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Los microorganismos poseen distintas formas para competir en su ambiente,
una de ellas es la produccion de sustancias antagonicas. Entre estas se incluyen
antibioticos clasicos, algunos productos del metabolismo, agentes liticos, numerosos
tipos de exotoxinas proteicas y bacteriocinas. La diversidad de estas sustancias
inhibitorias es muy grande y muchas bacteriocinas han sido identificadas. No obstante,
los origenes evolutivos y la funcion que desempefian en la mediacion de las
interacciones microbianas son aun poco conocidos. En esta revision pretendemos dar un
panorama global del conocimiento que se tiene sobre las bacteriocinas abarcando su
purificacién, diversidad, ecologia, evolucién y aplicaciones. Estas sustancias
antagoénicas son producidas tanto por bacterias como por arqueas y solo presentan
capacidad antibidtica contra miembros de la misma especie que la produjo o especies
muy relacionadas.

Introduccion

A través de la evolucion los microorganismos han desarrollado distintas
estrategias para competir por nutrientes en su medio ambiente. Por ejemplo algunos han
mejorado sus sistemas de quimiotaxis (23, 74) y otros han elaborado compuestos
antimicrobianos para inhibir a otros miembros del ambiente (48, 97, 104). Diversas son
las sustancias antagénicas que los microorganismos producen para dominar en su
hébitat, por ejemplo los antibioticos de amplio espectro (103), productos del
metabolismo como acidos organicos (64, 65), moléculas quelantes de hierro
(sideroforos) (70) y bacteriocinas (116).

Las bacteriocinas son definidas como proteinas biologicamente activas contra
miembros de la misma especie o especies muy relacionadas a la cepa productora (59,
116) Figura 1. En la naturaleza existe una enorme diversidad de este tipo de substancias
(97). Las bacteriocinas han sido encontradas en casi todas las especies bacterianas
examinadas hasta la fecha, y aiin dentro de una especie podrian ser producidas diferentes
tipos de bacterocinas (12). Se piensa que el 99% de todas las bacterias pueden producir
cuando menos una bacteriocina y la inica razoén de que no se hayan aislado es debido a
que han sido muy poco estudiadas (59). Las halobacterias, miembros del dominio
Archaea, producen su propio tipo de bacteriocinas, las halocinas (123). Los
microorganismos invierten una gran proporcién de energia para la produccion y
elaboracion de mecanismos antimicrobianos. Aun cuando, no se sabe mucho de cémo la
diversidad de estas sustancias aumenta y cual es la funcion que desempefian las



bacteriocinas en las comunidades microbianas, estas moléculas han servido como un
modelo para tratar de responder algunas preguntas evolutivas y ecoldgicas.

Aislamiento y purificacion de bacteriocinas

La deteccion de cepas productoras de bacteriocinas de una especie
bacteriana es el primer paso para los estudios de distribucion y abundancia de la
sustancia antimicrobiana. Y es una etapa previa a la purificacion de una sustancia
antagonica. Un método para detectar la actividad antagénica de una cepa esta
esquematizado en la figura 2. Debido a la naturaleza quimica extremadamente
heterogénea de bacteriocinas (59, 116) se ha requerido una amplia gama de
metodologias para la purificacién de estas moléculas. Hay pocos estudios que describen
la estructura quimica de las bacteriocinas, debido a muchos problemas asociados con la
purificacion de estos péptidos antimicrobianos (12). Un aumento en la eficiencia del
proceso de purificacion contribuird significativamente al entendimiento de la naturaleza
quimica de las bacteriocinas. Algunos puntos importantes que se deben de considerar
para la purificacion de una bacteriocina serdn comentados a continuacion.

Produccion de bacteriocinas. Para propdsitos de purificacion es necesario
realizar estudios de produccion y contar con grandes proporciones de cultivos antes de
iniciar la purificacion. La produccion de algunas bacteriocinas puede ser favorecida bajo
ciertas condiciones de crecimiento. Por ejemplo las condiciones de incubacién, como
son la temperatura, el pH y el tiempo de incubacidn, influyen fuertemente en la
produccion de bacteriocinas activas (22, 29, 37, 61, 71, 79, 80). Las condiciones 6ptimas
de produccion deben ser determinadas para cada organismo productor (12).

La composicion del medio de crecimiento también afecta grandemente a la
produccién de bacteriocinas (22, 116). En general los medios complejos que contienen
una fuente rica en nitrégeno son O6ptimos para el aumento de produccion de muchas
bacteriocinas (130) como lo es para la produccion de vitaminas en algunas bacterias
(83). Por ejemplo la produccion de bacteriocinas de bacterias lacticas se ve favorecida
en medios que contienen cantidades significantes de péptidos con peso molecular en el
rango de 3000 a 6000 Da. Sin embargo, el alto contenido de péptidos en estos medios ha
interferido en proceso de purificacion dado que el peso molecular es semejante al de
algunas bacteriocinas como por ejemplo con la lactocina B (2). Se ha demostrado que
otros constituyentes de los medios también aumentan o interfieren en la produccion y
purificacion de bacteriocinas (12). Por ejemplo el Tween 80, un surfactante de medios
complejos, interfiere en la purificacion de bacteriocinas (72, 75, 126), ademas de que
disminuye la actividad antimicrobiana de pediodicina A (82) y lactocina S (72). El uso
de SDS ha contribuido en un incremento notable de la actividad de las bacteriocinas
como la mesentericina 5 (19). La adiciéon de NaCl al 4% permitié un aumento de
actividad de plantaricina S y la deteccion de una segunda bacteriocina, llamada
plantaricina T, en Lactobacillus plantarum (50).

En algunos casos el aumento de nutrientes no ocasiona un aumento en la
produccion de bacteriocinas (56). Se piensa que estas cepas no producen mas
bacteriocina debido a que existe una inhibicion por parte del producto final. La nisina
producida por algunas bacterias es inhibida por altas concentraciones de nisina (55, 56).
La concentracion maxima de bacteriocina parece depender de la especie y atn de la cepa



bacteriana (21, 56, 57). Desde este punto de vista, el medio ambiente y las
modificaciones genéticas no cambiarian facilmente la produccion maxima de una
bacteriocina por una cepa productora. Sin embargo, en diferentes estudios se ha
demostrado que la produccion de una bacteriocina puede ser aumentada. Usando un
método de cultivo de dos fases donde la cepa productora de nisina fue removida de la
fase acuosa (55), se permitié un aumento significativo de la cantidad de bacteriocina
producida comparado con el método de cultivo convencional de una sola fase. Ha sido
demostrado también que una cepa mutante espontdnea resistente a eritromicina y
productora de nisina, adquirié un aumento de resistencia a nisina y un aumento en la
produccion (86). En un estudio reciente la introduccion de un plasmido pND300 dentro
de una cepa productora de nisina tuvo como resultado el aumento en la concentracion de
esta bacteriocina (58). El plasmido pND300 acarrea 4 de 5 genes de
resistencia/inmunidad y esos genes pudieron haber contribuido al aumento de nivel de
nisina producida por una cepa productora. El andlisis de la funcién de componentes
individuales del sistema inmunidad/resistencia de una bacteriocina podrd permitir
aumentos significativos en la tasa y nivel de produccion de las bacteriocinas.

Técnicas de purificaciéon. Como se ha mencionado hay una gran diversidad
de bacteriocinas. Por tal razén no existe un método de eleccion o un protocolo general
que nos permita purificarlas. Sin embargo una serie de pasos generales pueden servir de
base para la purificacion (figura 3). Algunos métodos tradicionales, como es el caso de
la precipitacion de proteinas por sulfato de amonio, han permitido concentrar algunas
bacteriocinas a partir de los sobrenadantes de cultivos bacterianos (12). Sin embargo,
esta metodologia no ha resultado eficiente para todos los casos (75, 126). La extraccion
por solventes también ha sido reportada (108), aunque este es el método de eleccion para
concentrar algunas bacteriocinas, no resulta optimo para otras (82). La eficiencia de
purificacion debe ser medida en cada paso (Anexo 1), asi se puede establecer cual es la
ruta 6ptima de purificacion.

Una vez que la muestra ha sido concentrada, serd necesario llevar a cabo un
nivel de purificacion mayor, que difiere de acuerdo a la naturaleza quimica de la
sustancia inhibitoria. En la Figura 3 se da un resumen que nos muestra de forma general
las estrategias que se han seguido para purificar a las distintas bacteriocinas.

Diversidad de bacteriocinas

Bacteriocinas de bacterias Gram-negativas. En bacterias Gram-negativas
han sido descritas diferentes tipos de bacteriocinas (60, 106, 120). Las colicinas y las
microcinas son las bacteriocinas de bacterias Gram-negativas mas reportadas (35, 38,
110, 113). Las microcinas son péptidos pequeios que alcanzan un tamafio hasta de 10
kD. En cambio las colicinas son proteinas relativamente grandes (110). Las
bacteriocinas de bacterias Gram-negativas mas extensamente estudiadas son las
colicinas que son producidas por E. coli y que comparten ciertas caracteristicas entre
ellas (4, 7, 16, 41, 49, 60, 85). Los grupos de genes que codifican a las bacteriocinas
generalmente se localizan en plasmidos (38, 47, 110, 113) aunque también han sido
descritas bacteriocinas codificadas en cromosoma (35). Los genes que codifican
colicinas estan compuestas por un gen de colicina, el cual codifica la toxina; un gen de
inmunidad, el cual codifica una proteina que confiere inmunidad especifica a la célula



productora mediante union e inactivacion de la toxina; y un gen de lisis, el cual codifica
una proteina involucrada en la liberacion de la colicina mediante lisis de la célula
productora. La produccion de colicina es mediada por la respuesta del sistema SOS y por
esta razon es principalmente producida en condiciones de estrés (30). Sin embargo, las
condiciones especificas ambientales también influyen fuertemente en la produccion de
colicinas (62). La produccion de la toxina es letal para la célula productora y cualquier
célula vecina reconocida por esa colicina. Un dominio receptor en la proteina colicina
que une un receptor de superficie de una célula especifica determina el blanco de
reconocimiento. Esta forma especifica de reconocimiento propicia un rango filogenético
relativamente estrecho de antagonismo frecuentemente referido para bacteriocinas. El
modo de accion de las bacteriocinas varia desde la formacion de poros en la membrana
celular hasta la actividad de nucleasa contra blancos de ADN, ARN, y ARNt. Las
colicinas formadoras de poro son proteinas grandes producidas por bacterias Gram-
negativas cuyo tamafo varia desde 449 hasta 629 aminoacidos. Las colicinas con
actividad de nucleasa tienen una tamafio mas variable desde 178 hasta 777 aminoacidos
97).

Aun cuando las colicinas son representativas de bacterias Gram-negativas,
estas difieren de otras bacteriocinas. En E. coli las colicinas estdn codificadas
exclusivamente en plasmidos (85) mientras que las piocinas producidas por
Pseudomonas aeruginosa, han sido localizadas exclusivamente en el cromosoma (105).
Las piocinas muestran similaridad de secuencia a colicinas y otras bacteriocinas, aun no
caracterizadas. Las bacteriocinas de Serratia marcesens, cercanamente relacionadas a la
familia de colicina, se localizan tanto en plasmidos como en cromosomas (26, 33, 43).

Muchas bacteriocinas aisladas de bacterias Gram-negativas parecen haber
sido creadas por recombinacion entre regiones de ADN (del dominio estructural) que
codifican las bacteriocinas existentes (7, 90, 100). En colicinas, el dominio central
comprende alrededor del 50% de la proteina y esta involucrado en el reconocimiento de
receptores especificos de superficie celular. El dominio N-terminal (aproximadamente
25% de la proteina) es responsable de la traslocacion de la proteina dentro de la célula
blanco. El resto de la proteina alberga el dominio téxico y la regién de inmunidad, la
cual es una secuencia corta involucrada en la unién a una proteina de inmunidad. Aun
cuando, las piocinas producidas por P. aeruginosa forman un dominio estructural
similar, los dominios de traslocacién y reconocimiento del receptor estan cambiados
(105). La estructura de los dominios de esas toxinas es responsable en gran medida de la
diversidad de bacteriocinas que encontramos en la naturaleza.

Bacteriocinas de bacterias Gram-positivas. Las bacteriocinas de bacterias
Gram-positivas son abundantes y mas diversas que aquellas descritas a la fecha en
bacterias Gram-negativas (48, 116). Ellas difieren de las bacteriocinas Gram-negativas
en dos aspectos fundamentales. Primero, la produccién de bacteriocinas no es
necesariamente el evento letal como ocurre en bacterias Gram-negativas. Esta diferencia
critica se debe a que las bacterias Gram-positivas poseen mecanismos de transporte para
la liberacion de la bacteriocina (48) y algunas poseen un sistema de transporte especifico
de bacteriocinas, mientras otros emplean la via de exportacion dependiente de sec. En
segundo término, las bacterias Gram-positivas han desarrollado una forma de regulacion
mas compleja que el de las bacterias Gram-negativas. Ademas las bacteriocinas de
bacterias Gram-positivas son en su mayoria péptidos (48).



Las bacterias acido lacticas (LAB) son capaces de producir distintos tipos de
bacteriocinas. Klaenhammer propuso tres clases de bacteriocinas LAB (59). La clase I
son los lantibidticos, llamados asi porque ellos son modificados post-traduccionalmente.
Estas sustancias contienen aminoacidos como lantionina y B-metillantionina, y muchos
aminoacidos dehidratados (44, 104). Con base a las caracteristicas estructurales y su
modo de accidn, los lantibidticos han sido subdivididos en dos subgrupos: A y B. Los
lantibidticos tipo A inhiben a las células sensibles por despolarizacién de la membrana
citoplasmatica (3, 109), estos son mas grandes que los lantibioticos tipo B y su tamafio
varia entre 21 y 38 aminoacidos. La nisina es un lantibidtico de tipo A y es la
bacteriocina mejor estudiada de bacterias Gram-positivas (42). Los lantibidticos de tipo
B tienen una estructura secundaria mas globular y no exceden los 19 aminoacidos de
longitud. Los lantibidticos de tipo B funcionan a través de inhibicion enzimatica. Un
ejemplo es la mersacidina, la cual interfiere con la biosintesis de pared celular (9).

Las bacteriocinas de las LAB de clase II son también pequefias, con una
variacion de tamafio de 30 a 60 aminoacidos, son estables al calor y no contienen
lantionina en los péptidos (59). Estas se subclasifican en 3 grupos: La clase Ila es el
grupo mas grande y sus miembros se distinguen por tener una secuencia amino terminal
conservada (YGNGVXaaC) y una actividad compartida contra Listeria. Semejante a los
lantibioticos de tipo A, las bacteriocinas de clase II actiian a través de la formacion de
poros en la membrana citoplasmatica. Algunos ejemplos incluyen la pediocina AcH (5),
la sakacina A (107) y la leucocina A (46). Las bacteriocinas de clase IIb asi como la
lactacina F (75, 76), la lactococcina G (78) y la lactococcina M (1), forman poros en las
membranas de sus células blanco y estdn compuestas por dos proteinas que funcionan
complementariamente. Un tercer subgrupo (Ilc) ha sido propuesto, el cual consiste de
bacteriocinas que son sec-dependientes (como la acidocina B) (66). La clase III de
bacteriocinas son proteinas grandes y sensibles al calor, por ejemplo las helveticinas J y
V (51, 127) y la lactocina B (2). Una clase adicional de bacteriocinas ha sido propuesta
(IV), esta clase se caracteriza por incorporar grupos como carbohidratos o lipidos en la
molécula para tener actividad. Poco es conocido acerca de la estructura y funcion de esta
clase propuesta, algunos ejemplos incluyen la leuconocina S (10) y la lactocina 27 (124).

Las bacteriocinas de bacterias Gram-positivas y en particular los
lantibidticos requieren mucho mas genes para su produccion de lo que requieren las
bacterias Gram-negativas. Por ejemplo, la agrupacion de genes necesarios para la
sintesis de nisina incluyen un gen para el prepéptido (nis4), genes para enzimas que
modifican aminodacidos (nisB, nisC), un gen para el rompimiento del péptido lider
(nisP), un gen para la secrecion (nisT), genes para la inmunidad (nisl, nisFEG) y genes
para la regulacion de expresion (nisR, nisK) (11, 27, 28, 52, 63, 87, 125). Estos grupos
de genes se localizan generalmente en plasmidos, pero ocasionalmente son encontrados
en el cromosoma. Muchas bacteriocinas de bacterias Gram-positivas, incluyendo la
nisina, estan localizadas en transposones (24).

Es conocido que el rango de accion inhibitoria de las bacteriocinas Gram-
positivas se restringe a bacterias Gram-positivas. Sin embargo, el rango de accion puede
variar significativamente, desde un rango relativamente estrecho como en el caso de
lactococcinas A, B, y M, las cuales solamente inhiben a Lactococcus (99), hasta un
rango extraordinariamente amplio. Por ejemplo, algunos lantibidticos de tipo A asi como
la nisina A y la mutacina B-Ny266 son capaces de aniquilar un amplio rango de
organismos incluyendo Actinomyces, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,



Enterococcus, Gardnerella, Lactococcus, Listeria, Micrococcus, Mycobacterium,
Propionibacterium, Streptococcus 'y Staphylococcus (73). Contrario a lo que se conoce
para otras bacteriocinas, la nisina A y la mutacina B-Ny266 son también activas contra
un namero de bacterias Gram-negativas de importancia médica incluyendo
Campylobacter, Haemophilus, Helicobacter y Neisseria (73). La producciéon de
bacteriocinas en bacterias Gram-positivas esta generalmente asociada con el cambio de
la fase log a la fase estacionaria. La produccion de nisina inicia durante la fase media
logaritmica y aumenta a un maximo cuando las células entran a la fase estacionaria (11).
La regulacion de expresion no es dependiente del ciclo celular, sino de la densidad del
cultivo. Ha sido demostrado que la nisina A actia como una feromona proteica en la
regulacion de su propia expresion, lo cual es controlado por un sistema tipico de
transduccion de sefiales de dos componentes de muchos sistemas que censan el quéorum
(quorum sensing). Los genes involucrados son nisR (el regulador de respuesta) y nisK
(la kinasa sensora) (20).

Bacteriocinas de Archaea. El dominio Archaea produce su propia familia
de compuestos antimicrobianos conocidos como archaeocinas. La familia de halocinas
producidas por halobacterias es la unica caracterizada, y pocas halocinas han sido
descritas en detalle (14, 98). La primera halocina descubierta, S8, es un péptido
hidrofobico corto de 36 aminodacidos, cuya proteina precursora es de 34 kD (84). La
halocina S8 es codificada por un megaplasmido y es muy resistente; esta puede ser
desalinada, hervida, sujeta a solventes organicos y almacenada a 4°C por periodos
extensos sin pérdida de actividad. El mecanismo de accion ha sido establecido
unicamente para la halocina H6 (un inhibidor antiporter Na'/H") y el mecanismo de
inmunidad es aun desconocido (122). Cuando las fuentes de nutrientes son limitadas las
células productoras lisan a las células sensibles y enriquecen de nutrientes al medio
ambiente local. Asi las proteinas estables pueden permanecer en el medio ambiente el
tiempo necesario para inhibir a sus competidores en subsecuentes condiciones de flujo
de nutrientes.

Evolucion de bacteriocinas

Los estudios evolutivos de bacteriocinas son de gran relevancia para
entender su diversidad, generacion de nuevas formas y su impacto ecoldgico. Algunos
estudios de evolucion detallados han sido realizados con las colicinas y las klebicinas.

Los estudios evolutivos de colicinas han revelado dos formas principales de
su evolucion (119), la diversificacion por recombinacién y la diversificacion por
seleccion. Los dos modos principales de accion de las colicinas, la formacion del poro y
la actividad nucleasa, representan las formas de evolucidon de estas moléculas
antagonicas (92). Los estudios realizados han incluido la comparacion de secuencia de
ADN vy proteinas (7, 90), el analisis del polimorfismo de la secuencia de ADN en
aislados naturales (81, 96, 118), la evolucion experimental (40, 117) y la modelacioén
matematica (39).

Las colicinas mas abundantes formadoras de poro son generadas por el
intercambio de dominios, lo cual esta regulado por recombinacion (7, 119). Se ha
observado que existen altos niveles de similaridad de secuencia entre una o mas regiones
de las colicinas formadoras de poro. La existencia de secuencias compartidas y



divergentes en las colicinas sugiere una recombinaciéon frecuente. Por ejemplo la
klebicina nucleasa posee dominios compartidos con la secuencia de una colicina
formadora de poro denominada “A-like” y una piocina nucleasa denominada “S1-like”
(95). Dicho intercambio de dominios entre bacteriocinas es responsable en gran parte de
la variabilidad observada entre bacteriocinas Gram-negativas. Se ha observado que la
diversificacion por recombinacion no estd limitada a las bacteriocinas de bacterias
entéricas relacionadas cercanamente. Por ejemplo la piocina S de P. aeruginosa es el
resultado de recombinacion entre muchas colicinas formadoras de poro y con actividad
de nucleasa con otras bacteriocinas (105, 106).

Un modo alternativo de evolucion es propuesto para las colicinas de tipo
nucleasa. Este tipo de colicinas comparten un ancestro comun reciente y poseen
funciones de ARNasa y ADNasa. Sus secuencias de ADN son muy similares, en el
rango de 50 a 97% de identidad. Sin embargo, algunas colicinas con actividad nucleasa
tienen mas altos sus niveles de divergencia en la region de inmunidad. Para explicar este
patrén de divergencia se ha propuesto un proceso de dos pasos de mutacion y seleccion
(90, 91, 119). En la hipétesis de diversificacion por seleccion se propone la accion de
una seleccion positiva muy fuerte que actua sobre mutaciones que generan nueva
inmunidad y funciones antagoénicas. El primer evento de este proceso es una mutacion
del gen de inmunidad que resulta en una funcion de inmunidad ampliada. La célula
productora resultante es ahora inmune a la version ancestral de la colicina y ha ganado
inmunidad sobre algunas colicinas similares. Esta nueva funcion de inmunidad aumenta
el éxito de la cepa productora en poblaciones donde existen multiples colicinas, como es
el caso de las poblaciones de E. coli muestreadas (40, 94). Posteriormente acontece una
segunda mutacion, esta vez en el gen de colicina. Estas dos mutaciones producen una
nueva colicina que no sera reconocida por la proteina de inmunidad ancestral. Por tal
motivo la bacteria con la nueva colicina rapidamente eliminara al linaje ancestral y se
convertird en la cepa productora mas abundante. Esta cepa bacteriana que posee una
colicina evolucionada posteriormente sera remplazada por otra cepa con una nueva
colicina, repitiéndose el mismo ciclo indefinidamente. Las colicinas formadoras de poro
Y (93) y U (110) estan cercanamente relacionadas y tienen un patrén de substitucion de
ADN idéntico al observado entre las colicin nucleasas, con un elevado nivel de
substitucion en la region de inmunidad. Esta observacion sugiere que el proceso de
diversificacién por seleccion no estd restricto a colicinas de tipo nucleasa (97). Sin
embargo los procesos evolutivos pueden ser mas complejos de lo que estas dos teorias
sugieren.

Un modelo de evolucion de diversificacion de colicinas que involucra dos
etapas ha sido desarrollado por Riley (92). Cuando las colicinas no son abundantes,
como es actualmente el caso de la mayoria de las colicinas tipo nucleasa, la frecuencia
de mutaciones puntuales que alteran la funcién de inmunidad puede ser la manera
principal para la generacion de nuevos fenotipos de bacteriocinas. Las nuevas funciones
de inmunidad y actividad antagoénica son rapidamente seleccionadas y permiten a la
célula sobrevivir en presencia de otras bacteriocinas. Esas nuevas bacteriocinas son
mantenidas hasta que nuevas funciones de inmunidad o de antagonismo emergen.
Cuando las colicinas son abundantes, como es el caso de muchas colicinas formadoras
de poro, el intercambio de dominios puede ser la forma mas frecuente de diversificacion.

Algunas bacteriocinas entéricas no tienen similaridad con aquellas
caracterizadas previamente. Un ejemplo es la colicina Js (111). Esta bacteriocina



plasmidica tiene una agrupacion tipica de genes de colicina, con genes de toxicidad,
inmunidad y lisis. Sin embargo, la organizacién de de los grupos de genes es Unica ya
que el gen de lisis es transcrito 5’ al gen de toxina. Los genes en si no muestran
similaridad a otros genes de bacteriocinas conocidas y la toxina codificada es de 94
aminodcidos lo cual es mas pequefio que cualquier otra colicina descrita. Entre mas se
explore la diversidad de bacteriocinas, el modelo de evolucion de estas sustancias sera
mas variado y complejo (97).

Funcion ecoldgica de las bacteriocinas

Se han realizado pocos estudios experimentales sobre la funcion ecoldgica
de las bacteriocinas (31, 45, 53, 112), y sus resultados no han sido del todo
concluyentes. Se piensa que las bacteriocinas podrian servir como antagonistas que
impiden o limiten la invasion de una cepa dentro de una comunidad microbiana
establecida. Cuando las fuentes de nutrientes son limitadas las células productoras lisan
a las células sensibles y enriquecen de nutrientes al medio ambiente local. Una funcién
adicional ha sido recientemente propuesta para bacteriocinas de Gram-positivas, en la
que ellas median sefiales de “quorum sensing” (55). Es posible que las funciones de una
bacteriocina cambien como consecuencia de cambios bidticos o abidticos del medio
ambiente. Recientemente ha sido establecida una base tedrica y empirica que ha definido
las condiciones que favorecen el mantenimiento de bacterias productoras de toxinas
tanto en las poblaciones como en las comunidades. Modelando la accion de las colicinas
Chao y Levin mostraron que la invasion de una cepa productora de colicinas fue
favorecida en un medio ambiente estructurado espacialmente comparado con uno no
estructurado (13). En un medio ambiente no estructurado, una pequefia poblacién de
productoras no podra invadir una poblacion establecida de células sensibles. Esto ocurre
porque las productoras pagan un precio por la elaboracion de la toxina (los costos
energéticos de acarrear un plasmido y produccion de letalidad) pero los beneficios, las
fuentes disponibles para matar a los organismos sensibles, son distribuidos al azar. Por
esta razon, cuando las productoras son raras, la reduccion de la tasa de crecimiento
experimentada por la cepa sensible (debido a antagonismo) es mas pequefia comparada
con la reduccion sufrida por la cepa productora (debido a sus costos), y la poblacion de
la cepa productora de esta forma se extingue. En un medio estructurado fisicamente,
como en la superficie de una placa de agar las cepas crecen como colonias separadas.
Las toxinas difunden fuera de una colonia de productoras, matando a las vecinas
sensibles. Las fuentes disponibles se acumulan mas cercanamente a la colonia
productora y de esta forma el antagonismo puede aumentar en frecuencia aun cuando
inicialmente haya sido raro.

En un modelo reciente se ha introducido el concepto de una tercera especie
que es resistente a la bacteriocina pero que es incapaz de producirla (18, 54). La
resistencia puede ser conferida a través de mutaciones tanto en el sitio de union o en la
maquinaria de traslocacion requerida por una bacteriocina para entrar a la célula blanco.
La adquisicion de un gen de inmunidad también conferird resistencia a su bacteriocina
afin. En estos estudios se asume razonablemente que hay un costo de resistencia, y que
este costo es menor que el costo de produccion de la bacteriocina requerido por la célula
antagonista (32). Con este tercer miembro, las interacciones entre las cepas asemejan un
juego de piedra, papel o tijeras Fig. 4 (54, 67). La cepa productora derrota a la cepa



sensible, debido al efecto de la bacteriocina sobre la tltima. La cepa sensible vence a la
cepa resistente (no productora) porque solamente en la ltima hay costos energéticos
para mantener la resistencia. Y la cepa resistente gana contra la cepa productora porque
la ultima enfrenta los altos costos de produccion y liberacion de toxina mientras la otra
paga solamente los costos de resistencia. En un medio ambiente no estructurado, este
juego permite periodos ciclicos, en los cuales los tres tipos coexisten indefinidamente
pero cada uno con fluctuaciones de abundancia. En un medio ambiente estructurado,
este juego permite un equilibrio global casi estable, en el cual las tres cepas pueden
persistir con una abundancia global casi constante (18).

Recientemente se han incorporado algunos efectos evolutivos dentro del
modelo de Czaran y colaboradores (2002). Esto ha permitido que muchos sistemas
distintos de produccion de toxinas, sensibilidad y resistencia como el de Craven y
colaboradores (1971) (17), se integren junto con los procesos de mutacion y
recombinacion genética (18). Las permutaciones de esos sistemas permiten la existencia
de muchas cepas diferentes. De esta complejidad inicial emergen dos condiciones
distintas de cuasi-equilibrio, los estados de “congelacion” y de “hiperinmunidad”. En el
estado congelado, todas las toxinas son mantenidas globalmente, pero la mayoria de
colonias son productoras de una sola toxina. Esto es, cada colonia produce una
bacteriocina a la cual es también inmune. En contraparte, en el estado de
hiperinmunidad, muchas colonias no producen toxinas, muchas otras hacen una, ain
otras producen muchas toxinas, pero solo unas pocas producen la mayoria de toxinas
disponibles. Cual de esos dos resultados es obtenido dependerd de las condiciones
iniciales. El estado de congelamiento resulta cuando los sistemas inician la evolucion
con la poblacion entera sensible a las bacteriocinas. El estado de hiperinmunidad es
alcanzado si el sistema inicia con suficiente diversidad en donde la mayoria de colonias
existentes tienen caracteristicas de antagonismo y resistencia multiples. Diversos
ensayos de produccion de colicinas en ambientes naturales sugiere que las poblaciones
de E. coli pueden acercarse a las predicciones del modelo de Czaran (40, 94). En E. coli,
las cepas productoras son encontradas en el rango de frecuencias de 10-50%. Las cepas
resistentes son mas abundantes en el rango de 50-98%. De hecho la mayoria de las cepas
son resistentes a todas las colicinas existentes. No obstante, hay una pequena poblacién
de células sensibles (40). El modelo de Czaran predice esta distribucion de resultados de
frecuencia de transferencia horizontal de resistencia y el costo significativo de
produccion de colicinas (18).

Finalmente es necesario hacer una reflexion. Nosotros asumimos que las
bacteriocinas desempefan un papel importante en la mediacion de la dindmica dentro de
las especies (o a nivel de las poblaciones). Esta suposicion esta basada en el rango
estrecho de accion exhibido por la mayoria de las bacteriocinas. Sin embargo, se ha
cuestionado esta suposicion, debido a que en algunos trabajos se ha explorado el
antagonismo entre cepas de la misma especie que la productora o bien un rango muy
estrecho de la poblacion. Ademas el rango de antagonismo varia significantemente para
diferentes bacteriocinas. Si el objetivo es entender la funcién que desempenan esas
toxinas en la naturaleza, nuestros experimentos deben incorporar comunidades
microbianas mas complejas y medios ambientes mas diversos (97).

Aplicacion de bacteriocinas
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Aplicaciones en alimentos. Un amplio rango de bacteriocinas producidas
por bacterias acido lacticas (LAB por sus siglas en inglés) han sido investigadas
intensamente permitiendo su caracterizacion quimica detallada (99). Debido a que las
LAB han sido usadas por siglos para comidas fermentadas, ellas son generalmente
consideradas como seguras por la FDA (Food and drug administration) de US. Esto
permite su uso en la fermentacion de alimentos sin una aprobacién adicional. La nisina
fue la primer bacteriocina en ser aislada y aprobada para ser usada en alimentos
especificamente para prevenir el brote de esporas de Clostridium botulinum en quesos
distribuidos en Inglaterra (15). El uso de nisina tiene una larga historia y actualmente es
usada como preservativo seguro de comida en alrededor de 48 paises diferentes siendo
aprobada por la FDA en 1988 (99).

La atencién de los investigadores de bacteriocinas se enfoco en la bacteria
Lysteria monocytogenes, agente causal de listeriosis, debido a que la frecuencia de
brotes de esta infeccion aumentd combinada con la resistencia natural del agente causal.
Ademas el estudio de esta bacteria fue interesante debido a su capacidad de crecer a
temperaturas cercanas a la refrigeracion que se utilizan para la preservacion tradicional
de comida. Esto condujo al aislamiento de un gran niimero de bacteriocinas de clase Ila,
las cuales son altamente activas contra L. monocytogenes (29). Las bacteriocinas
también han sido usadas en carne curada, leche, queso y pasta de soya (97). Se ha
desarrollado gelatina de pediodicina, una bacteriocina de clase Ila hecha por bacterias
productoras de acido lactico, que protegen a los hot-dogs de la contaminacidn bacteriana
(88). Una cepa productora de pediodicina también ha sido adicionada a embutidos y se
ha encontrado una reduccién del nimero de bacterias unas 10 000 veces respecto al
nimero en embutidos no tratados. Ademas la pediodicina activa fue encontrada en los
embutidos dos meses después de la refrigeracion. Otro ejemplo de una bacteriocina que
podria usarse en la industria alimenticia es la piscicolina, una bacteriocina de otra
bacteria productora de 4cido lactico (88). La piscicolina ya ha sido patentada y pronto
sera usada en productos de carne y para lavar ensaladas verdes (88).

Una preocupacion acerca del uso de bacteriocinas para la preservacion de
comida es la seleccion de cepas resistentes. Estudios con LAB han mostrado la
generacion de cepas resistentes a la actividad de bacteriocinas después de haber
expuesto la cepa sensible a 25 ciclos de crecimiento sucesivo en presencia de la
bacteriocina (25). El tratamiento con una combinacion de bacteriocinas, por ejemplo
nisina y bacteriocina de clase Ila podrian reducir tedricamente la incidencia de
resistencia (6, 128). Un problema adicional es si la resistencia a una clase de
bacteriocina LAB puede resultar en una resistencia cruzada con otra clase de
bacteriocina (6, 114). Sin embargo, la naturaleza quimica muy diversa de las
bacteriocinas propone modos de accion diferentes, lo que conduce a pensar que una
resistencia cruzada es mas dificil de obtener. No obstante, ha sido reportada una
resistencia cruzada entre diferentes bacteriocinas dentro de la clase Ila (89).

Aplicaciones biomédicas. Aunque en la medicina veterinaria se han usado
tradicionalmente los antibidticos para el tratamiento profilactico y terapéutico, las
bacteriocinas ofrecen un tratamiento alternativo que puede tener algunas ventajas (99).
La idea de usar bacteriocinas en el area de veterinaria surgio en los afios 1940’s. Desde
entonces la nisina fue evaluada como una alternativa en el tratamiento de mastitis. Aun
cuando la nisina ofrecié resultados positivos en el tratamiento de la mastitis, algunos
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problemas de irritacion fueron encontrados, lo cual fue debido posiblemente a impurezas
en las preparaciones de nisina (121). Ha sido demostrado recientemente que la nisina es
inhibitoria de los principales patdgenos Gram-positivos involucrados en la mastitis como
cepas de los géneros Streptococcus 'y Staphylococcus (8). La lacticina 3147 también
posee actividad bactericida contra la mayoria de las bacterias responsables de la mastitis
(102). La lacticina 3147 ha sido investigada en su potencial para inhibir a patégenos
humanos resistentes a diversos antibioticos (36) como es el caso de S. aureus, resistente
a meticilina; Enterococcus faecalis, resistente a vancomicina; Preumococcus,
Propionibacterium acne 'y Streptococcus mutans, resistentes a penicilina. Una poblacion
de alrededor de 10* células fue eliminada en las primeras dos horas usando una solucion
de 20,000 UA/ml de lacticina 3147. Estudios posteriores seran requeridos para confirmar
el potencial de esta bacteriocina.

El aumento y diseminacion rapida de bacterias patdogenas multiresistentes ha
forzado la consideracion de métodos alternativos para combatir infecciones (77, 101).
Una de las limitaciones de usar antibidticos de amplio espectro es que ellos matan a casi
cualquier especie bacteriana sensible. Debido al amplio espectro de los antibioticos y al
uso inmoderado se ha provocado una presion de seleccion muy fuerte para la evolucion
de resistencia a antibidticos tanto en bacterias comensales como con patogenas (129).
Las soluciones actuales a este dilema involucran el desarrollo de métodos mas racionales
de uso de antibidticos, lo cual involucra reduccion de la prescripcion de drogas para
cualquier otra enfermedad que no sean infecciones, el uso alternado de diferentes drogas
en un periodo corto de tiempo y la educacion de la poblacion acerca de los antibidticos
(68, 115). Las bacteriocinas podrian ofrecer una solucion alternativa. Con su espectro
relativamente reducido de actividad antagoénica, las bacteriocinas pueden ser
consideradas “drogas disenadas” cuyos blancos especificos serian bacterias patdgenas
(97). Dada la diversidad de estas moléculas en la naturaleza, sera una tarea relativamente
sencilla encontrar bacteriocinas activas contra patogenos especificos de humanos. El
desarrollo y uso de dichos antimicrobianos de espectro reducido no solamente aumentara
el nimero de drogas de uso farmacéutico, sino ademads, prolongara su vida. Esta ultima
caracteristica emerge debido a que con una droga disefiada, cada antibidtico sera usado
con una frecuencia muy baja, lo cual conllevard a una reduccién en la intensidad de
seleccion de resistencia. Desde un punto de vista ecologico y evolutivo, el uso de
antimicrobianos de espectro reducido representa una redireccion de la abundancia de los
patogenos bacterianos multiresistentes (97). Esto permitird una reduccion de la muerte
colateral de no patdogenos, como las especies comensales, con un cambio que permitird
una disminuciéon en niveles de infeccién nosocomial. Esto también disminuira la
intensidad de seleccion de resistencia a antibioticos. Asi con pocas especies de bacterias
antagonizadas por cada droga disefiada, la resistencia a antibioticos evolucionara y se
ampliard més lentamente. Aun falta mucho por investigar con relacion al uso de
bacteriocinas y no se debe perder en ningun momento de vista que la mayoria de
bacteriocinas son proteicas por lo que sera necesario evaluar en cada caso si producen
respuesta inmunologica en los humanos.

Conclusiones

Las bacteriocinas representan uno de los sistemas de defensa microbiana mejor
estudiados. Aun cuando no se conoce mucho acerca de sus relaciones evolutivas y sus
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papeles ecologicos, es claro que su abundancia y diversidad denotan que son el
armamento de eleccién microbiana. El humano puede aprovechar esta gran diversidad
de moléculas para usarlas como inhibidores de microorganismos patdégenos en los
alimentos y como antibioticos alternativos de rango reducido en medicina humana y
veterinaria, sustituyendo a los antibioticos de espectro amplio. Evitando de esta forma la
aparicion de cepas multiresistentes.
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