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RESUMEN

La crisis de resistencia a antibiéticos es un problema que afecta tanto el ambito de salud
como el de las actividades productivas tales como la acuicultura. Por ello, es necesario
buscar nuevas moléculas inhibidoras con potencial para que sirvan de base al desarrollo
de nuevos antibioticos. Una fase importante es el desarrollo de sistemas que permitan
ensayar de manera rapida multiples moléculas candidatas. La presente tesis tiene como
objetivo producir el péptido antibiético Microcina J25 y determinar la susceptibilidad de
tres cepas de Escherichia coli a este, con el fin de establecer la idoneidad de estas cepas
para la construccién de un sistema reportero. La Microcina J25 se obtuvomediante
expresion recombinante e induccion controlada. De las tres cepas evaluadas,solo la
cepa ATCC 10536 mostré susceptibilidad al péptido antibiético. El analisis bioinformatico
comparativo de las secuencias de las proteinas involucradas en el ingreso de la
Microcina J25, FhuA, ExbB, ExbD y TonB, asi como el de la subunidad B’ de la enzima
ARN polimerasa (blanco de la Microcina J25) no revelaron diferencias. Porotro lado, si
se hallaron diferencias en la secuencia de la proteina SbmA, pero la informacion
disponible no permite concluir si estas desigualdades son la causa de la diferencia de
susceptibilidad observada. Se concluye que la cepa de Escherichia coli ATCC 10536 es

la mas apropiada para construir el sistema reportero.

Palabras Clave: Sistema Reportero, Escherichia coli, Microcina J25, Susceptibilidad.

Proteina FhuA, ARN polimerasa.



ABSTRACT

The antibiotic resistance crisis is a problem that affects both the health field and the
productive activities such as aquaculture. Therefore, it is necessary to search for new
inhibitory molecules with potential to serve as a basis for the development of new
antibiotics. An important phase is the development of systems that allow multiple
candidate molecules to be tested rapidly. The objective of the present thesis is to produce
the antibiotic peptide Microcin J25 and determine the susceptibility of three strains of
Escherichia colito it, in order to establish the suitability of these strains for the construction
of a reporter system. Microcin J25 was obtained by recombinant expressionand controlled
induction. Of the three strains evaluated, only the ATCC 10536 strain showed
susceptibility to the antibiotic peptide. The comparative bioinformatic analysis ofthe
sequences of the proteins involved in the entry of Microcin J25, FhuA, ExbB, ExbD and
TonB, as well as that of the B 'subunit of the enzyme RNA polymerase (target of Microcin
J25) did not reveal differences. On the other hand, differences were found in the
sequence of the SbmA protein, but the available information does not allow us to
conclude whether these inequalities are the cause of the difference in susceptibility
observed. It is concluded that the Escherichia coli ATCC 10536 strain is the most

appropriate to build the reporter system.

Keywords: Reporter System, Escherichia coli, Microcin J25, Susceptibility, FhuA

Protein. RNA Polimerase



INTRODUCCION

El surgimiento de microorganismos patdgenos resistentes a antibioticos se ha
convertido en un problema para el tratamiento de muchas enfermedades y ha
sido acelerado, en parte, por la ausencia de plataformas y/o estrategias para el
descubrimiento de nuevos antibidticos (Lewis, 2013; Ventola, 2015). La
consecuencia es que enfermedades antes tratadas exitosamente con
antibiéticos ya no lo sean. Un ejemplo de esto son las enfermedades causadas
por el género de bacterias gram-positivas Mycobacterium, responsable de las
micobacteriosis no tuberculosas, que afectan negativamente a actividades
econdmicas, como por ejemplo, la pesca y la acuicultura (Lafferty et al., 2015)
por ser una de las principales causas de mortalidad en los peces. El uso de
antibiéticos ha sido una de las principales estrategias para el tratamiento de
enfermedades ocasionadas por Mycobacterium sp., aunque ha visto reducida su

eficiencia por la aparicion de las cepas resistentes (Gauthier & Rhodes, 2009).

Una de las primeras etapas en el desarrollo de antibiéticos corresponde a la
evaluacion de librerias de compuestos para la obtencidon de “hits”, moléculas
capaces de unirse a una diana molecular vital para el patégeno e inhibir su
crecimiento (Hughes & Karlén, 2014). El descubrimiento de nuevos “hits” es
importante, teniendo en cuenta el reducido nimero de moléculas que ingresan
a la etapa de ensayos clinicos. Para la obtencién de “hits” son necesarios: i) la
disponibilidad de una gran cantidad de compuestos, potencialmente inhibidores
de una diana molecular especifica y ii) el desarrollo de metodologias para la

rapida evaluacion de estos compuestos sobre tales dianas.



Un tipo de compuestos antimicrobianos atractivo en lo referido a la primera
necesidad mencionada lineas arriba son las Microcinas, pues su secuencia esta
codificada en genes del organismo que las produce (enterobacterias,
principalmente Escherichia coli) (Duquesne et al., 2007). A partir de la secuencia
codificante es relativamente sencillo generar mediante técnicas convencionales
de biologia molecular una gran cantidad de variantes. La Microcina J25 surge
entonces como opcidén pues su diana molecular, la ARN Polimerasa, es vital en
la subsistencia de la célula. Respecto a la segunda necesidad, estrategias de
evaluacion de moléculas “hit” potenciales que implican el disefio racional de
drogas (rational drug design) y el barrido de compuestos de alto rendimiento
(High Throughput Screening-HTS), basados en la identificacion de inhibidores
de dianas moleculares, que puede denominarse como sistema basado en
enzimas libres-in vitro, han sido objeto de controversia tanto por su elevado costo
como por la poca cantidad de antibioticos utiles obtenidos (Lewis, 2013; Payne

et al., 2007).

Una alternativa de bajo costo para el cribado de compuestos consiste en utilizar
un sistema de bacterias reporteras (Sergiev et al., 2016), consistiendo este en la
bacteria transformada con un plasmido que exprese una diana molecular
heteréloga de interés y un elemento regulador asociado (capaz de responder a
la actividad de la diana) fusionado a un gen reportero. La exposicién de la
bacteria reportera al compuesto permitira determinar si este ultimo fue capaz de
inhibir la diana. Escherichia coli parece ser adecuada para este fin por la
factibilidad de expresion de dianas moleculares de Mycobacterium (Banerjee et
al., 2014), ademas de su rapido crecimiento y antecedentes de herramientas de

ingenieria genética.

El presente estudio ha permitido determinar si tres cepas de Escherichia coli,

ATCC 10536, MG1655 Y BLR(DE3) NOVAGEN®, son susceptibles, y por lo



tanto, capaces de internalizar al antibiético Microcina J25, paso necesario para
la construccion de un sistema reportero. Los resultados sugieren que es la cepa
E. coli ATCC 27853 la unica susceptible de inhibicién, demostrando asi potencial

para albergar a dicho sistema reportero.



a.

MARCO TEORICO

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La crisis de la resistencia a antibioticos

La crisis de resistencia a antibioticos implica la aparicion y diseminacion de
bacterias resistentes, también denominadas “multidrogoresistentes”-MDR
(Davies, 1996), a los antibioticos utilizados por el ser humano y puede
ocasionarse por la modificacion de la diana molecular, impidiendo el ingreso del
antibidtico o produciendo una enzima capaz de transformar quimicamente al
compuesto (Aslam et al., 2018). Entre las causas de este fendmeno podemos
citar el uso excesivo por parte del ser humano, en actividades econdmicas y la
prescripcion inapropiada (Davies, 1996; Ventola, 2015). Las razones antes
citadas comparten en comun el hecho de que el exceso de antibiético elimina los
organismos sensibles, pero permite a los resistentes sobrevivir y diseminarse
como resultado de la selecciéon natural (Ventola, 2015). Por otro lado, este
fendmeno se ve agravado por razones como la escasez de nuevas plataformas
y/o estrategias para el descubrimiento de nuevos antibiéticos (Lewis, 2013;

Ventola, 2015).

Efecto sobre las actividades humanas: El caso de la acuicultura y las

micobacteriosis

La aparicion de organismos resistentes a antibioticos tiene repercusiones tanto
en el campo de la salud (Toner et al., 2015; World Health Organization, 2018)
como en las actividades humanas. (FAO, 2016; Lewis, 2013). Por ejemplo, en el

caso de la acuicultura, el uso de antibiéticos para la promocion del crecimiento,



mas no para el tratamiento de alguna enfermedad, ha propiciado la aparicion de
patogenos resistentes (Lafferty et al., 2015; Santos & Ramos, 2018). Un caso
paradigmatico son las enfermedades causadas por el género bacteriano
Mycobacterium.

El género de bacterias gram-positivas Mycobacterium es responsable de
enfermedades que afectan poblaciones naturales de organismos marinos y de
aguas continentales, denominadas colectivamente Micobacteriosis. La
Micobacteriosis ataca a una gran variedad de organismos, entre los que se
incluyen peces y moluscos (Gauthier & Rhodes, 2009). Es de distribucion global
y considerada por la FAO como una de las mayores enfermedades de origen
bacteriano que afectan los cultivos de peces, tanto de mar como de agua dulce
y con un gran impacto en la economia debido a las pérdidas que ocasiona
(Lafferty et al., 2015). Como ejemplo, se puede mencionar el caso de Cyprinus
carpio (FAQO; (Linnaeus, 2012)).

La aparicion de cepas de Mycobacterium resistentes dificulta el tratamiento de
la enfermedad. Respecto a la Micobacteriosis en peces, no hay disponibles
muchos tratamientos. El uso de antibiéticos no ha tenido mucho éxito debido a la
resistencia de las cepas, aunque se ha documentado alguna mejora en el Danio
rerio (Chang et al., 2017). Debido a las limitaciones de los tratamientos, la
destrucciéon completa de los stocks contaminados ha sido recomendada, asi

como la desinfeccion completa de los estanques (Gauthier & Rhodes, 2009).

Se han propuesto alternativas para afrontar esta crisis, tales como un mayor
control en la administracion de antibiéticos (Lee Ventola, 2015) , y el uso de
tratamientos alternativos, tales como probioticos (Cruz et al., 2012), vacunas
(Sommerset et al., 2005), etc. Por otro lado, la busqueda de nuevos antibiéticos
sigue siendo una alternativa razonable que debe implementarse en combinacion

con las estrategias antes mencionadas (Lewis, 2013).



b. DETECCION DE NUEVOS ANTIBIOTICOS

i. Etapas en el descubrimiento de antibiéticos

El desarrollo pre-clinico de nuevos antibiéticos involucra una serie de etapas que

podemos delimitar como sigue (Hughes & Karlén, 2014):

i) La evaluacion de una libreria de compuestos contra una diana molecular
y la declaracioén del “hit’,

ii) Nominacion de molécula “lider” (“lead”)

iii) Nominacion de molécula “candidata” y

iv) El desarrollo pre-clinico(Hughes & Karlén, 2014).

La primera etapa implica la obtenciéon de una molécula “hit”, siendo ésta un
compuesto capaz de unirse a una diana molecular (enzima vital) de un patégeno
y potencialmente inhibir el crecimiento de éste. Los procesos de descubrimiento
y deteccién de antibidticos terminan generalmente con un numero reducido de
antibiéticos introducidos en el mercado, y esto se agrava debido a la ausencia
de estrategias o plataformas de deteccion rapida y de bajo costo de moléculas

capaces de inhibir dianas moleculares determinadas (Lewis, 2013).

Respecto a las moléculas candidatas a antibiético, estas deben cumplir, ademas
de ser un compuesto de pequenas dimensiones, dos criterios: i) tener como diana
molecular enzimas criticas en el funcionamiento de la célula, y ii) deben ser
moléculas susceptibles a modificacion, de manera que se puedan generar
variantes con mayor capacidad de inhibicion o capaces de inhibir diferentes
blancos. Esta ultima caracteristica permitiia otorgarle propiedades
farmacocinéticas deseables o modificaciones que reduzcan su toxicidad sobre el

organismo que recibe el tratamiento (Hughes & Karlén, 2014).



ii.

Estrategias para la deteccion de Hits

La primera plataforma de descubrimiento de antibidticos fue introducida en los
afios 40 por Selman Waksman y consistio en el barrido de streptomicetos con
actividad antimicrobiana sobre patégenos indicadores. Esta metodologia llevo al
descubrimiento de la estreptomicina (Schatz et al., 1944). En los afios 90, y luego
del estancamiento de esta primera plataforma, un enfoque basado en a) primeros
genomas secuenciados y publicados, b) la quimica combinatoria, que permite la
obtencion de una gran cantidad de moléculas derivadas a partir de unesqueleto
comun, c) el disefio racional de drogas (rational drug design) y d) el barrido de
compuestos de alto rendimiento (High Throughput Screening-HTS), que esta
basado en el uso de infraestructura y tecnologia para la evaluacién de la
capacidad inhibidora de una gran cantidad de compuestos, fue utilizado por la
industria farmacéutica (Lewis, 2013) y permitié la identificacién de inhibidores de
dianas moleculares in vitro. Podemos considerar a este enfoque como un
sistema de deteccién de antibidticos basado en enzimas “libres”.

Aunque se llegaron a identificar muchos “hits“ capaces de inhibir las dianas
moleculares de diversos patégenos, dichos compuestos “hit” fueron incapaces
de atravesar las barreras celulares de los microorganismos evaluados (Lewis,
2013; Payne et al.,, 2007). Esta y otras consideraciones incrementan la
complejidad del proceso de desarrollo de nuevas moléculas “lead”. La
identificacion de este problema conllevo a proponer sistemas de HTS basados
en células (Zhang et al., 2012), que si consideran la permeabilidad y toxicidad de
los compuestos evaluados. Otras alternativas a los métodos convencionales de
HTS, demandantes de gran inversion, que permitan el barrido de una gran
cantidad de compuestos a bajo costo han sido propuestas y desarrolladas, dentro
de las cuales tenemos a las bacterias reporteras (Sergiev et al., 2016).
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C.

SISTEMA DE BACTERIAS REPORTERAS

El uso de bacterias reporteras para diversos fines

Las bacterias reporteras contienen un circuito genético construido a partir de
proteinas reporteras y componentes regulatorios (tales como promotores,
operadores, terminadores, etc.). Son capaces de detectar “cambios” en el
entorno de la bacteria y responder a estos mediante la emision de una sefal o

actividad medible (van der Meer & Belkin, 2010).

4 N\

Stress I

\ 4
\\> Stress

£ Promotor D Gen O ROoteing 0— Terminador
reportero reportera

4@— Interruptor *Q Gen o Proteina

regulador

reguladora

Figura 1. Dos esquemas simples de diseio de bacterias reporteras. A) En presencia de un
compuesto deseado, una proteina reguladora se une a un interruptor (switch) y dirige la expresion
de la proteina reportera B) Bacteria reportera capaz de responder a estimulos asociados a estrés
que dirigen la expresion de proteina reportera. (Tomado y modificado de Van der Meer & Elkin,
2010).

Las bacterias reporteras se han desarrollado desde la década de los 80. EI SOS
Chromotest, desarrollado en E. coli (Quillardet et al., 1982), es uno de los
primeros ejemplos de un sistema reportero. Este permite la identificacion de

compuestos que danan el ADN, al realizar una fusion entre el promotor del gen



sfiA (importante inhibidor de la division celular) y el lacZ (B-galactosidasa). La
presencia de compuestos perjudiciales para el genoma activa la respuesta SOS
que tiene por finalidad la reparacién del dafio causado. Otra prueba similar es la
prueba Umu (Oda et al., 1985). Esta prueba utiliza Salmonella Typhimuriumy la
B-galactosidasa estd fusionada al promotor del gen umu. Es importante
mencionar que esta ultima prueba es una de las pocas que ha alcanzado la

estandarizacion 1SO.

Una aplicacién de las bacterias reporteras es la deteccion de compuestos
antibidticos (Sergiev et al.,, 2016). Las bacterias reporteras representan una
alternativa eficiente de barrido y deteccion de compuestos debido a su bajo
costo. Inicialmente, fueron disefiados reporteros para la deteccidon de
tetraciclinas (Kurittu et al., 2000), macrolidos (Méhrle et al., 2007) o B-lactamicos
(Valtonen et al., 2002). Sin embargo, estos sistemas implican el uso de proteinas
reguladoras de los genes de resistencia ante las familias de antibiéticos
respectivos, esto conlleva a que solo sean capaces de responder a un
determinado grupo y por ello podemos considerarlos de espectro corto. En E.
coli, se ha desarrollado un doble reportero capaz de detectar potenciales
antibiéticos en base a su actividad molecular. Si el compuesto es activador de la
respuesta SOS, se expresa el reportero RFP fusionando el promotor del gen de
respuesta a SOS sulA. Sies un inhibidor de la traduccién, se expresa la proteina
reportera katushkaZ2S, ubicada corriente abajo respecto a una secuencia
atenuadora de triptéfano modificada (Trlp2A). Tanto la secuencia atenuadora
como katushkaZ2S se encuentran bajo la expresion de un promotor fuerte T5 (Fig.
2). Ante el estancamiento del ribosoma (Ribosome stalling) a nivel de Trlp2A, la
secuencia inmediata intercistronica del ARN mensajero correspondiente a
TrpL2A-Katushka forma un anti-terminador, lo que garantiza la expresion del

reportero. (Osterman et al., 2016).



SulA TrpL2A
|_> RFP |-> Katushka

Figura 2. Esquema del reportero disefiado por Osterman et. al (2016). Se muestran los

promotores en flechas, la secuencia atenuadora de triptéfano modificado (TrpL2) en gris y los
genes reporteros en colores rosado (RFP) y rojo (Katushka) (Tomado de Osterman, 2016).

Potencial de E. coli como sistema reportero

E. coli se sitia como una clara alternativa para albergar un sistema reportero de
deteccion de inhibidores de dianas moleculares debido a, entre otras cosas, su
rapido crecimiento, facilidad en cuanto a cultivo y sus amplios antecedentes de
ingenieria genética. Algunas cepas modificadas de E. coli que se encuentran
disponibles cuentan con mutaciones que incrementan la estabilidad de los
plasmidos que puedan introducirse en la cepa (Blount, 2015). Gracias a la
ingenieria genética, es posible expresar de manera recombinante enzimas-
dianas moleculares procedentes de microorganismos patdégenos y confrontarlas
con potenciales moléculas inhibidoras en un entorno in-vivo. Podemos
mencionar a modo de ejemplo las cepas de E. coli ATCC 10536, MG1655 vy

BLR(DE3).

La cepa ATCC®10536™ ha sido utilizada durante afios como indicadora de
compuestos antibiéticos (Alanazi et al., 2016; Bucio-Villalobos & Martinez-Jaime,
2016; Janek et al., 2012; Stansly & Schlosser, 1947), asi como cepas de prueba
de nuevos métodos de esterilizacion de alimentos (Brifiez et al., 2006; Park et

al., 2008). Adicionalmente, el genoma de esta cepa ya ha sido secuenciado y se
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encuentra disponible en el repositorio National Collection of Type Cultures
(NTCT) con el numero 10418. Por otro lado, la cepa MG 1655 es derivada de E.
coliK-12 y que fue la primera cepa de E. coli en ser secuenciada (Blattner, 1997).
Esta cepa cuenta con mutaciones (tales como ilvG, rfb50 y rph1) que aunque no
son esenciales, si disminuyen la tasa de crecimiento de la cepa bajo
determinadas condiciones (Biryukova et al., 2010). Respecto a biotecnologia en
esta cepa, se ha reportado la obtencion de una variante capaz de utilizar
unicamente almidon como fuente de carbono (Rosales-Colunga & Martinez-

Antonio, 2014).

La cepa BLR(DE3) es derivada de la BL21(DE3), y es ampliamente usada para
la expresion de proteinas recombinantes debido a que posee el gen que codifica
para la ARN polimerasa del fago T7 (Studier & Moffatt, 1986). Esto permite la
expresion de genes controlados por el promotor T7. La BLR(DE3) cuenta con la
ventaja de poseer una mutacion el gen recA (proteina implicada en la
recombinacion homoéloga), esto posibilita la estabilidad de plasmidos con
secuencias repetidas. El genoma de esta cepa ha sido secuenciado y anotado

(Goffin & Dehottay, 2017).

d. MICROCINAS

i. Las Microcinas

Las Microcinas son un tipo de compuestos de naturaleza peptidica sintetizados
por bacterias gram-negativas, especificamente enterobacterias (Duquesne et al.,
2007). Se les clasifica como bacteriocinas de bajo peso molecular secretadas en
condiciones de estrés y suelen presentar estabilidad a condiciones de alta
temperatura y pH extremo. Las Microcinas son péptidos ribosomales
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modificados, es decir, mediante la traduccion de los respectivos ARN
mensajeros, la maquinaria ribosomal sintetiza los precursores de microcinas que
son luego modificados por enzimas especificas. El precursor y las enzimas
encargadas de la modificacion del precursor estan codificadas en operones que
pueden estar en plasmidos o en el genoma. Las proteinas que confieren
inmunidad a la célula productora mediante la secrecion de la microcina también

se encuentran codificadas en dichos operones (Duquesne et al., 2007).

Existen 15 microcinas descubiertas hasta ahora, y se ha determinado la
estructura de 8 de ellas (Rebuffat, 2012). La clasificacién implica dos grupos

(Baquero et al., 2019):

- Una primera categoria incluye microcinas de hasta 5 kDa de tamafo y que
son sometidas a modificaciones postraduccionales tales como la introduccion
de anillos heterociclicos (Microcina B17), nucledtidos (MicrocinaC7/C51) o
introduccion de enlaces covalentes (Microcina J25).

- Una segunda categoria en la que se incluyen Microcinas de mayor peso
molecular (hasta 10 KDa). A su vez esta categoria puede ser subdividida

dependiendo si el operdn se encuentra en un plasmido o en el cromosoma.

Se ha atribuido a las microcinas funciones ecolégicas en el entorno del intestino,
demostrandose que participan en la competicion inter e intra-especifica entre
enterobacterias, y se ha sugerido que cumplen un papel en la inhibicion de

patogenos (Crunkhorn, 2016).

Microcina J25

La Microcina J25 es un péptido ribosomal de 21 residuos de aminoacidos y fue

detectada debido a su efecto inhibitorio contra cepas filogenéticamente
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relacionadas como E. coli, Salmonella y Shigella. La Microcina J25 es producida
por cepas de E. coli que contienen de manera natural el pladsmido pTUC100 y es
secretada al medio de cultivo, a partir del cual se purifica (Salomén & Farias,
1992). Se han identificado 4 genes involucrados tanto en la produccién como en
la exportacion de la Microcina J25, denominados mcjA, mc¢jB, mcjC y mcjD
(Solbiati et al., 1996). El primer gen, mcjA, codifica el precursor de la Microcina
J25 de 58 aminoacidos. El m¢jB y mcjC son necesarios para la produccién del
péptido activo y maduro. El gen mcjD codifica para una proteina exportadora de
tipo ABC, que expulsa la Microcina J25 al exterior de la célula productora,
confiriéndole asi inmunidad.

La Microcina J25 es, ademas, un péptido de tipo “lasso”, pues presenta un anillo
macrolactamico en su estructura, formada por la glicina 1 y el acido glutamico 8.
El anillo es atravesado por la “cola” C-terminal y mantiene su posicién debido a
impedimentos estéricos (Marvin J. Bayro et al., 2003). Esta peculiar estructura
de lazo le brinda a la Microcina caracteristicas tales como una gran resistencia

a variaciones de temperatura, proteasas y demas.
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Figura 3. Estructura tridimensional de Microcina J25. Se muestra en verde el anillo
macrolactamico, en azul los residuos que conforman el lazo y la cola, en violeta el Glutamato en
posicion 8 que forma el anillo al unirse covalentemente con el extremo amino terminal de la Glicina
1, y enrojo dos tirosinas que fijan la posicién del lazo enhebrado en el anillo (Tomado de Duquesne,

2007).

En su ruta de accion antibiética, la Microcina J25 ingresa del medio exterior al
espacio periplasmico a través de la proteina de la membrana externa FhuA
(Bonhivers et al., 1998; Destoumieux-Garzon et al., 2005; Salomon & Farias,
1993). FhuA participa en el ingreso de sideréforos tales como el ferricromo, y
también funciona como receptor de los bacteriofagos T1, T5, ¢80, UC-1 y
bacteriocinas, entre ellas la Microcina J25 (Braun, 2009; Endri® & Braun, 2004).
La proteina FhuA esta conformada por un monémero que consiste de 22 hojas
B antiparalelas que dejan un poro central y el dominio N-terminal, que adopta una
estructura globular (denominado ‘plug domain’, o dominio tap6n) y que obstruye
el poro (Ferguson et al., 1998). Un aspecto interesante es que la funcionde FhuA

es dependiente de energia, y esta es aportada por el complejo de
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membrana TonB-ExbB-ExbD (Killman et al., 2002). La Microcina J25
interacciona con ciertos lazos de la proteina orientados al medio extracelular
(Endrif® & Braun, 2004). Posteriormente, el componente TonB del complejo de
membrana interacciona con el dominio globular de FhuA para desplazarlo del
poro y permitir el paso de Microcina J25 al espacio periplasmico. Una vez alli, el

péptido antibidtico ingresa al medio intracelular a través de la proteina SbmA.

MccJ25

Medio extracelular

FhuA

Membrana

externa

Espacio Periplasmic

Membrana ’

interna AY

* SbmA
TonB .

ExbB ExbD ¥

Medio intracelular

Figura 4. Ingreso de la Microcina J25. Tomado de Duquesne (2007).

iii. Actividad de la Microcina J25
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Aunque la Microcina J25 fue descubierta al evidenciarse su efecto antibiotico
sobre distintas cepas de E. coli, las pruebas antibioticas llevadas a cabo para
confirmar su presencia han sido realizadas usando como cepa indicadora
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport o Enteriditis debido a su
mayor sensibilidad respecto a E. coli (Vincent et al., 2004). Sin embargo, no todas
las cepas de E. coli utilizadas como indicador de la presencia de Microcinad25
sometidas a una prueba antibiética han sido susceptibles (Salomén & Farias,

1992).

Se han identificado dos dianas de la Microcina J25 en E. coli: la ARN polimerasa
(Delgado et al., 2001a) y la proteinas de la cadena respiratoria (Bellomio et al.,
2007). La Microcina J25 inhibe la ARN polimerasa al obstruir el canal secundario
e impedir el ingreso de nucledtidos al sitio activo del enzima y asi evita la
transcripcion (Braffman et al., 2019; Mukhopadhyay et al., 2004). A diferencia de
E. coli, donde el blanco principal es la ARN polimerasa, en Salmonella
Typhimurium tanto la RNA polimerasa como la respiracion celular son afectadas
(Vincent et al., 2004). En E. coli, se ha demostrado que los citocromos bosy bd-|
son afectados por el péptido y que, en mutantes para dichos citocromos, la
concentracion minima inhibitoria es similar al del wild-type, desprendiéndose que
su contribucién a la susceptibilidad es reducida (Galvan et al.,, 2018) y
habiéndose determinado la inhibicién de la actividad oxidante del Citocromo bd-

| in vitro (Galvan et al., 2019).
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iv.

Aplicaciones de la Microcina J25

Afos después de su descubrimiento, se han llevado a cabo experimentos para
evaluar la funcionalidad de la Microcina J25 en diferentes campos tales como su
actividad terapéutica ante cepas enterotoxigénicas de E. coli (Sable et al., 2000;
Yu et al., 2020). En otros trabajos, se han obtenido péptidos derivados de la
Microcina J25 efectivos contra cepas gram negativas patégenas y baja actividad

citotdxica sobre lineas celulares humanas (Tehrani et al., 2019).

La produccion de Microcina J25 ha sido optimizada mediante el uso de
promotores controlados por sistemas de induccién y la clonacién de los genes
responsables a plasmidos con diferentes numeros de copia (Pan et al., 2010). La
produccion controlada permite obtener buenos rendimientos en la obtencion del
antibiético. Aprovechando la naturaleza del precursor de la Microcina J25, hasido
posible generar variantes al modificar su secuencia, obteniéndose variantescon
actividad mucho mayor al de la Microcina J25 original (Pan & Link, 2011). Esto
es aun una posibilidad abierta, debido al gran niumero de variantes hipotéticas
posibles (librerias de compuestos) que podrian inhibir la ARN polimerasa u otras

dianas moleculares de microorganismos patégenos de interés.
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lll. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

e Producir el péptido antibiético Microcina J25 y determinar su efecto

inhibitorio sobre diferentes cepas de Escherichia coli.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir de manera recombinante el péptido antibiético Microcina J25

e Realizar pruebas antibioticas para determinar la susceptibilidad de tres cepas de

Escherichia coli (ATCC® 10536™, BLR (DE3) NOVAGEN y MG1655) a la

Microcina J25

e Realizar comparacién de secuencias de proteinas involucradas en la

susceptibilidad de Microcina J25.

IV. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Las cepas de Escherichia coli ATCC10586, MG1655 y BLR(DE3) NOVAGEN ®

pueden presentar diferencias de susceptibilidad a Microcina J25.
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V.

a.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Cepas bacterianas

Las siguientes cepas son de E. coli y fueron compradas a New England Biolabs

(NEB):

- BL21: Sera utilizada como cepa productora del péptido.

- NEB Stable®: Sera utilizada para almacenar de manera estable el plasmido

pJP73.
Las siguientes cepas de E. coli fue obtenida de la empresa Novagen:
- BLR (DE3): Cepa candidata a reportero.
Las siguientes cepas fueron proporcionadas por las entidades indicadas:

- E. coli ATCC® 10536™, proporcionada amablemente por el laboratorio de

docencia Microbiologia de UPCH: Cepa candidata a reportero.

- E. coli MG1655, proporcionada por la Universidad de Yale: Cepa candidata a

reportero.

- Salmonella enterica subsp. enterica (ex Kauffmann and Edwards) Le Minor and
Popoff serovar Enteritidis (ATCC® 13076™), Propiedad del
laboratorio de Moléculas Individuales: Cepa indicadora de la

presencia del péptido antibiético Microcina J25.
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b. MATERIAL DE LABORATORIO

i. REACTIVOS

Fueron utilizados: etanol 70° y agua destilada; agar bacteriologico, Medio Luria-
Bertani, Sulfato de Magnesio HeptaHidratado, Tiamina, Hidréxido de Sodio,
Glucosa, Acido Clorhidrico, Bromuro de Etidio (MERCK); Sales Minimas M9 5X,
Ampicilina (SIGMA); BactoCas-aminoacidos (DIFCO); Glicerol Anhidro (J.T.
BAKER); Enzimas de Restriccion EcoRl, Hind Ill, Apal (todas adquiridas a NEW

ENGLAND BIOLABS).

ii. MATERIALES

2.1 Para la produccién de Microcina J25

Guantes de Nitrilo, Tubos de prueba de 16*100 mL con tapa, Gradilla, Placas

Petri de vidrio, Asas de siembra, Matraces de 50mL y 250 mL de capacidad,

Frascos de vidrio con tapa de 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mly 1L de capacidad.

2.2 Para la extraccion del ADN plasmidico

Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, Puntas de plastico para pipeta automatica

de 10, 100 y 1000 pL de capacidad, pipetas automaticas de 1-10 uL, 10-100 pL,

100-1000 pL, Taper de plastico, innuPREP Plasmid Mini Kit 2.0 (Analytik Jena)

2.3 Para la prueba antibiotica
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Placas Petri, Tubos de prueba de 16x100 mL, Sistema de Bafio Maria.

Termometro. Asa de diseminacion.

ii. EQUIPOS

Incubadora a 37°C con agitador, Centrifuga WiseSpin, Centrifuga Sorvall,
Nanodrop THERMOFISHER, Fuente de poder, Camara Electroforética,
Transluminador UV, Congeladora -20 °C, Refrigerador 4°C, Rotavapor,

Autoclave.

c. METODOS

i. Adquisiciéon del plasmido productor pJP73 y transformacion del mismo

en la cepa productora

El plasmido pJP73, productor de la Microcina J25, fue donado amablemente por
el Dr. A. J. Link de la universidad de Princeton (Pan et al., 2010). Fue enviado en
agar semisolido y almacenado en la cepa Escherichia coli XL1, el cual se sembré
en caldo de Luria Bertani para la extraccion de plasmido. El plasmido fue extraido
utilizando el kit innuPREP Plasmid Mini Kit 2.0 (Analytik Jena). Para la
determinacion de la concentracion del plasmido, se utilizé un equipo Nanodrop®.
La identidad el plasmido fue confirmado mediante digestién con lasenzimas de
restriccion Hindlll, EcoRIl y Apa | y verificacion de los fragmentos producidos
mediante electroforesis. Una vez confirmada la identidad, este fue transformado
en la cepa de E. coli NEB® Stable Competent (New England Biolabs) para su

almacenamiento prolongado, siguiendo el protocolo establecido
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en la pagina web del producto. Finalmente, se transformé el plasmido pJP73 en
la cepa E. coli BL21 (cepa productora) (New England Blolabs), siguiendo el

protocolo establecido por dicha pagina web.

Expresion del péptido antibiético Microcina J25 a partir del plasmido

productor pJP73

La Microcina J25 fue expresada en la cepa productora BL21 utilizando el
protocolo sugerido (Pan et al., 2010). Se picd una colonia de la placa de células
transformantes BL21 con el plasmido pJP73 y se sembré en 10 mL de medio
Luria Bertani con Ampicilina a una concentracion de 100 ug/mL, durante 16 horas
a 37 °C. Luego, se tomaron 100 puL de este cultivo y se inoculdé en matraces de
250 mL con 50 mL de medio Luria Bertani y Ampicilina (100 pg /mL). Se permitié
el crecimiento del cultivo hasta una densidad 6ptica (OD600) de 0.5a 37°C vy a
200 RPM. Una vez alcanzado la OD600 de 0.5, se procedio6 con la induccion, se
afnadio Isopropil Tiogalactosido (IPTG), para una concentracion final de 1 mM.
La induccién fue llevada a cabo durante 20 horas. Luego de la induccién, los
matraces fueron retirados de la incubadora y el contenido se vertio a dos tubos
de polipropileno de 50 ml estériles. Finalmente, estos fueron centrifugados a
7000 g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recupero y se autoclavé
a 120 °C durante 15 min para eliminar bacterias viables presentes. Fue
almacenado a 4 °C hasta su uso. Para producir un control negativo, se utilizé la
misma cepa de BL21 y se la transformo con el plasmido plA1234, portador de la
misma resistencia a antibiético. Esta bacteria fue luego sometida a todos los
procedimientos anteriormente descritos para obtener un sobrenadante sin

Microcina J25.
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iii. Demostracién de actividad del péptido antibiético Microcina J25 sobre

la cepa indicadora

El ensayo utilizado para evaluar cualitativamente la actividad inhibitoria del
péptido antibidtico Microcina J25 fue el Agar soft overlay test (Hockett & Baltrus,
2017). En esencia, 10 ml agar-LB semisélido (0.7%) mezclado con 10° unidades
formadoras de colonias por militro (UFC/mL) de la cepa indicadora Salmonella
enterica serovar Enteriditis fueron vertidos sobre una placa que contenia una
capa solida de 20 ml de agar (1.5%)-M9. Luego de la solidificacién, alicuotas de
10 pl de los sobrenadantes obtenidos (tanto de los cultivos de la cepa
transformada con pJP73 asi como plA1234) fueron depositadas sobre la
superficie de la capa de agar- LB semisoélido que contenia individuos de la cepa
indicadora. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 16 horas, la presencia
de halos de inhibicion indico la actividad de la Microcina J25. La determinacion
de actividad de la Microcina J25 sobre las otras cepas indicadoras, fue realizada

siguiendo esta misma metodologia.

iv. Analisis Bioinformatico

Los genomas de las cepas ATCC10536, BLR(DE3) Novagen y MG1655 fueron
descargados de las paginas del repositorio ATCC y de GenBank,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas FhuA, TonB,
ExbB, ExbC, TonB, Sbmy RpoC fueron identificadas a partir del genoma anotado
de BLR(DE3) NOVAGEN vy utilizadas para realizarun BLAST al genomade ATCC
10536 (Altschul et al., 1990). Dado que el genoma de MG 1655 ya estaanotado,
los genes de esta cepa fueron identificados directamente mediante busqueda por
palabra clave y similitud de secuencias.
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Las secuencias de aminoacidos de las proteinas descargadas fueron alineadas
utilizando el programa T-Coffee (Notredame et al., 2000). Para la visualizacion

de los alineamientos, se utilizé6 BoxShade (BoxShade Server, n.d.).
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a.

VI. RESULTADOS

Confirmacion de la presencia del péptido antibiético Microcina J25.

El plasmido productor pJP73 fue extraido de la cepa XL1 donada y se realizé la
digestion con tres enzimas de restriccidén para confirmar la identidad del plasmido
pJP73. A partir de la informacion de Pan (2010), se ha podido elaborar un mapa
del plasmido, siendo el tamano estimado de 8877 pares de bases (pb). (Figura A
en Anexo). La digestién con las enzimas tedricamente genera los siguientes

tamanos:

Tabla 1.Tamafo de fragmentos esperados de la digestion del plasmido pJP73 con las
enzimas de restriccion Hindlll, EcoRl y Apal

Enzima de Numero de sitios de corte = Tamafio de fragmentos
restriccion obtenidos (pb)
utilizada
Hindlll 1 8877
EcoRl 4 6487
1490
548
352
Apal 1 8877
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La electroforesis de la comprobacion es la siguiente:

ABABBREHAEN

8000

3000

Figura 5. Gel de agarosa al 0.8% donde se muestra los patrones de restriccion del
plasmido pJP73. 1y 2) Digestion con Hindlll. 4 y 5) Digestion con EcoRI. 7 y 8) Digestion con

Apal. 3 y 6) Marcador (Ladder) GeneRuler 1 Kb (Thermo Fisher)

La digestion con las enzimas EcoRl y Apal generé un fragmento con un
tamano entre 10000 y 8000 pares de bases. La digestion con Hindlll generé 4

fragmentos, correspondientes a los tamanos estimados en la tabla 1 (ver tabla

1),

b. Actividad antibiética del sobrenadante de cultivo sobre cepa

indicadora Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Enteriditis

Los resultados de la prueba antibidtica sobre la cepa indicadora Salmonella
enterica subsp. enterica Serovar enteriditis son las siguientes.
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Tabla 2. Presencia de halo de inhibicion sobre cultivo de cepa indicadora de
sobrenadantes de BL21 productora y no productora.

Cepa productora de Presencia de halo
sobrenadante
BL21-pJP73 Si
Bi21-plA1234 No

Figura 6. Prueba antibiética sobre capa de Salmonella enterica sub. enterica Serovar
Enteriditis ATCC 10736. Seccion mitad derecha: La muestra de sobrenadante de BL21- plA1234
no generd halos de inhibicion. Mitad izquierda: La muestra de sobrenadante de BL21- pJP73

genero halos de inhibicion (Muestra depositada 10 pL)

Se observa que el sobrenadante del cultivo de BL21 transformado con el
plasmido pJP73 genera halos de inhibicion, en contraste con el sobrenadante

de BL21 transformado con el pldsmido plA1234 (no productor).
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c. Prueba antibiética sobre cepas de Escherichia coli ATCC 10536,

MG1655 Y BLR(DE3) NOVAGEN

Tabla 3. Presencia de halos de inhibicion sobre cultivo de cepas de Escherichia coli de
sobrenadantes de BL21 productora y no productora.

Cepa de E. coli Presencia de halo
ATCC 10536 Si (n=3)
MG1655 No (n=1)
BLR(DE3) No (n=1)

Figura 7. Prueba antibiética sobre capa de E. coli ATCC 10536. Seccion mitad izquierda: La
muestra de sobrenadante de BL21- plA1234 No generd halos de inhibicion. Mitad derecha: La
muestra de sobrenadante de BL21- pJP73 genero halos de inhibicion (Muestra depositada 10 pL).
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Figura 8. Prueba antibiotica sobre capa de E. coliMG1655. Seccion mitad izquierda: La muestra
de sobrenadante de BL21- plA1234 No generd halos de inhibicion. Mitad derecha: La muestra de
sobrenadante de BL21- pJP73 generd halos de inhibicion (Muestra depositada 10 pL)

Figura 9. Prueba antibiética sobre capa de E. coli BLR(DE3) NOVAGEN. Seccién mitad
izquierda: La muestra de sobrenadante de BL21- plA1234 No generd halos de inhibicion. Mitad
Derecha: La muestra de sobrenadante de BL21- pJP73 generd halos de inhibicion (Muestra
depositada 10 pL)
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d. Estimacion de las unidades antibiéticas disponibles.

Tabla 4. Determinaciéon de las unidades antibiéticas (AU) por mililitro utilizando como cepas
indicadoras ATCC 10536 y Salmonella enterica sub enterica Serovar Enteriditis

Cepa indicadora de Titulos obtenidos
Actividad (AU/ml)
ATCC 10536 6400

Salmonella enterica
subp. enterica Serovar 1600

Enteriditis
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Figura 10. Prueba de determinacion de titulos sobre cepa Salmonella enterica Serovar
Enteriditis. A) Fotografia de prueba antibidtica B) Misma fotografia delineando los halos de

inhibicion considerados.
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Figura 11. Prueba de determinacién de titulos sobre cepa E. coli ATCC 10536. A) Fotografia
de prueba antibidtica. B) Misma fotografia, resaltando en circulos los halos de inhibicion

considerados.
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e. Analisis bioinformatico

i. Comparacion de secuencia de aminoacidos de las proteinas fhuA,

sbmA, tonB, ExbB, ExbD y ARN Polimerasa de las cepas ATCC®

10536™, BLR (DE3) Novagen y MG1655

Con el fin de encontrar posibles explicaciones a las diferencias en

susceptibilidad aqui

reportadas, se compararon las secuencias de

aminoacidos de las proteinas involucradas en la captacion de la Microcina

J25. Las secuencias pertenecen a las proteinas FhuA, SbmA, TonB, ExbB y

ExbD.

e SbmA

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
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MG1655
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121
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181
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241
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301
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361
361
361

MEFKSFFPKPGAFFLSAFVWALIAVIFWQAGGGDWVARITGASGQIPISAARFWSLDFLI
MFKSFFPKPGTFEFLSAFVWALIAVIFWOQAGGGDWVARITGASGQIPISAARFWSLDFLI

AYYIVCVGLFAFFWEFIYSPHRWQYWSILGTALIIFVIWFLVEVGVAVNAWYAPFYDLT
AYYIVCVGLFAFFWEFIYSPHRWQYWSILGTALIIFVTIWFLVEVGVAVNAWYAPFYDLT
AYYIVCVGLFALFWFIYSPHRWQYWSILGTALIIFVITWFLVEVGVAVNAWYAPFYDLI

=
| @)

TALSSPHKVTIEQFYREVGVFLGIALIAVVISVLNNEFEVSHYVFRWRTAMNEYYMANWQ
TALSSPHKVTIEQFYREVGVFLGIALIAVVISVLNNEFEFVSHYVFRWRTAMNEYYMANWQ
TALSSPHKVTIEQFYREVGVFLGIALIAVVISVLNNEEFVSHYVFRWRTAMNEYYMANWQ

RHIEGAAQRVQEDTMRFASTLENMGVSEFINAIMTLIAFLPVLVTLSAHVPELPIIGHI
RHIEGAAQRVQEDTMRFASTLENMGVSFINAIMTLIAFLPVLVTLSAHVPELPITIGHI
RHIEGAAQRVQEDTMRFASTLENMGVSEFINAIMTLIAFLPVLVTLSAHVPELPTIIGHI

=3

GLVIAAIVWSLMGTGLLAVVGIKLPGLEFKNQRVEAAYRKELVYGEDDATRATPPTVRE
GLVIAAIVWSLMGTGLLAVVGIKLPGLEFKNQRVEAAYRKELVYGEDDATRATPPTVR
GLVIAAIVWSLMGTGLLAVVGIKLPGLEFKNQRVEAAYRKELVYGEDDATRATPPTVR

[
)

FSAVRKNYFRLYFHYMYFNIARILYLQVDNVEFGLFLLFPSIVAGTITLGLMTQITNVFE
FSAVRKNYFRLYFHYMYEFNTARILYLQVDNVFGLFLLFPSIVAGTITLGLMTQITNVE
FSAVRKNYFRLYFHYMYFNIARILYLQVDNVEFGLFLLFPSIVAGTITLGLMTQITNVFE

|
()

[
)

[©)

VRGAFQYLINSWITLVELMSIYKRLRSFEHELDGDKIQEVTHTLS
VRGAFQYLINSWITLVELMSIYKRLRSFEHELDGDKIQEVTHTLS
VRGAFQYLINSWITLVELMSIYKRLRSFEHELDGDKIQEVTHTLS
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La comparacion entre las secuencias de aminoacidos de la proteina SbmA evidencia
que el aminoacido 11 y el aminoacido 73 son diferentes en la secuencia de SbmA
de la MG1655 respecto a las dos otras (Treonina por Alanina y Leucina por

Fenilalanina).

e FhuA
ATCC10536 IRMARSKTAQPKHSLRKIAVVVATAVSGMSVYAQAAVEPKEDT ITVTAAPAPQESAWGPAAT
BLR (DE3) IRVARSKTAQPKHSLRKIAVVVATAVSGMSVYAQAAVEPKEDT ITVTAAPAPQESAWGPAAT
MG1655 IRMARSKTAQPKHSLRKIAVVVATAVSGMSVYAQAAVEPKEDT ITVTAAPAPQESAWGPAAT
UNCCNOSICIINNEN T AARQSATGTKTDTPIQKVPQSISVVTAEEMALHQPKSVKEALSY TPGVSVGTRGASNTY
BLR (DE3) [P T AARQSATGTKTDTPIQKVPQSISVVTAEEMALHQPKSVKEALSYTPGVSVGTRGASNTY]
MG1655 (YW T AARQSATGTKTDTPIQKVPQSISVVTAEEMALHQPKSVKEALSYTPGVSVGTRGASNTY]
NGNS IN RN DHT. T TRGFAAEGOSQONNYLNGLKLOQGNFYNDAVIDPYMLERAE IMRGPVSVLYGKSSPGG
SISO S NN DHT. T TRGFAAEGQSQNNYLNGLKLOQGNFYNDAAIDPYMLERAE IMRGPVSVLYGKSSPGG
MG1655 IANDHT. T TRGFAAEGQSONNY LNGLKLOQGNFYNDAVIDPYMLERAE IMRGPVSVLYGKSSPGG]
NGNS RN [ [ NV SKRPTTEPLKEVQFKAGTDSLFQTGFDESDSLDDDGVY SYRLTGLARSANAQQKG
SISO IC) RSN | [ NV SKRPTTEPLKEVQFKAGTDSLFQTGFDFSDALDDDGVY SYRLTGLARSANAQQKG
MG1655 RSN T [ NMVSKRPTTEPLKEVQFKAGTDSLFQTGFDFSDSLDDDGVYSYRLTGLARSANAQQKG
NGNS I Nl S - ORYATAPAFTWRPDDKTNEFTFLSYFONEPETGYYGWLPKEGTVEPLPNGKRLPTDEN
SISO IC) Y/ S F FEORYATAPAFTWRPDDKTNFTFLSYFONEPETGYYGWLPKEGTVEPLPNGKRLPTDEN
MG1655 PSR SFEORYATAPAFTWRPDDKTNFTFLSYFONEPETGYYGWLPKEGTVEPLPNGKRLPTDEN|
AUNCGONNOSICICION N CAKNNT Y SRNEKMVGY SEDHEFNDTETVRONLRFAENKTSQONSVYGYGVCSDPANAY SK]
1SN ODIICHINCION RN GAKNNT Y SRNEKMVGY SEDHEFNDTFTVRONLRFAENKTSQNSVYGYGVCSDPANAYSK
MG1655 CIORNT CAKNNTYSRNEKMVGYSFDHEFNDTFTVRONLRFAENKTSQNSVYGYGVCSDPANAY SK]
UNCONNOSICI NG NN O CAALAPADKGHY LARKYVVDDEKLONFSVDTQLQSKFATGDIDHTLLTGVDEFMRMRND I
2NN OBINCH IENCYN N O CAALAPADKGHY LARKYVVDDEKLONEFSVDTQLQSKFATGDIDHTLLTGVDFMRMRND I
MG1655 YN OCAALAPADKGHYLARKYVVDDEKLONFSVDTQLQSKFATGDIDHTLLTGVDEMRMRNDI
UNSONNOISICI RN AW F'GYDDSVPLLNLYNPVNTDFDENAKDPANSGPYRILNKQKQTGVYVQDQAQWDKVLV
2NN ORI NCH I NN AW FGYDDSVPLLNLYNPVNTDFDENAKDPANSGPYRILNKQKQTGVYVQDQAQWDKVLYV
MG1655 AN A WEGYDDSVPLLNLYNPVNTDFDENAKDPANSGPYRI LNKQKQTGVYVQDQAQWDKVLYV]
AUNCONNOSICI /SN T T GGRY DWADQES LNRVAGTTDKRDDKQF TWRGGVNY LEDNGVTPYFSYSESFEPSSQVG
2NN OBIICH I SNl T | GGRY DWADQE SLNRVAGT TDKRDDKQFTWRGGVNYLEDNGVTPYFSYSESFEPSSQVG
MG1655 XN T 1. GGRYDWADQESLNRVAGTTDKRDDKQFTWRGGVNYLFDNGVTPYFSYSESFEPSSQVG|
UNSONNOSICINICY S K DGN I FAPSKGKQYEVGVKYVPEDRPIVVTGAVYNLTKTNNLMADPEGSFFSVEGGEIRA
2NN OBICH NG/ NI K DGN I FAPSKGKQYEVGVKYVPEDRPIVVTGAVYNLTKTNNLMADPEGSFFSVEGGEIRA
MG1655 SR DGNIFAPSKGKQYEVGVKYVPEDRPIVVTGAVYNLTKTNNLMADPEGSFFSVEGGEIRA
UNSONNOSCI NN R GVE IEAKAALSASVNVVGSYTYTDAEYTTDT TYKGNTPAQVPKHMASLWADY TFFDGPL
2NN ODIICH N YON R GVE T EAKAALSASVNVVGSYTYTDAEYTTDTTYKGNTPAQVPKHMASLWADY TEFDGPL
MG1655 QMR GVEIEAKAALSASVNVVGSYTYTDAEYTTDTTYKGNTPAQVPKHMASLWADY TFFDGPL
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UNSONNOSICI YN S GT. T L. GTGGRYTGSSYGDPANSFKVGSYTVVDALVRY DLARVGMAGSNVALHVNNLEFDRE
12NN OBIAC) N YN S GL. T LGTGGRYTGSSYGDPANSFKVGSYTVVDALVRYDLARVGMAGSNVALHVNNLFDRE
MG1655 [(JIWSGLTLGTGGRYTGSSYGDPANSFKVGSYTVVDALVRYDLARVGMAGSNVALHVNNLFDRE

ATCC10536 721 paSiepNip{elrNier:NANONA NP NP

BLR(DE3) 721 pMESIESNR{elONICrNANONANPNBHNY

MG1655 VAN Y VASCEFNTYGCFWGAERQVVATATERE]

La comparacion entre las secuencias de aminoacidos de la proteina FhuA
muestra que la cepa BLR(DE3) NOVAGEN difiere de las otras dos cepas en los

aminoacidos 153 (Alanina en lugar de Valina) y 216 (Alanina en lugar de Serina)

e TonB

ATCC10536 IV TI.DLPRRFPWPTLLSVCIHGAVVAGLLYTSVHQVIELPAPAQPISVTMVAPADLEPPQA
BLR(DE3) I TT.DLPRRFPWPTLLSVCIHGAVVAGLLYTSVHQVIELPAPAQPISVTMVTPADLEPPQA
MG1655 IR TT.DLPRRFPWPTLLSVCIHGAVVAGLLYTSVHQVIELPAPAQPISVTMVTPADLEPPQA]

ATCC1053 (YO PPPEPVVEPEPEPEPIPEPPKEAPVVIEKPKPKPKPKPKPVKKVQEQPKRDIKPVESR
BLR(DE3) (YR OPPPEPVVEPEPEPEPIPEPPKEAPVVIEKPKPKPKPK PKPVKKVQEQPKRDVKPVESR
MG1655 (YA OPPPEPVVEPEPEPEPIPEPPKEAPVVIEKPKPKPKPKPKPVKKVQEQPKRDVKPVESR]

UNCONNO NN P A S PEENTAPARLTS STATAATSKPVT SVASGPRALSRNQPQYPARAQALRIEGQVKVKE
ISR ODICH NN P A S PEENTAPARPTS STATAATSKPVT SVASGPRALSRNQPQY PARAQALRIEGQVKVKE
MG1655 IERN P A SPFENTAPARLTS STATAATSKPVTSVASGPRALSRNQPQYPARAQALRIEGQVKVKE

UNGONNOSICINRSNAN D'V T PDGRVDNVQ ILSAKPANMFEREVKNAMRRWRYEPGKPGSGIVVNILFKINGTTEIQ
2NN ODINCH IR NN DY T P DGRVDNVQILSAKPANMFEREVKNAMRRWRYEPGKPGSGIVVNILFKINGTTEIQ

MG1655 RSN DV T PDGRVDNVQILSAKPANMFEREVKNAMRRWRYEPGKPGSGIVVNILEFKINGTTEIQ

La comparacion entre las secuencias de la proteina TonB muestra que la cepa
ATCC 10536 se diferencia de las otras dos en los aminoacidos 51 (Alanina por
Treonina) y 114 (Isoleucina por Valina). BLR(DE3) NOVAGEN difiere de las otras

dos cepas en los aminoacidos 133 (Prolina en lugar de Leucina).
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e ExbB

ATCC10536

1
BLR (DE3) IRMGNNLMOTDLSVWGMYQHADIVVKCVMIGLILASVVTWAIFFSKSVEFFNOQKRRLKREQQ
MG1655 IRMGNNLMOTDLSVWGMYQHADIVVKCVMIGLILASVVTWAIFFSKSVEFFNOQKRRLKREQQ

GNNLMQTDLSVWGMYQHADIVVKCVMIGLILASVVTWAIFFSKSVEFENQKRRLKREQQ

ATCC10536 (PRI AEARSLNQANDIAADFGSKSLSLHLLNEAQNELELSEGSDDNEGIKERTSFRLERRVA
BLR (DE3) [P L AEARSLNQANDIAADFGSKSLSLHLLNEAQNELELSEGSDDNEGIKERTSFRLERRVA
MG1655 (PRI AEARSLNQANDIAADFGSKSLSLHLLNEAQNELELSEGSDDNEGIKERTSFRLERRVA

UNCONNOSICIN 2N 7/ GROMGRGNGY LATIGATSPFVGLFGTVWGIMNSFIGIAQTQTTNLAVVAPGIAEALLA
BLR (DE3) N7V GROMGRGNGY LATIGAISPFVGLFGTVWGIMNSEFIGIAQTQTTNLAVVAPGIAEALLA
MG1655 IRZN " VGROMGRGNGYLATIGAISPFVGLFGTVWGIMNSFIGIAQTQTTNLAVVAPGIAEALLA|

PUNCONNOSICISN RSN 2. TGTL.VAATPAVVIYNVFARQI GGFKAMLGDVAAQVLLLQSRDLDLEASAAAHPVRVAQK
BLR (DE3) IRSERNT A TGLVAATIPAVVIYNVFARQIGGFKAMLGDVAAQVLLLQSRDLDLEASAAAHPVRVAQK
MG1655 ISR T A TGLVAATIPAVVIYNVFARQIGGFKAMLGDVAAQVLLLOSRDLDLEASAAAHPVRVAQK]

ATCC10536 241
BLR (DE3) 241
MG1655 241

La comparacion entre las secuencias de la proteina ExbB muestra una unica
diferencia correspondiente al aminoacido 1, en el cual la cepa ATCC 10536

presenta una Valina y las otras dos cepas (BLR(DE3) NOVAGEN y MG1655),

Metionina.
e ExbD
ATCC10536 MAMHLNENLDDNGEMHDINVTPEFIDVMLVLLIIFMVAAPLATVDVKVNLPASTSTPQPRP

1
BLR (DE3) IRMAMHLNENLDDNGEMHDINVTPFIDVMLVLLIIFMVAAPLATVDVKVNLPASTSTPQPRP
MG1655 IRV AMHLNENLDDNGEMHDINVTPEFIDVMLVLLIIFMVAAPLATVDVKVNLPASTSTPQPRP

ATCC10536 (PR KPVYLSVKADNSMEIGNDPVTDETMITALNALTEGKKDTTIFFRADKTVDYETLMKVMD|
BLR (DE3) [P KPVYLSVKADNSMFIGNDPVTDETMITALNALTEGKKDTT IFFRADKTVDYETLMKVMD
MG1655 (PR KPVYLSVKADNSMEFIGNDPVTDETMI TALNALTEGKKDTTIFFRADKTVDYETLMKVMD|

ATCC10536 121
BLR(DE3) 121
MG1655 121

36



La comparacién entre las secuencias de la proteina ExbD no muestra diferencias

en la secuencia de aminoacidos de las tres cepas.

e ARN Polimerasa

La comparacion entre las secuencias de la subunidad B’ de la ARN Polimerasa
muestra una unica diferencia correspondiente al aminoacido 1, en el cual la cepa
ATCC 10536 presenta una Valina y las otras dos cepas (BLR(DE3) NOVAGEN

y MG1655), Metionina.

ATCC10536 IRV DL LKFLKAQTKTEEFDAIKIALASPDMIRSWSFGEVKKPETINYRTFKPERDGLFCAR,
BLR(DE3) IlMKDLLKFLKAQTKTEEFDATIKIALASPDMIRSWSFGEVKKPETINYRTFKPERDGLFCAR,
1

MG1655

MKDLLKFLKAQTKTEEFDAIKIALASPDMIRSWSFGEVKKPETINYRTFKPERDGLFCAR

ATCC10536 (YW T FGPVKDYECLCGKYKRLKHRGVICEKCGVEVTQTKVRRERMGHIELASPTAHIWFLKSL
BLR(DE3) (YW T FGPVKDYECLCGKYKRLKHRGVICEKCGVEVTQTKVRRERMGHIELASPTAHIWFLKSL
MG1655 (YW T FGPVKDYECLCGKYKRLKHRGVICEKCGVEVTQTKVRRERMGHIELASPTAHIWFLKSL

NGOG I NN P SR T GL.LL.DMPLRDIERVLYFESYVVIEGGMTNLERQQILTEEQYLDALEEFGDEFDAKM
BLR(DE3) IANP SRTIGLLLDMPLRDIERVLYFESYVVIEGGMTNLERQQILTEEQYLDALEEFGDE FDAKM
MG1655 IANP SRTIGLLLDMPLRDIERVLYFESYVVIEGGMTNLERQQILTEEQYLDALEEFGDE FDAKM

NGOG I N RN G A EA TOALLKSMDLEQECEQLREELNETNSETKRKKLTKRIKLLEAFVQSGNKPEWMILT
BLR (DE3) IRSNNGCAEATQALLKSMDLEQECEQLREELNETNSETKRKKLTKRIKLLEAFVQSGNKPEWMILT
MG1655 IRSNRNCAEATIQALLKSMDLEQECEQLREELNETNSETKRKKLTKRIKLLEAFVQSGNKPEWMILT

UNSONN I I Nl . PV L. PPDLRPLVPLDGGRFATSDLNDLYRRVINRNNRLKRLLDLAAPDIIVRNEKRMLQ
BLR (DE3) s\ /1. PVL.PPDLRPLVPLDGGRFATSDLNDLYRRVINRNNRLKRLLDLAAPDIIVRNEKRMLQ
MG1655 Xy /1.PVL.PPDLRPLVPLDGGRFATSDLNDLYRRVINRNNRLKRLLDLAAPDIIVRNEKRMLQ

UNCONNOISICIINCIONIN /. VDAL LDNGRRGRAI TGSNKRPLKSLADMIKGKQGRFRONLLGKRVDY SGRSVITVGPY]
BLR (DE3) CIONNE AVDALLDNGRRGRAITGSNKRPLKS LADMIKGKQGRFRONLLGKRVDY SGRSVITVGPY
MG1655 CIONNE AVDALLDNGRRGRAITGSNKRPLKS LADMIKGKQGRFRONLLGKRVDY SGRSVITVGPY

UNCONNOSICIINCTNIN | R T.HOCGLPKKMALELFKPFIYGKLELRGLATTIKAAKKMVEREEAVVWDILDEVIREHP)
BLR (DE3) YT RTHOCGLPKKMALELFKPFIYGKLELRGLATTIKAAKKMVEREEAVVWDILDEVIREHP
MG1655 YT RTHOCGLPKKMALELFKPFIYGKLELRGLATTIKAAKKMVEREEAVVWDILDEVIREHP

UNGONNOSICI N/ . L NRAPTLHRLGIQAFEPVLIEGKAIQLHPLVCAAYNADFDGDQMAVHVPLTLEAQLEA
BLR (DE3) AN/ I NRAPTLHRLGIQAFEPVLIEGKAIQLHPLVCAAYNADFDGDQMAVHVPLTLEAQLEA
MG1655 AN/ I NRAPTLHRLGIQAFEPVLIEGKAIQLHPLVCAAYNADFDGDQMAVHVPLTLEAQLEA

UNCONNOISICIN/ S SR 7\ T.MMS TNNI LSPANGEPIIVPSQDVVLGLYYMTRDCVNAKGEGMVLTGPKEAERLYRSG
BLR (DE3) X NRATMMSTNNI LSPANGEPIIVPSQDVVLGLYYMTRDCVNAKGEGMVLTGPKEAERLYRSG
MG1655 CXNRATMMSTNNI LSPANGEPIIVPSQDVVLGLYYMTRDCVNAKGEGMVLTGPKEAERLYRSG
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ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

ATCC10536
BLR (DE3)
MG1655

[

NN A STL.HARVKVRITEYEKDANGELVAKTSLKDTTVGRAILWMIVPKGLPYSIVNQALGKKA|
LN A STLHARVKVRITEYEKDANGELVAKTSLKDTTVGRAILWMIVPKGLPYSIVNQALGKKA
YRR A STHARVKVRITEYEKDANGELVAKTSLKDTTVGRAILWMIVPKGLPYSIVNQALGKKA

QN T SKMILNTCYRILGLKPTVIFADQIMYTGFAYAARSGASVGIDDMVIPEKKHEIISEAEAE
QN T SKMILNTCYRILGLKPTVIFADQIMYTGFAYAARSGASVGIDDMVIPEKKHEIISEAEAE
[N T SKMILNTCYRILGLKPTVIFADQIMYTGFAYAARSGASVGIDDMVIPEKKHEIISEAEAE

661
(YW AFETIQOEQFQSGLVTAGERYNKVIDIWAAANDRVSKAMMDNLQTETVINRDGQEEKQVSEN
(YW AF TQOEQFQSGLVTAGERYNKVIDIWAAANDRVSKAMMDNLQTE TVINRDGQEEKQVSEN
721 IYMMADSGARGSAAQIRQLAGMRGLMAKPDGSIIETPITANFREGLNVLQYFISTHGAR|
721 IYMMADSGARGSAAQIRQLAGMRGLMAKPDGSIIETPITANFREGLNVLQYFISTHGAR|
721 IYMMADSGARGSAAQIRQLAGMRGLMAKPDGSIIETPITANFREGLNVLQYFISTHGAR|

781
781
781

KGLADTALKTANSGYLTRRLVDVAQDLVVTEDDCGTHEGIMMTPVIEGGDVKEPLRDRVL

KGLADTALKTANSGYLTRRLVDVAQDLVVTEDDCGTHEGIMMTPVIEGGDVKEPLRDRVL
KGLADTALKTANSGYLTRRLVDVAQDLVVTEDDCGTHEGIMMTPVIEGGDVKEPLRDRVL

841
841
841

RVTAEDVLKPGTADILVPRNTLLHEQWCDLLEENSVDAVKVRSVVSCDTDFGVCAHCY
RVTAEDVLKPGTADILVPRNTLLHEQWCDLLEENSVDAVKVRSVVSCDTDFGVCAHCY
RVTAEDVLKPGTADILVPRNTLLHEQWCDLLEENSVDAVKVRSVVSCDTDFGVCAHCY

CIONERR DT ARGHI INKGEATIGVIAAQSIGEPGTQLTMRTFHIGGAASRAAAESSIQVKNKGSIKL
CIONERR DT ARGHI INKGEATIGVIAAQSIGEPGTQLTMRTFHIGGAASRAAAESSIQVKNKGSIKL
CIONERR DT ARGHI INKGEATIGVIAAQSIGEPGTQLTMRTFHIGGAASRAAAESSIQVKNKGSIKL
I SNVKSVVNSSGKLVITSRNTELKLIDEFGRTKESYKVPYGAVLAKGDGEQVAGGE TVANW,|
I SNVKSVVNSSGKLVITSRNTELKLIDEFGRTKESYKVPYGAVLAKGDGEQVAGGE TVANW,|
SN SNVKSVVNSSGKLVITSRNTELKLIDEFGRTKESYKVPYGAVLAKGDGEQVAGGE TVANW|
IR D PHTMPVITEVSGEFVRFTDMIDGQTITRQTDELTGLSSLVVLDSAERTAGGKDLRPALKI
IR D PHTMPVITEVSGFVRFTDMIDGQTITRQTDELTGLSSLVVLDSAERTAGGKDLRPALKI

IR D PHTMPVITEVSGFVRFTDMIDGQTITRQTDELTGLSSLVVLDSAERTAGGKDLRPALKI

1081
1081
1081

VDAQGNDVLIPGTDMPAQYFLPGKAIVQLEDGVQISSGDTLARIPQESGGTKDITGGLP
VDAQGNDVLIPGTDMPAQYFLPGKAIVQLEDGVQISSGDTLARIPQESGGTKDITGGLP

VDAQGNDVLIPGTDMPAQYFLPGKAIVQLEDGVQISSGDTLARIPQESGGTKDITGGLP

1141
1141
1141

VADLFEARRPKEPAILAEISGIVSFGKETKGKRRLVITPVDGSDPYEEMIPKWRQLNVFEFE
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La comparacion entre las secuencias de la subunidad B’ de la ARN Polimerasa
muestra una unica diferencia correspondiente al aminoacido 1, en el cual la cepa
ATCC 10536 presenta una Valina y las otras dos cepas (BLR(DE3) NOVAGEN

y MG1655), Metionina.

Resumen de andlisis de secuencias:

~

= ~
> MG1655 TN

SbmA 11 Thr

/ SbmA 73 Leu \

l{ \I
| |

/", TonB 133 Leu

/ | FhuA_216Ser
\FhuA_153 Ser/

TonB 51 Thr
TonB_114 Val

- ExbB_1 Met /
/  ATCC10536  \ / HERg Lt g BLR(DE3)\\
[ [ it \
I’ TonB 51 Ala ‘ = FhuA_153 Ala '
{ TonB 114 lle : FhuA 216 Ala f

\ SbmA_11 Ala

) SbmA_73 Phe
ExbB 1 Val \
TonB_ 133 Pro
RpoC 1 Val

Figura 12. Resumen de la comparacion de secuencias. Cada conjunto corresponde a una de
las cepas evaluadas, ATCC10536, MG1655 y BLR(DE3) y se indica en su interior las posiciones
que difieren. Las mutaciones en comun de las cepas resistentes, de acuerdo a los mecanismos

conocidos, no ofrecen una explicacion evidente para las diferencias de susceptibilidad observadas.
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VII.

DISCUSION

Produccion de Microcina J25

La produccion del péptido antibidtico Microcina J25 bajo el control de un promotor
inducible permite su expresion experimental de manera mas sencilla que
utilizando el promotor nativo. El promotor nativo dirige la expresion del péptido a
partir y durante la etapa estacionaria del crecimiento bacteriano (Salomén &
Farias, 1992). En cambio, el plasmido pJP73 situa al promotor T5 corriente arriba
del primer gen estructural, mcjA, para dirigir la expresion del operdén bajo la
induccion de IPTG (Pan et al., 2010). En el presente trabajo, primero se buscé
evidenciar la actividad inhibitoria del sobrenadante de la cepa productora +
pJP73 sobre la cepa indicadora Salmonella enterica serovar Enteritidis (ATCC®
13076™), dado que fue reportada mayor actividad sobre estaespecie bacteriana
(Vincent et al., 2004). El método de determinacion de la actividad antibiética se
realizé a partir de diluciones seriadas para determinar laultima capaz de generar
un halo de inhibicion apreciable. Definiendo esta dilucion como 1 Unidad
Antibiotica (AU), establecimos que el valor obtenido fue de 1600 AU/ml. Al realizar
el mismo procedimiento sobre la cepa de E. coli ATCC10536, se obtuvo 6400
AU/ml. Este resultado contrasta con ensayos anteriores,en las que Salmonella

Enteriditis era mas susceptible que cepas de E. coli (Vincent et al., 2004).

Comparacion de secuencias de las proteinas involucradas en el ingreso de

la Microcina J25

La determinacién de la susceptibilidad de tres cepas de E. coli establecié que

solo una de las tres cepas (ATCC 10536) es susceptible a la actividad de la
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Microcina J25. Planteamos la posibilidad de que la informacion disponible de los
genomas de las cepas aqui ensayadas podria explicar las diferencias de
susceptibilidad y eventualmente predecir la sensibilidad de otras cepas. Por ello
se decide llevar a cabo un analisis de comparaciéon de secuencias de las
proteinas involucradas en el ingreso de la Microcina J25 a la célula. La cepa
BLR(DE3) NOVAGEN esta optimizada para la produccion de proteinas
heterdlogas y el uso del sistema de induccion por IPTG, por lo que seria deseable
utilizarla como cepa reportera. Con este fin, seria posible realizar pruebas de
complementacion para restablecer su susceptibilidad, siempre y cuando se logre

identificar la mutacién que la hace resistente.

La proteina FhuA es un receptor transmembrana que participa en el ingreso de
hierro al interior de bacterias como E. coli (Bonhivers et al., 1998) y Salmonella
(Wang et al., 2018). El receptor también es aprovechado para el ingreso de
algunos fagos y péptidos antibacterianos, entre ellos la Microcina J25
(Destoumieux-Garzén et al., 2005; Salomén & Farias, 1993). Recientemente, se
determinaron las bases estructurales de su interaccién con Microcina J25 y se
establece que los residuos aminoacidicos que participan directamente son el
esqueleto carbonilo de fenilalanina (Phe 115) y la cadena lateral de tirosina (Tyr
115) (Mathavan et al., 2014). La comparacion de aminoacidos de las secuencias
de FhuA de las 3 cepas estudiadas demuestra que dichos residuos estan
conservados las tres cepas. Sin embargo, en la cepa BLR(DE3) NOVAGEN se
presentan dos residuos diferentes: el aminoacido 153 (alanina en lugar de valina)
y 216 (alanina en lugar de serina) (Fig 10). Dado que esta diferencia en la
secuencia se ubica en posiciones diferentes a los aminoacidos criticos, no se

puede afirmar que influyan en el paso de la Microcina J25 al interior celular.

La proteina SbmA es el transportador de membrana interno que permite el

ingreso de la Microcina J25 (Salomon & Farias, 1995). Se ha establecido que los
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residuos criticos para el transporte de Microcina J25 son la valina 102,
fenilalanina 219 y lisina 176 (Corbalan et al., 2013). La comparacion de
secuencias de las tres cepas de E. coli no encontrd diferencias en el tipo de
aminoacido en ninguna de estas posiciones (Fig 10). Sin embargo, el trabajo
realizado por Corbalan se introdujeron 15 mutaciones, por lo que no se descarta
que las mutaciones encontradas tengan alguna relevancia en la susceptibilidad

mostrada.

Se han identificado mutaciones que contribuyen a la resistencia a la Microcina
J25 en cepas de E. coli, tal es el caso de las mutaciones en las proteinas
importadoras antes mencionadas, asi como en el complejo del complejo
transductor de energia TonB-ExbB-Exb (Salomon & Farias, 1995). Este complejo
proteico aprovecha la fuerza protén motriz para permitir el ingreso de sustratos
del trasportador fhuA (Pawelek et al., 2006). El analisis comparativo dela proteina
ExbD muestra que las tres secuencias presentan una identidad al 100%. En el
caso de ExbB no se ha encontrado mutaciones salvo en el primer aminoacido,
que en la cepa ATCC 10536 corresponde a valina y es poco probable que esta
mutacion sea de relevancia. Ton B cuenta con tres dominios reconocibles, un
dominio que interacciona con ExbB y ExbD, un dominio que interacciona con el
dominio globular de FhuA y un domino intermedio (Pawelek et al., 2006); las
diferencias en las secuencias de aminoacidos (Fig. 10) se localizan en un domino
intermedio, por lo que no es probable que tengan un papel en el funcionamiento
del complejo transductor. Finalmente, la comparacion de las secuencias de
aminoacidos de la subunidad B’ de la ARN polimerasa, quees blanco de la
Microcina J25 (Delgado et al., 2001b) no demuestra mutaciones,salvo el primer
aminoacido de la proteina en la cepa ATCC 10536, por lo que el blanco no parece

estar involucrado en la susceptibilidad diferencial.
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Los resultados obtenidos nos ponen en posicion de recomendar la cepa de E.
coli ATCC 10536 para usarse como organismo reportero. A favor tenemos que
la Microcina J25 puede ingresar libremente al medio intracelular. Ademas, el
genoma de dicha cepa estd completamente secuenciado y se encuentra
disponible, lo que nos posibilita realizar la identificacion de secuencias para
insercion, etc. Como se ha mencionado, el uso de esta cepa se ha limitado a
indicadora de tanto compuestos con actividad antibacteriana (Alanazi et al.,
2016; Bucio-Villalobos & Martinez-Jaime, 2016; Janek et al., 2012), asi como de
nuevos métodos de esterilizacion de alimentos (Brifiez et al., 2006; Park et al.,
2008). Por tanto, su potencial para el desarrollo de sistemas reporteros

(ingenieria genética) aun esta por ser explorado.
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VIil.

CONCLUSIONES

Se logré producir una cantidad de titulos de 6400 AU/ml (Unidades
Antibioticas/ml) de Microcina J25, considerando cepa indicadora E. coli ATCC

10536.

La cepa E. coli ATCC 10536 es cuatro veces mas susceptible al sobrenadante

con Microcina J25 que Salmonella enterica Serovar Enteriditis.

Las cepas ensayadas (ATCC® 10536™, BLR (DE3) NOVAGEN y MG1655)
presentan susceptibilidades distintas a Microcina J25 y presentan también
diferencias en las secuencias de proteinas involucradas en el transporte de este
péptido. Las diferencias aqui identificadas no coinciden con ensayos previos de
mutagénesis dirigida por lo que se requeriria otros estudios para confirmar o

descartar su rol en la resistencia a Microcina J25.

La cepa E. coli ATCC 10536 es la recomendada para la construccion del sistema

reportero, debido a que permite el ingreso de la Microcina J25.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo la purificacion de la Microcina J25 utilizando

protocolos optimizados (extraccion en fase liquida).

Se recomienda ademas emplear la misma metodologia con cepas
filogenéticamente relacionadas a la cepa patdégena que se busca inhibir, esto con
la finalidad de aproximar el contexto real (esto es, membrana y entorno
intracelular) a los ensayos in vitro. Por ejemplo, se puede explorar la construccion

de sistemas reporteros en cepas grampositivas de crecimiento rapido.
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Xl. ANEXOS

A. SECUENCIA DE PLASMIDO PRODUCTOR pJP73
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Figura S 1. Mapa del plasmido productor de Microcina J25 (donado por A. J. Link).
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Figura S 2. Disposicion de secuencias reguladoras y el gen de mcjA (que codifica para
el precursor).
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