfermedades y mejo-
rar la calidad del agua (Chi et al., 2014).

Entre los géneros bacterianos con ma-
yor atencion para la investigacion y desarro-
llo de probioticos, se encuentras especies del
género Bacillus (Silva et al., 2015). Entre
ellas, la especie Bacillus amyloliquefaciens
es un antagonista de amplio espectro
(Kaewklom et al., 2013) y tiene la capacidad
de producir enzimas con actividad digestiva
(Wang et al., 2008).
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Actualmente, a través del uso de herra-
mientas genomicas y enfoques dirigidos al
analisis funcional, mediante la caracterizacion
de las proteinas (protedmica, MALDI TOF
TOF), se pueden identificar determinadas
caracteristicas que contribuyan a la seleccion
de bacterias para su uso como probidticos en
la acuicultura (Lippolis et al., 2011; Vinusha
etal., 2018).

El objetivo del presente estudio fue co-
nocer las caracteristicas funcionales de ma-
yor relevancia en una cepa de Bacillus
amyloliquefaciens aislada a partir del tracto
digestivo de paiche Arapaima gigas, median-
te el uso de herramientas como la
espectrometria de masas (shotgun MALDI
TOF TOF) para conocer las principales
proteinas producidas por esta cepa. Ademas,
a través de técnicas como PCR, determinar
la presencia de genes clave para la biosintesis
de péptidos antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Cepa Bacteriana y Condiciones de Cul-
tivo

Bacillus amyloliquefaciens 11CI-2 fue
aislada del intestino de Arapaima gigas
«paiche» en un estudio previo (Castillo, 2017).
La cepa almacenada en caldo soya
tripticaseina (TSB) con 18% de glicerol a
-20 °C fue subcultivada en medio solido agar
de soja triptico (TSA) a 37 °C durante 18 ho-
ras, y posteriormente transferida a caldo TSB
a 37 °C en tubos de 1.5 ml, para su posterior
utilizacion en los ensayos.

Actividad Antimicrobiana

Bacillus amyloliquefaciens 11CI-2 fue
enfrentada a bacterias patdogenas de peces
tales como Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas aeruginosa, Plesiomonas
shigelloides, Vibrio sp, Aeromonas veronii,
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Klebsiella sp, Citrobacter freundii. Se rea-
lizaron ensayos de enfrentamiento célula vs.
célula, con extracto de proteinas del
sobrenadante libre de células de un cultivo
de la cepa B. amyloliquefaciens. Los ensa-
yos fueron realizados mediante el método de
difusion en agar modificado de Balcazar et
al. (2008). El agar se perfor6 con una pipeta
Pasteur estéril, generando un pocillo de 0.6
mm, donde se afadieron 20 pl del cultivo
bacteriano o del extracto de proteina del
sobrenadante libre de células (dependiendo
del ensayo) a las placas previamente inocu-
ladas con las bacterias patdogenas. Se deter-
mino la capacidad de inhibicion a través de la
medicion del didmetro de la zona de inhibi-
cion. Se considerd como resultado negativo
una capacidad de inhibicion de 6 mm, como
leve de 6 a 11 mm, como moderada entre 11
y 16 mm y como fuerte mayor a 16 mm.

Sensibilidad Antibiotica

La susceptibilidad se evalud con seis
antibidticos comerciales: vancomicina (30 pg),
gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg),
cloranfenicol (30 pg), amikacina (30 pg),
amoxicilina + acido clavulanico (30 pg). El
procedimiento fue adaptado de (Ramesh et
al.,2014). Para esto, se inocul6 la cepa de B.
amyloliquefaciens 11CI-2 (108 UFC/ml) en
medio solido agar de soja triptico (TSA) con
un asa de Drigalski; posteriormente se colo-
caron los discos con antibioticos sobre el
medio y se incubaron a 37 °C por 24 horas.
La zona de inhibicion fue registrada en mili-
metros (mm).

Actividad Proteolitica

Este ensayo se realizo para demostrar
la produccion de componentes enzimaticos
con actividad proteolitica. En agar Skim Milk
(10%) se realizaron orificios de 6 mm de dia-
metro y se inocularon 30 pl de la cepa
bacteriana. Se incub6 por 24 horas a 37 °C.
La actividad proteolitica se vio revelada en la
aparicion de zonas claras alrededor de la zona
de inhibicion.
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Cuadro 1. Secuencias de cebadores utilizados en los analisis de PCR para la deteccion de
genes claves para la sintesis de bacteriocinas

~ T®
Nombre Tamatio hibridaciéon Secuencia de cebadores (5°2>3”)
esperado °C)
Surfactin 200 pb 58 SRFA-F: TCG GGA CAG GAA GAC ATC AT
SRFA-R: CCA CTC AAA CGG ATA ATC CGT A
Bacylisin 498 pb 58 Bac-F: CAG CTC ATG GGA ATG CTT TT
Bac-R: CTC GGT CCT GAA GGG ACA AG
Fengycin 269 pb 58 FengD-F: GGC CCG TTC TCT AAA TCC AT
FenD-R: GTC ATG CTG ACG AGA GCA AA
Bacylomicin 370 pb 58 BmyB-F: GAA TCC CGT TGT TCT CCA AA
BmyB-R: GCG GGT ATT GAATGC TTG TT
Iturin 647 pb 55 ITUDIF: GATGCGATCTCCTTGGATGT

ITUDIR: ATCGTCATGTGCTGCTTGAG

Analisis Genémico

La cepa bacteriana fue cultivada en
caldo soya tripticaseina (TSB) durante 24
horas a 30 °C. Posteriormente se hizo la ex-
traccion de ADN con el método de bromuro
de cetil-trimetil amonio (CTAB) basado en
el protocolo de Worden (2009). La amplifi-
cacion de los genes claves para la biosintesis
de péptidos antimicrobianos (surfactin,
bacylisin, bacylomicin, fengycin e iturin A)
fue realizada mediante la técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) de
punto final. Para cada reaccion se utilizo
2.5 ul debuffer 10X, 1 pl de cloruro de magnesio
(MgCl)) a 50 mM, 0.1 unidad de Taq
polimerasa recombinante (Gen-On), 0.5 pl de
una mezcla de dNTPs a una concentracion
de 10 mM, 0.6 pl de cada cebador a 15 pmol,
en un volumen final de 25 pl y 100 ng de
ADN genémico molde. La deteccion de los
principales genes de biosintesis de péptidos
antimicrobianos fue realizada con iniciado-
res especificos, los cuales son descritos por
Mora et al. (2011) y Ramarathnam et al.
(2007). Las secuencias elegidas correspon-
dieron a bmyB (bacillomycin L synthetase B),
fenD (fengycin sintetasa), ituA (iturin A),
srfAA (subunidad 1 surfactin sintetasa), bacA
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(proteina de biosintesis de bacilysin). Las
condiciones de ciclos para la amplificacion
de todos los genes fueron las siguientes: 95 °C
por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, tem-
peratura de alineamiento por 45 sy 72 °C
por 45 s. Un paso de extension final a 72 °C
por 5 min seguido por uno de conservacion a
4 °C. La temperatura de alineamiento fue a
58 °C para bmyB, fenD, srfAA,y bacA, mien-
tras que para ifud fue 55 °C. La amplifica-
cion de los genes estudiados se hizo con los
cebadores detallados en el Cuadro 1. Los
productos obtenidos por PCR fueron
secuenciados por la empresa MACROGEN
(https://www.macrogenusa.com, Rockville,
USA) y las secuencias obtenidas fueron ali-
neadas en la base de datos libre NCBI-
BLAST.

Extraccion de Proteinas Celulares

Las proteinas celulares fueron obteni-
das siguiendo las indicaciones de Sharifuz-
zaman et al. (2011) con algunas modificacio-
nes. El cultivo bacteriano se realizo6 afadien-
do 150 pl de un precultivo de 18 horasa 37 °C
de la cepa de Bacillus amyloliquefaciens
11CI-2 en un matraz de 50 ml que contenia
15 mlde caldo TSByseincuboa37°Cadg
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y fue cosechado cuando alcanz6 su fase de
crecimiento exponencial en 0.D 600 de 1.0.
El componente celular fue recuperado me-
diante centrifugacion a 1792 g a 4 °C por 20
min. La extraccion de proteinas se realizé con
el Kit QIAGEN, 2011, siguiendo las indica-
ciones del fabricante.

Extraccion de Proteinas Extracelulares

Siguiendo el método de Sharifuzzaman
et al. (2011) y Shankar et al. (2012) modifi-
cado, se extrajeron las proteinas presentes
en el sobrenadante de un cultivode 24 ha4g
y 37 °C de la cepa de B. amyloliquefaciens
11CI-2 en un matraz de 250 ml que contenia
50 ml de caldo TSB. Los sobrenadantes se
separaron de los sedimentos bacterianos
mediante centrifugacion (1792 g, 15 min, 4 °C)
y pasaje a través de un filtro Milipor de 0.22
im. Las proteinas de la fraccion libre de célu-
las se precipitaron mediante la adicion de acido
tricloacético (TCA) al 100%, helado (con-
centracion final 10% w/v) y fenil metilsulfonil
fluoruro (PMSF), un inhibidor de proteasa a
una concentracion final de 1 mM. La preci-
pitacion se realizo durante la noche a 4 °C.
Los sedimentos de proteina se suspendieron
y se lavaron dos veces mediante centri-
fugacion metanol y fueron secados al am-
biente. Finalmente, el sedimento se
resuspende en agua de grado HPLC con TFA
al 0.1% y se almacena a -20 ° C para su pos-
terior uso.

Separacién por SDS PAGE y Digestion
Enzimatica Directa

Las muestras de proteinas, tanto celu-
lares como extracelulares, fueron sometidas
a dos procesos. En uno se realiz6 la separa-
cion de las proteinas totales mediante un gel
de poliacrilamida (SDS- PAGE) al 15% con
un campo eléctrico de 90 V por 2-3 horas.
Las bandas seleccionadas se cortan manual-
mente con ayuda de un bisturi estéril, y son
sometidas al tratamiento de tripsinizacion, si-
guiendo el protocolo de Shevchenko et al.
(2007). Por otro lado, los extractos totales de
las proteinas celulares y extracelulares fue-
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ron ademas digeridos de manera directa me-
diante un tratamiento con tripsina, siguiendo
el protocolo de Schmidt et al. (2009).

Procesamiento y Analisis de Datos

El analisis de proteinas se obtuvo a partir
de un sistema analizador protedmico MALDI-
TOF/TOF (5800, AB SCIEX System). Los
espectros fueron captados en modo MS Re-
flector Positivo con un laser de Nd: YAD de
349 nm de longitud de onda, con una intensidad
de laser de 2800 y una velocidad de 600 pm/
segundo y 750 disparos. Para el analisis de do-
ble tiempo de vuelo (TOF/TOF), los precurso-
res fueron acelerados a 8 kV y se selecciona-
ron en la puerta de entrada de iones. Todos
los fragmentos peptidicos generados por la
colision de los precursores en la camara de
disociacion inducida (CID) se aceleraron a
15 kV en la fuente 2 y las masas se analiza-
ron después de pasar por el reflector de iones.

El analisis de los datos se realizo de
manera automatica por el programa 4000
Series Explorer v. 3.5.3 (Applied Biosystem).
Todos los datos obtenidos por MS/MS fue-
ron procesados y analizados por el software
ProteinPilotTM 4.5, basado en el algoritmo
Paragon™ 4.5.0.0 (Matrix Science, Boston,
MA), usando el GPS Explorer software v. 3.6,
que permite la busqueda no redundante de
proteinas. Para los andlisis se consider6 las
condiciones de alquilacion con iodoacetamida
y digestion con tripsina. Las bases de datos
asociadas al género Bacillus fueron descar-
gados de los repositorios virtuales libres como
UniProt (http://www.uniprot.org/) y de la base
virtual del Centro Nacional de Informacion
Biotec-nologica- NCBI (http://blast.ncbi.nlm.-
nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins)

RESULTADOS

Actividad Antimicrobiana
La cepa B. amyloliquefaciens demos-

tr6 tener capacidad de inhibir la mayoria bac-
terias patogenas de peces seleccionadas de
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Cuadro 2. Antagonismo extracto libre de células (LC) y antagonismo célula vs. célula

(CC) de Bacillus amilolyquefaciens

Bacteria patogena Antagonismo Inhibicion
Aeromonas hydrophila LC +++
Pseudomonas aeruginosa LC +++
Pseudomonas putida CC -
Plesiomona shigelloides CC +++
Vibrio sp CC +++
Klebsiella sp CC +++
Aeromonas veronii CC +++
Staphylococcus epidermis CC +++
Citrobacter freundii CC +++

Los signos positivos significan antagonismo entre la cepa probada y las patdgenas. (-) no hubo
inhibicion; (+) inhibicién de 4-6 mm; (++) inhibicidn de 6-8 y (+++) inhibicién >8 mm

estudios anteriores y que pertenecen al
cepario de bacterias de IncaBiotec S.A.C.
La cepa solo no mostr6 inhibicién contra
Pseudomonas putida (Cuadro 2.)

Sensibilidad Antibiotica y Actividad
Proteolitica

La cepa fue susceptible a todos los
antibioticos contra los que fue evaluada. Los
antibioticos con mayor inhibicion fueron
eritromicina y vancomicina (Cuadro 3). Por
otro lado, la cepa B. amyloliquefaciens 11CI-
2 mostr6 una fuerte capacidad proteolitica,
mostrada en los halos claros formados en el
medio sélido alrededor del pocillo donde fue
inoculada la cepa (19 mm).

Identificacion de Genes de Biosintesis

Se obtuvieron cinco productos corres-
pondientes a los tamafios de itud (647 bp),
bacA (498 bp), bmyB (370 bp), fenD (269
bp), srfdA4 (200 pb) (Figura 1). Las secuen-
cias analizadas por BLAST obtuvieron mas
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Cuadro 3. Perfil de susceptibilidad antibiotica de
la cepa Bacillus amyloliquefaciens 11CI-2

e Bacillus Inhibicion
Antibiotico amilolyquefuciens  (mm)
Vancomicina Sensible 32
Gentamicina Sensible 19
Amikacina Sensible 16
Eritromicina Sensible 34
Cloranfenicol Sensible 16
Amoxicilina + Sensible 19

Ac. clavulanico

del 90% de cobertura e identidad en la bus-
queda de homologia con sus respectivos genes
de biosintesis; por lo que se determind la pre-
sencia de genes clave para la produccion de
péptidos antimicrobianos como iturin A (co-
digo accesion GenBank KP967589.1),
bacillomicina L sintetasa B (bmyB) (co6digo
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Cuadro 4. Secuencias de proteinas identificadas por MALDI TOF TOF del proteoma de
Bacillus amyloliquefaciens (Parte 1)

Precm'z  Mejor Secuencia Proteina Ezpecie Identificacion Identidad Accesion
Baze Datos Yo
1782.740 AGGAYLPLDAELPPE  Plipastatin symthaze Baciils subtilic UniProilB 100 031817
R subuanit E {atraim 168)
1319.542 ESYLEDIDISE Plipastatin symthase Barillus subtiliz UniProiflH 100 B30845
subanit B {strain 168)
1319.624 REVFAGGEPLAPR Plipastatin symthaze Barillus substiliz UniProiB 100 P30847
subamit C {3tram 168)
1672.710 AGGVYIPIDSHYPEA  Plipastatin synthasze Barillus subtiliz UniProiB 100 P30843
R subanit A (ztraim 168)
1045 B66 REDTFFLEOPEGEVYF  Putative thiazale- Brevibacilhes sp. Protem Blast 100 SFE713381.1
R contzining bacteriocin QEDMI
matnration protein
2065.342 IYDAILFFADMIVMM  Bacteriocin biosynthesis Baciilus UniProiB 100 AQAIDTIHM
PFLWTGHEGVGEE protein Sael ammitaliguefcians D3
1307 672 SOALMIIERR Bacteriocin-asseciated Barillus substiliz UniProtB 100 ANADSIUML
intezral membrane family  subsp. niger 1
protein
1319.642 TDEEVAVEEISE. Bacteriocin maturation Barills sp. 341-  UniPro#B 100 AQADMIPE]
protein 12 B
1741.918 (NPDFNMEQLETLEE.  MULTISPECIES: Bacillus sp. Protem Blast 100 WP_0074093
polvketide symthaze 171
2019.348 SGDIEIAVVGGEVEML  Polyketide synthase Bariilus Protein Blast 100 WP_0474743
NTDAAHEMFQER. amytaliguefcians 1.1
2019.418 QPEMIQTAVEELLEY  Bacillaene polyketide Bacillus Protein Blast 100 AQT19723.1
TEPFVIMMANE synthazs amylaliqueficians
1311.627 FELVHSTSQAAR MULTISPECIES: Baciilus 5p Protein Blast 100 WE_0090683
bacilysin biosynthesis 411
protein Bacd
9574204 APGEQMYE. Gramicidin 5 synthase 2 Baciilus brevis UniProiEH 100 PICOG4
104587 IEPEEVEVILANHPA Bacillomycin D Bar Protein Blast 100 AFGI83TEL
VR synthetzae B ey ioliqueiincians
2578.28 GWFTELYPVSLOIEA  Bacillomycin D Bacillus Protemn Blast 100 AFGIBITT1
DODIPQE. synthetzze © amylaliqueficians
1438.72 EHLOTHMTMEVE. Barillomycin D Barills UniProiH 100 AQADSITEG
amyloliguefaciens L]
1744 81 GRTWEQVMEDFVEE.  surfactin non-ribosomal Barillus Protein Blast 100 WE_01441568
peptide synthetase SriAA  amowloligueficions 6.1
2518.21 QVHHLVESLQQTIY( MULTISPECIES: Baciilus 5p. Protemn Blast 100 WE_0108864
3G30TLE. surfactin non-ribosomal a1
peptide synthetase Srid4
3078.41 TEGEQADGPVEGE  surfactin non-ribosomal Bariilus Protemn Blast 100 WER_1136297
AALTRIQRWFFER peptide synthetase SIfAE  amoeloligueticions 851
2310302 POVOQEFEGDREVEAE MULTISPECIES: Baciilus Protem Blast 100 WP_1087023
LPEMLE. surfactin non-ribozomal ammiialiguefcians BE.1
peptide synthetase Sréd A
1367 87 AYYPTSPAQOR iturin symthetasze A Baciils subtilis Protemn Blast 100 APIRIBOG.1
subsp. Erictiansiz
1741.87 QLARTWEELFGLER iturin symthetasze A Baciils subtilic Protein Blast 100 APIRIBDS.1
subsp. Erictiensiz
2578.270 ECLTHLDEAEQSAY  FenE (Fengycim) Bariilus UniProilB 100 ADALIFST
LCRFEER. amyioliqueiiniens
1438.717 AGLFINTVEVEVE. Fengycin family Bacillus sp. UniProiB 100 ADAINTHN
lipopeptide synthetaze B RUPDI &
1438.677 AGGAYLPIGDDVPR Fengycin synthetzse Bacillus UniProtB 100 HOTESE
amtoliguefcians
1508871 IEPAEIEARLTEIMMGIE  Monribosomal Fengyoin Protein Blast 100 AEEG3366.1
synihesis amyialiqueiincians
LL3
1045 866 ALPEPDFASEQTYIPP  Fengycin synthetaze Barcills sp. GY19  UniPro#EB 100 ANAQATACT
R 3
1581.81 DILATEHYLASYR Fengycin family Baciilus Protein Blast 100 510373611
lpopeptide svnthetaze D ammiialiguefcians
1311.627 DLYPLSFAQER Fengycin synthetzse B Bariilus Protein Blast 100 AFGI0384.1
amytoliguefcians
1074.03 EEGVMERQEPRVAIM Fengycin synthetase Barillus subtiliz Protemn Blast 100 AABSD332
MER FenA
914 Rev Inv Vet Pert 2019; 30(2): 908-922



Caracterizacion de Bacillus probidtica mediante MALDI TOF TOF

Cuadro 5. Secuencias de proteinas identificadas por MALDI TOF TOF del proteoma de

Bacillus amyloliquefaciens (Parte 1I)

Prec m/z Mejor Secuencia Proteina Especie Identificacion Identidad Accesion
Base Datos %
3412480 SMAICPNTELAMEYG  Fengycin synthetase Baciils subtilis Protemn Blast 100 AABSD9352
PTEMEVATTAMFHM  FenA
ER
2139 LNGACLHVVDRESTM  Neonribosomal fengyon Baciilus Drotemn Blast 100 AEEG3566.1
LAPER. synikazis ammloliqueiicions
LL3
2087.057 IQTHLLTIVENAVEN  Fengycin synthetase A Bacillus Protein Blast 100 AFGI0385.1
POER amyialiqueihcisns
1960.875 LEMGEVMLYLGPNV  Subtilin biosynthesiz Baciils subtilis Protemn Blast 100 WP_1013014
GSTR protein Spak :
1732.735 DREMYIEMCHSDR MULTISPECIES: Bacillale: Protein Blast 100 WP_0141151
subiilin biosvethesis B4.1
protein SpaB
1911.843 GHNPTVEVEVYTESG  Enplase Bacillus UniProiEB 100 ADAIDTIE
AFGR. ayialiqueiheisns 1
2322960 HVEYDTSYEAYTAY  MULTISPECIES: 5- Bacills spp Protemn Blast 100 WP_11303466
EALANE layer protein 331
1965.342 FIHTCYGELEKTP(El  miric oxide synthass Brevidacilius Protem Blast 100 WP_0357459
ESRLMEVE. choshinensis 4.1
282,11 WHILSQASQAMLAG  flazellin Bacillus safensis Protein Blast 100 EDE27418.1
ANCGOPONVLOLLE
2167.02 MEQDOQILEWEMEE  flagellar capping protein =~ Baciilus p UniProiB 100 W4G3L3
FE
2518.214 GAWNPNLGSPODGET  Chitinaze 4, Bacillus Protein Blast 100 APMBTETEL
YVLLMEELF. velezensiz
1319.542 FGGILDQQTANE. Chitin-binding protein Bacillus Protemn Blast 100 WP_0B70521
thuringiensis 211
1638.714 AGGFETGGINFDAE ~ MULTISPECIES: xylose  Bacilus tp. Protein Blast 100 OLF23314.1
VR isomerazs
2139 SAFYLAFYMSELSDL  Collagenase Bacillus Protem Blast 100 WP_0OD103464
HEE. thiringiensis 341
21965258 QLYGYETNNGGIYIE  Collagenase Baciilus 5p. Protein Blast 100 WP _0081751
ETGTFFTYER. 06.1
1233.500 TVTAYFVNYR Microhial collagenase Bacilus UniProfB 100 ADAIEILTZ
ColA thuringiensis a
2018428 ALEPGNADDVLTIVI  Collapenase Bariilis UniProfB 100 C3HASD
TNSPEDEYQLNE thuringiensis
2819.154 MNSYYEQEGSTEVP  sporulation protein YabP  Bacillus subfifiv Protemn Blast 100 WP_0615711
EQHDITMEGE. 271
967.4217 QGREPGEGE stage V sporulation Paenibaciliuz Protemn Blast 100 WP_1020977
mrotzin B LI ] 311
2634.238 GAEPETEHOMMEHL  sporulation protein Ygfd — Bacilius Protemn Blast 100 WP_1041708
EEIGVEEGE QrOpRIaUT 4g.1
29223 LETOLANNEQYKQED  L-lactate dehydrogenase  Bacillus 5p. Protein Blast 100 WP_1011652
LOEIFENVE. 46.1
213899 MEMAYDEYMEQMY  BrrA/BrE family Bacillus sp. mrc4? Protein Blast 100 WP_1005315
ERME hacilliradoxin 581
1408.673 [EAPFFERMIE. bacillithiol biosymthesis Baiilis Drotein Blast 100 WP_0615748
cysteine-adding enzyme COELIENT 401
263441 VMEGPGYTGGDLM  deltz-endotoxin Bacillus Protemn Blast 100 ADO32760.1
VFYGAGEINWE thuringiensis
1660.90 FETTDYNVDQTAEE  Pesticidal crystal protein ~ Baciiius Protemn Blast 100 WP_0031683
ay4Aa thuringiensis 811
1319.54 IDTQWFERR Cancer cell-killing Cry Bacillus Protem Blast 100 WP_00318460
nratzin thuringiensis 351

accesion GenBank KY111359.1), la proteina
de biosintesis de bacilisina (bacA) (co6digo
accesion GenBank MF(098752.1), fengycin
sintetasa (fenD) (codigo accesion GenBank
KP453873.1) y la subunidad 1 de la surfactin
sintetasa (srfA4A) (cddigo accesion GenBank
KY051728.1).
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Analisis MALDI TOF-TOF

Mediante espectrometria de masas do-
ble TOF se pudo identificar secuencias de
las proteinas claves involucradas en funcio-
nes como la biosintesis de péptidos
antimicrobianos no ribosomales del grupo de
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€)
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bmyB  bacA SrfAA
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(b)

ituA mw

1000 bp
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260 bp
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50 bp

Figura 1. a. El analisis por PCR muestra la amplificacion de los principales genes de biosintesis
de bacteriocinas bacA, bmyB, fenD, srfAA, MW (marcador de peso molecular). b.
Migracion de la secuencia correspondiente al gen clave para biosintesis de ituA. Los
productos de PCR fueron separados por un gel de 2% de agarosa por 35 min y
visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta

lipopéptidos antimicrobianos como surfactin,
bacillomycin D, fengycin e iturin; del grupo
de policétidos antibidticos como bacillaene y
el dipeptido antimicrobiano bacylisin; y de
bacteriocinas como gramicidin, bacteriocina
tipo streptolysin (SagD) y lantibidticos como
subtilin (Cuadros 4 y 5). Por otro lado, se
encontraron ademas proteinas relacionadas
a otras caracteristicas como la capacidad de
la cepa bacteriana a fijarse en el epitelio in-
testinal como enolase, y proteina de capa S
(S-layer). También se encontraron proteinas
relacionadas a la digestion de chitina
(chitinasa), colagenasa y del aprovechamiento
de azucares a través de xilosa isomerasa
(Cuadros 4 y 5).

La esporulacion es un mecanismo cla-
ve para que una bacteria sea considerada
para su uso en la alimentaciéon animal. Me-
diante el uso de la espectrometria de masas
MALDI TOF TOF se reconocieron protei-
nas claves para realizar procesos celulares
como la proteina de esporulacion YqfD, YabP
y proteina R del estado V. Ademas, se pudie-
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ron detectar componentes esenciales para el
microorganismo y su supervivencia en am-
bientes acidos como bacillithiol (cuadros 4 y
5). Asi mismo, con esta técnica se pudieron
identificar moléculas claves en la estimulacion
del sistema inmunitario del hospedero como
flagellin, asi como una sintasa de 6xido nitri-
co, la cual funciona como una principal molé-
cula de respuesta celular y proteccion de la
mucosa intestinal. Ademas, se identificaron
secuencias correspondientes a proteinas cris-
talinas, clave para la inhibicion de insectos
patogenos (cuadros 4 y 5).

DiscusioN

Diversas caracteristicas son tomadas en
cuenta para la seleccion de una cepa como
probiodtica. Entre estas, la capacidad para
generar inhibicion contra bacterias patdgenas
(Thankappan et al. 2015; Nandi et al., 2017).
El aislado bacteriano identificado como
Bacillus amyloliquefaciens 11CI-2 fue pro-
bado in vitro contra bacterias patdgenas de

Rev Inv Vet Peri 2019; 30(2): 908-922
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importancia en la piscultura, como
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
aeuruginosa y Citrobacter freundii (Eissa
et al., 2010; Thanigaivel et al., 2015;
Thankappan et al., 2015), demostrando te-
ner capacidad antagonica frente a todas las
cepas patogenas.

La sensibilidad frente a antibioticos es
una caracteristica resaltante en cepas
probidticas, pues evita la posible transferen-
cia de genes de resistencia entre cepas
probiodticas y patogenas que podrian habitar
al hospedero; considerando ademas a la ca-
dena alimentaria como una via de transfe-
rencia de bacterias patdgenas antibioticos
resistentes a los humanos (do Vale Pereira et
al., 2017). Los resultados demostraron que
la cepa Bacillus amyloliquefaciens 11CI-2
es susceptible a todos los antibioticos contra
la que fue probada, semejante a lo mostrado
por Kadaikunnan et al. (2015).

Los componentes antimicrobianos pro-
ducidos por bacterias son abundantes y di-
versos, y la capacidad de producirlos es con-
siderada una caracteristica principal cuando
se trata de seleccion de bacterias probioticas.
Estas bacteriocinas favorecen el estableci-
miento del probiotico dentro del tracto intes-
tinal, la inhibicion de cepas patdgenas inva-
soras y la modulacion de la microbiota hos-
pedera. La determinacion de los genes cla-
ves para la biosintesis de bacteriocinas como
surfactin, fengycin, bacyllomicin, bacylisin e
iturin A, mediante la prueba de PCR, al igual
que en los estudios con Bacillus spp de
Koumoutsi et al. (2004), Ramarathnam et al.
(2007) y Athukorala et al. (2009) permitieron
confirmar la presencia de estos genes en la cepa
aislada B. amyloliquefaciens 11CI-2.

La capacidad de las bacterias para pro-
ducir enzimas proteoliticas es muy importan-
te desde el punto de vista nutricional. Estas
proteasas potencian la digestion, y estan
involucradas en los mecanismos de defensa
contra agentes patdgenos (Thankappan et al.,

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(2): 908-922

2015); por lo tanto, mediante el crecimiento
sobre agar Skim Milk se demostro la capaci-
dad proteolitica de la cepa B.
amyloliquefaciens 11CI-2 coincidiendo con
multiples antecedentes sobre la evaluacion de
bacterias del género Bacillus (Bairagi et al.,
2002; Ray et al.,2012; Banerjee et al., 2013;
Nandi et al. 2017; Kavitha et al., 2018).

Actualmente, las comunidades
bacterianas que componen la microbiota aso-
ciada al tracto digestivo de animales y huma-
nos se encuentra bastante estudiada a partir
de herramientas de secuenciamiento masivo
del ADN (metagenomica); sin embargo, la
informacion obtenida no ayuda a caracteri-
zar la funcionalidad microbiana (Vinusha et
al.,2018), la cual podria ser descrita hacien-
do uso de herramientas de analisis de
transcritos o de proteinas; asi pues, el anali-
sis protedmico de cepas potencialmente
probiodticas puede dar informacion sobre los
potenciales beneficios de una cepa de este
tipo (Ruiz et al., 2016). En esta investiga-
cion, a través del uso de la espectrometria de
masas MALDI TOF TOF se identificaron
las caracteristicas de mayor importancia en
las cepas potencialmente probioticas a tra-
vés del analisis de su proteoma celular y
extracelular.

Debido a la produccion de péptidos con
capacidad de inhibir cepas patégenas, diver-
sos trabajos se han centrado en la investiga-
cion de cepas de Bacillus capaces de sinte-
tizar lipopéptidos antimicrobianos y antivirales
como surfactin (Athukorala et al., 2009;
Sajitha et al., 2016); iturin y fengycin (Kim et
al.,2010), bacillomycin D (Ramarathnam et
al.,2007) y el dipéptido bacilysin (Wu et al.,
2014). Aparte de estos péptidos identificados
por MALDI TOF TOF y PCR, se pudo de-
mostrar la presencia de proteinas claves para
la biosintesis de bacilleane, gramicidin y
subtilin, componentes antimicrobianos previa-
mente descritos (Moldenhauer et al. 2007,
Liou et al. 2015; Chen et al., 2018).
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Otras moléculas fueron ademas detec-
tadas mediante espectrometria de masas
como las sintasas de 6xido nitrico, moléculas
clave para la generacion de oxido nitrico
(NO), el cual esta relacionado a la activacion
del sistema inmunitario a través de la regula-
cion de la comunicacion de células de defen-
sa del huésped (Wang et al., 2010). Asi mis-
mo, se identificd flagellin, una proteina capaz
de incrementar la produccion de péptidos
defensinas (B-defensin 2) (Schlee et al.,
2007).

La capacidad de aprovechar y degra-
dar componentes como la chitina, es una ca-
racteristica muy Util para mejorar el proceso
de digestion y asimilacion en peces, a través
de su microbiota asociada (Dutta et al.,
2015). En el presente estudio, se logro identi-
ficar mediante protedmica la presencia de
enzimas chitinasas de la cepa de B.
amyloliquefaciens 11 CI-2. Ademas, se iden-
tificaron enzimas colagenasas y xilosa
isomerasa, involucradas en la nutricion de los
peces (Ray et al., 2012).

Para que una bacteria con caracteristi-
cas probioticas pueda prosperar en un am-
biente dificil como el tracto digestivo, es ne-
cesario que resista las condiciones de estrés,
y para esto, mecanismos como la esporulacion
son muy importantes (Elshaghabee et al.,
2017). En el presente estudio se identificaron
proteinas claves para la esporulacion como
YqfD (Wembhoff y Meinhardt, 2013) y pro-
teinas claves para la biosintesis de bacillithiol
y bacilliredoxin, que sirven como mecanis-
mos de resistencia a estrés acido (Gaballa et
al., 2010; Chi et al., 2011; Chandrangsu et
al., 2017). Por otro lado, la cepa probiotica
debe poseer caracteristicas que le permitan
fijarse al tracto digestivo y prosperar, como
por ejemplo proteinas de anclaje y comuni-
cacion celular (Castaldo et al., 2009), para
interactuar con proteinas como la fibronectina
de la matriz extracellular y proteinas de capa
S (S-layer) (Sanchez et al., 2009). Ambas pro-
teinas pudieron ser identificadas en este estu-
dio a través del analisis por MALDI TOF TOF.
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CONCLUSIONES

Los datos obtenidos de la cepa Bacillus
amyloliquefaciens 11 CI-2 aislada de tracto
digestivo de paiche Arapaima gigas, ponen
en evidencia las buenas caracteristicas de
esta cepa para ser considerada como
probidtico para su empleo en la acuicultura
de peces.
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