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RESUMEN

Las bacteriocinas son proteinas secretadas por enterobacterias que
presentan actividad bacteriostatica o bactericida sobre especies estrechamente
relacionadas con las bacterias que las producen. Las bacteriocinas producidas
por bacterias Grgm negativas se clasifican en dos grupos segin su peso
molecular, siendo las colicinas de un peso molecular entre 30.000 a 80.000 y las
microcinas con pesos moleculares inferiores a 10,000, Las microcinas son
resistentes a temperaturas elevadas, a pH extremos y a algunas proteasas.
Escherichia coli produce casi todas las microcinas hasta ahora descritas, con la
excepcién de la microcina E492 que es producida por Klebsielfa pneumoniae.
Se ha postulado que la accién bactericida de la microcina E492 sea debida a
una despolarizacién de la membrana' citoplasmatica de la célula sensible. El
objetivo de este trabajo fue "la caracterizacion genética, bioquimica y
electrofisiolégica de la microcina E492, con el fin de determinar su mecanismo
de accién bactericida como la expresién de los genes que codifican para la
microcina e inmunidad.

La microcina E492 fue visualizada por primera vez en geles mediante la
marcacion covalente con el reactivo fluorescente isotiocianato de fluoresceina

(FITC) y posterior electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
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desnaturantes, estimandose para ella un peso molecular de 6.000. Se
determiné que la actividad de la' microcina E492 es resistente a acidos, sensible
a alcalis y termoestable. La microcina fue sensible frente a quimiotripsina,
subtilisina, proteinasa K y pronasa E, pero resistente a fripsina. La proteina es
soluble en metanol 95% y su actividad permanece estable en estas condiciones.
En cambio, en solventes acuénsos, la actividad disminuye en el tiempo. Se
determiné que la actividad en solucién acuosa es mas estable en un rango de
pHded4a5yno muestra una dependencia de la fuerza idnica (0,5 y 1 M)_.

El analisis cromatogréfico de alta resolucién (HPLC) de una preparacion
semipurificada de microcina mostré varios picos de proteinas, asociandose la
actividad a tres de ellos. La re-cromatografia del pico mayoritario resulté en
varios picos, sblo uno de elios activo, indicando que la microcina forma .
agregados.

Se determind que la preparacién de microcina induce la formacion de
canales ibnicos en bicapas lipidicas, sugiriendo que la disipacion de! potencial
de membrana en las bacterias sensibles es producida por la formacion de estos
canales. El canal idnico formado por la microcina presenta dos estados de
conductancia y es de naturaleza catiénico. lLa conductancia del canal en
condiciones simétricas (0,17 M KCI) y a un potencial aplicado de 60 mV fue de
160 pS para los potenciales positivos y de 110 pS para los potenciales
, negativos. Mediante la determinacion del valor del potencial de reversion en

condiciones asimétricas, en que la concentracién de KCI fue mayor a un lado de
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la bicapa, se determiné que el canal es 13,2 veces mas permeable para iones
K" que para CI. Se determind el valor del potencial de reversién que presenta
el canal en condiciones biiénicas de cationes monovalentes dando el orden de
selectividad de Tris* < Li* = Na* < K* = Rb* = Cs* < NH,*. Este orden de
selectividad no tiene una relacion estricta con el radio i6nico ‘de los iones. El
canal formado por la microcina es asimétrico, ya que presenta rectificacion a
potenciales negativos extremos. La asimetria del canal se confirmé mediante
experimentos con proteasas. El registro del canal es alterado cuando se agrega
quimiotripsina al lado trans permaneciendo abierfo en un estado de
conductancia, en cambio gste efecto no se observé cuando se agregd esta
proteasa en el lado cis de la bicapa lipidica.

Se preparé una genoteca del DNA de K. pneumoniae RYC492 en E. coli
mediante el empaquetamiento in vifro en cabezas de fago A usando el cosmidio
pHC79. De esta genofeca ée aislaron 6 clones productores de microcina y de
su inmunidad, indicando que estos genes de K. pneumoniae se expresan en
forma activa en E. coli. El andlisis de la produccidon de microcina de estos
clones en subcultivos sucesivos dernostré que sélo uno de ellos era estable
(clon J). Se determind que ia segregacién de una colonia productora de
microcina en colonias productoras y no productoras no se debié a la cepa
hugésped empleada, sino a una alteracién a nivel del DNA. El tamafio del DNA

clonado fue de 50 kb, de las cuales 45 kb corresponden al inserto recombinante.




La expresién de microcina del clon J en. E. coli fue méxima en Ia fase
exponencial y decay§ en la fase estacionaria, comportandose de manera similar
a la cepa original, K. pneumoniae RYC492. Mediante subclonaﬁiento con la
enzima BsflV se obtuvo un clon que no present actividad de microcina, pero
que conservaba la inmunidad (clon J1). Mediante digestiones con enzimas de
restriccion del pJi se estableci el mapa fisico que presentaba un inserto
recombinante de 10 kb. Estudios de la expresion de la inmunidad mostraron
que el clon J! era inmune a la microcina cuando el cultivo se encuentra en fase
exponencial y sensible a la accién de este antibitico en la fase estacionaria.
Este resultado sugirié que la expresién de la microcina y de la inmunidad es
coordinada por un factor comin. Se determiné que esta expresion diferencial en
fase estacionaria no se debe a una regulacién por el factor ¢° {caracteristico de
la fase estacionaria) ni a una inhibicién por metabolitos secretados por la

bacteria en la fase estacionaria.




ABSTRACT

Bacteriocins are proteins secreted by enterobacteria with bacteriostatic or
bactericidal activity against closely related species. Bacteriocins produced by
Gram negative bacteria are classified in two groups baséd on their molecular
weight; colicins have molecular weights ranging from 30,000 to 80,000 and
microcins have molecular weights lower than 10,000. Microcins are resistant to
high temperatures, extreme pH and to some proteases. Escherichia coli ©
produces almost all described microcins, with the sole exception of the microcin
£492 which is produced by Klebsiella pneumoniae. The possible mode of action
of microgin E492 is by depolarization of the cytoplasmic membrane. The aim of
this work was to carry out the genetic, biochemical and electrophysiological
characterization of the microcin E492, in order to understand the bactericidal
mechanism and the expression of the microcin and immunity genes.

Microcin £492 was for the first time visualized in gels by covalent labelling
with the fluorescent reactive FITC, and after polyacrylamidé gel electrophoresis
of the semi-purified microcin preparation under denaturant conditions, a
molecular weight of 6,000 was estimated. Microcin E492 -activity was acid
resistant, alcali sensitive and thermostable. The microcin was sensitive to

cherriotrypsin, subtilisin, proteinase K and pronase E, but resistant to trypsin.




Microcin is soluble in 95% methanol and is stable under these conditions:
However, in aqueous solvents, the activity diminishes with time. The activity in
aqueous solutions was more stable in a pH range of 4 - 5 and was not
dependent on the ionic strengh (0,5 and 1 M).

High performance liquid chromatography (HPLC) of a semipurified
microcin preparation showed many protein peaks, with the activity associated to
three of them. The re-chomatography of the main peak resulted in many peaks,
one of them active, suggesting that microcin forms aggregates.

On the other hand, it was determined that microcin forms ionic channels in
lipid bilayers, suggesting that the membrane potentiai dissipation is produced by
the formation of ionic channels. This ionic channel is cationic and has two
conductance states. The channel conductance in symmetric conditions (0,1 M
KCI) at 60 mV was of 160 pS for the positive potential and 110 pS for the
negative potential. The reversion potential in asymmetric conditions, with a
higher KCI concentration at one side of the bilayer, showed a 13,2 times more

permeability for K* ions than for CI. The reversion potential in biionic conditions
was determined and resulted in the followipg order of selectivity: Tris* < Li* =
Na“ <K'= Rb*= Cs* < NH,". This selectivity order does not have direc£ relation
with the ionic ratio. The microcin channel is asymmetric, because of the

rectification at extreme negative potentials. Experiments with proteases

confirmed the channel asymmetry. The channel is altered when chemotrypsin is
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added to the trans side (conductance state is kept open), but this effect was not
observed when the protease was added to the cis side of the lipid bilayer.

A DNA genomic library of K. pneumoniae RYC492 was prepared in E. coli
through in vitro packaging in A phage heads with pHC79 cosmid. From this
library, 6 microcin and iminunity producer clones were isolated, indicating that K.
pneumoniae genes are expressed in an active form in E. coli. Analysis of these
clones after sucessive subcultures showed that only one of them (J clone)
produces microcin stably. The seggregation of one microcin producer colony
into producer and non-producer colonies was not due to the host bacteria used,
but to an alteration at DNA level. The size of the cloned DNA (J clone) was of
50 kb, 45 kb of which corresponded to the recombinant insert.

The microcin expression of J clqne in E. coli was maximum at exponential
phase and decayed during the stationary phase. This behaviour is similar to the
parental strain, K. pneumoniae RYC492. Through subcloning with Bstl\V enzyme
an inactive but immune clone was obtained (JI clone). Digestions of JI clone
with appropiate restriction enzymes showed the presence of an insert of 10 kb.
Immunity expression studies of JI clone showed that it is immune when the
culture is at the exponential phase and sensitive in the stationary phase. This
observation suggests that microcin production and immunity are coordinately
expressed. This differential expression in the stationary phase was not due to a

c° factor regulation (characteristic of the stationary phase) and neither to an

inhibition by metabolites secreted by the bacteria in the stationary phase.




INTRODUCCION

El intestino es un ecosistema complejo en donde habitan numerosas
especies bacterianas. Las enterobacterias viven en un equilibrio dinamico
sujetas a variaciones en las concentraciones de los nutrientes. Muchas de
estas bacterias producen bacteriocinas que tienen como caracteristica alterar el
crecimienfo de otras especies bacterianas. En general, la produccion de -
antibidticos en ecosistemas tan competitivos no es un fenémeno raro (Kolter y’
Moreno, 1992).

Las bacteriocinas son proteinas que presentan actividad bacteriostatica o
bactericida sobre especies muy relacionadas con la bacteria que las produce.
Las bacteriocinas de bacterias Gram negativas se han dividido en dos grupos
seglin el peso molecular, siendo las colicinas de un peso molecular de 30.000 a
80.000 y cuya sintesis es inducible por dafio al DNA (Pugsley, 1985), v las
microcinas, con un peso molecular menor a 10.000 y no inducibles por el
sistema SOS (sistema inducible por dafio al DNA; Asensio y cols., 1976;
Baquero y Moreno, 1984; Kolter y Moreno, 1992).

Las microcinas fueron descritas por primera vez por Asensio y cols.
(1976). Las bacterias productoras de estas microcinas fueron aisladas de heces

humanas, siendo E. coli la principal fuente. La actividad se detecté depositando




las bacterias sobre un césped de E. coli K12, observandose un halo de
inhibicion del crecimiento. Las microcinas son excretadas al medio extracelular,
encontrandose Ia actividad en el sobrenadante de [os cultivos liquidos (Asensio
y cols., 1976). En general, la purificacién de las microcinas se ha realizado
mediante [a concentracién de los sobrenadantes por precipitacion, por mezcla
con carbono activado, filtracién o calentamientio a 100°C (Asensio y cols., 1976;
Baquero y Moreno, 1984). Entre las caracteristicas de las microcinas estan su
mayor produccién en medios pobres de nutrientes, la solubilidad en metanol,
resistencia a altas temperaturas, a pH exiremos y su resistencia frente a la
accién de algunas proteasas. Esto dltimo ha sugerido que las microcinas
podrian cumplir un papel en el ecosistema intestinal, permitiendo a las bacterias
productoras una mayor sobrevivencia en este medio en que varian
drasticamente las concentraciones de nutrientes.

. Las microcinas han sido divididas en grupos considerando criterios
bioquimicos, genéticos y de inmunidad cruzada (Asensio y cols., 1976; Baquero
y Moreno, 1984; Khmel y cols., 1993). Estos grupos sonA, B, C, D, E, HyV, en
que ia Gnica microcina descrita que no es producida por E. coli es la microcina
E492 de Klebsiella pneumoniae. La microcina tipo A presenta un peso
molecular menor de 500 y es un derivado no peptidico de ia L-metionina (Pérez-
Diaz y Clowes, 1980). Tiene un efecto bacteriostatico probablemente por
inhibicidn de la sintesis de proteinas (Baquero y Moreno, 1984). La microcina B

es de naturaleza peptidica con un peso molecular de 4.000 y actlia bloqueando




a la DNA girasa, inhibiendo la replicacion del DNA (Vizan y cols., 1991; Martinez
y Pérez-Diaz, 1986), lo que resulta en un efecto bactericida. La microcina tipo C
(MccC7) es un ﬁeptapéptido con un peso molecular de 900 y posee
modificaciones en los extremos carboxilo y amino terminales (Guijarro y cols.,
1995). La MccC7 tiene un efécto bacteriostatico por inhibicién de la sintesis de
proteinas (Garcia-Bustos y cols., 1984; Baquero y Moreno,1984; Guijarro y
cols., 1995). Las microcinas del grupo D son de un peso molecular de 500 y
alterarian el potencial de membrana, ya que son altamente hidrofdbicas
(Baquero y Moreno, 1984). Otra microcina que no ha sido clasificada en estos
grupos, como la microcina 25 de E. coli, tiene como mecanismo de accion la
inhibicion de la division celular (Salomén y Farias, 1992), produciendo
filamentacidn en las bacterias sensibles. La microcina E, cuya Unica
representante es la microcina E492 de K. pneumoniae presenta como
mecanismo de accion la aiteracién del potencial de membrana (de Lorenzo y
Pugsley, 1985).

La colicina V que fue inicialmente clasificada como colicina, posee
caracteristicas que la relacionan mejor con las microcinas, ya que posee un
peso molecular de 6.000 y su sintesis no es inducida por el sistema SOS de Ia
bacteria (Faith y cols., 1992). La colicina V actiia a nivel de la membrana
citoplasmatica alterando el potencial eléctrico (Yang y Konisky, 1984). Los
genes implicados en la expresion de la colicina V se encuentran en un plasmidio

el cual contiene otros genes que estan relacionados con la virulencia de la cepa




de E. coli que lo contiene. Entre ellos esta la aerobactina, responsable de la
captacion de fierro (Chehade y Braun, 1988; Milch y cols., 1984).

La microcina E492 de K. pneumoniae fue purificada paréialmente del
sobrenadante de cultivos de la cepa productora (de Lorenzo, 1984) y se
determind mediante técnicas de filtracion un peso molecular aproximado de
5.000. Esta proteina con caracteristicas hidrofébicas es soluble en metanol
95%, su actividad es resistente a la acciéon de proteasas como ftripsina, pero
sensible frente-a quimiotripsina y pronasa. Su actividad no se altera luego de un
calentamiento por 10 min a 100°C (de Lorenzo, 1984), es sensible al alcali y’
resistente al acido. En la caracterizacion realizada por de Lorenzo (1984) se
determind ademas que la microcina E492 es una proteina basica, con carga
positiva a pH 7. Esta microcina tiene una accion bactericida frente a E. coli,
Klebsiella, Salmonella, Cifrobacter, Enterobacter y Erwinia y no presenta
actividad frente a cepas como Shigella, Proteus, Serratia y Pseudomonas (de
Lorenzo, 1984).

La produccién de las microcinas difiere de las colicinas, pues estas
ultimas son producidas por bacterias sometidas a condiciones extremas que
inducen la respuesta SOS (sistema inducible por dafio al DNA; Pugsley, 1984).
La mayoria de las microcinas son producidas en la fase estacionaria temprana y
no dependen de un sistema inducible, en cambio, la microcina E492 de K
pneumoniae es producida en la fase exponencial y decae en la fase estacionaria

(de Lorenzo y cols.; 1984; de Lorenzo, 1985). En estudios con cultivos mixtos,




K. pneumoniae productora y E. coli sensible a la microcina, se observo que la
bacteria indicadora recuperaba la viabilidad en la fase estacionaria, sugiriendo
que en esta fase de! crecimiento se produce un antagonista de la actividad de la
microcina (de Lorenzo y cols., 1984). Este inhibidor fue purificado y se
determind que se trata de una enteroquelina (Orellana y Lagos, 1996; Orellana,
1993).

Las bacterias productoras de bacteriocinas deben ser capaces de
sintetizar el antibidtico, exportarlo hacia el medio extracelular y protegerse a si
mismas frente a su accién (Kolter y Moreno, 1992). Estas caracteristicas son
expresadas por varios genes los cuales se encuentran organizados en
operones. Los genes gue codifican para la expres.ién de las colicinas se’
encuentran en plasmidios (Pugsley, 1984; Baguero y cols., 1978).

Los genes involucrados en la sintesis de microcinas también se localizan
en plasmidios, algunos del tipo conjugativos. Sdlo se han descrito dos
microcinas cuya localizacién genética es el cromosoma, la H47 de E. coli
(Gaggero y cols., 1993) y la E492 de K. pneumoniae (de Lorenzo y Pugsley,
1985). K. pneumoniae posee dos plasmidios, uno conjugativo pVC1de 60 Kby
uno de 4,3 Kb. Mediante conjugacién con £. coli no se transfiri ia capacidad.
productora de microcina en el plasmidio conjugativo y tampoco se encontré la
actividad asociada al plasmidio de menor tamafio (de Lorenzo y- Pugsiey, 1985).

En el caso de las colicinas, se han identificado al menoé 3 genes

asociados a su produccidn, el gen que codifica para la proteina estructural, un




gen para la inmunidad de la bacteria productora Yy un gen necesario para la
exportacion. El gen de la exportacion de las colicinas ha sido llamado gen de
lisis, porque cuando es inducida la expresion [de las colicinas, la bacteria
productora es lisada por un aumento de Ia peirmeabilidad en la membrana
citoplasmatica (Pugsley y Schwértz, 1984). La ;!)rotefna de exportacion de la
colicina E2 estaria activando una fosfolipasa A que seria la responsable de Ia
alteracion de la permeabilidad en la membrana (Pugsiey y Schwartz, 1984).

En el caso de las microcinas mas estudiadas, se ha determinado que los
genes implicados se encuentran organizados en uin operén. Asi, el operén mas
complejo es el de la microcina B17 el que esta constituido por 7 genes (Kolter y
Moreno, 1992), los cuales se dividen en un gen e§tructural, 3 genes implicados
en modificacién post-traduccional y un gen implica%do en la inmunidad.. Ademas
de los genes del operdn, se ha determinado mediante estudios con mutantes,
que también son necesarios algunos genes cromosomales (del Castillo y cols.,
1990; Lavifia y cols., 1986; Rodriguez-Sainz y po{s., 1990). La colic.ina V esta
organizada en dos operones convergentes, uno ci:ompuesto por los' genes que
codifican para la colicina e inmunidad y el ofro que codifica para los genes
implicados en la exportacion (Kolter y Moreno, 1992).

Las colicinas y las microcinas no poseen e! tipico péptido sefal para su
excrecion que es caracteristico de las proteinasi que son liberadas al medio

extracelular (Hirst y Welch, 1988, Fath y cols., 1991). El sistema de secrecion

independiente del péptido sefial es relativamente universal, ya que existe una




complementacion funcional en la secrecién de la colicina V, a-hemolisina y la
proteasa de Erwinia (Féth y cols., 1881). El sistema de exportacion de la
colicina V consiste en 3 componentes, uno de ellos es un gen cromosomal,
TolC. La proteina CvaB esta inserta en la membrana citoplasmatica y contiene
un sitio de unién para el ATP (Kolter y Moreno, 1992). Para MccB17 se
determind que son al menos dos las proteinas que participan en la exportacion,
McbE y McbF (Koltér y Moreno, 1992). Estas proteinas son muy eficientes en
eliminar la microcina hacia el medio extracelular, por lo cual le confieren cierta
inmunidad a las bacterias que contienen estos genes'(Garrido y cols., 1988).

Los genes implicados en la modificacién post-traduccional no han sido
estudiados. En el caso de la microcina B17, Iq molécula madura contiene varios
cromoforos unidos en forma covalente a serinas y cisteinas, a su vez
maodificados (Kolter y Moreno, 1992). Estas modificaciones son necesarias para
la actividad de la proteina. Otra microcina que presenta modificaciones no
peptidicas en su estructura es la microcina C7. La metionina del extremo amino
terminal esta sustituida por un grupo N-formilo y en el extremo carboxilo
contiene un acido 5°-adenilico fosfodiéster y un n-aminopropanol (AMPap), el
cual va unido por un atomo de fosforo a un grupo amida formando una
fosforamida (Guijarro y cols., 1995). La colicina V madura no ha side purificada
para su caracterizacion, por lo que no se conoce nada acerca de su estructura y

las posibles modificaciones que pudiera presentar. Se han identiﬁf:ado y

caracterizado muchas modificaciones post-traduccionales en antibidticos




peptidicos producidos por bacterias. Muchos de los antibi6ticos producidos por
bacterias Gram positivas contienen aminoacidos inusuales como la lantionina y
la deshidroalanina (Abee, 1995; Jack y cols., 1995; Jack y Sahl, 1995). Otras
modificaciones consisten en anillos de S que resullan de un raro
entrecruzamiento entre residuos de lantionina y metillantionina, cuya presencia
define un grupo de bacteriocina llamadas lantibiéticos. Estos se dividen en dos
grupos, lineales y circulares. Un representante de los lantibidticos lineales es la
nisina que es producida por ciertas cepas de Lactococcus lactis (Venema y
cols., 1995). La nisina ha sido aprobada por la “Food and Drug Administration”
de Estados Unidos para su aplicacién como preservante en alimentos (Hansen,
1994). La mayoria de los iantibiticos tendrian un mecanismo de accion
mediante la alteracién' de la membrana citoplasmatica, formando canales
dependientes de voltaje en ia membrana (Schilller y cols., 1989; Kordel y cols.,
1988; Galvez y cols., 1991; Kolter y Moreno, 1992). Otro grupo de bacteriocinas
producidas por bacterias Gram positivas y que actdan a nivel de la membrana
citoplasmatica son las llamadas no-lantibiéticos. Entre sus caracteristicas estan
su bajo peso molecular (menor a 10.000), ser relativamente estables al calor vy,
en el caso de las lactococcinas A y B, ser ademas proteinas catidnicas e
hidrofobicas (Abee, 1995). Los no-lantibiéticos forman poros o canales en [a
membrana de bacterias Gram positivas alterando la permeabilidad de Ia
membrana. Se ha determinado que requieren de un receptor a nivel de la

membrana, asemejandose su mecanismo de accién al de las colicinas.




El mecanismo de accién pér despolarizacién de la membrana plasméticé
se ha estudiado bastante en el grupo de las colicinas, tales como colicinas A,
E1, la, Ib, Ky N, la mayoria de las cuales han sido estudiadas en detalle (Parker
y cols., 1990, Cramer y cols., 1995). La colicina A tiene un PM de 63.000 y
posee tres dominios. El extremo amino terminal esta implicado en Ia
translocacién a través dé la membrana, en el dominio ceniral se produce la
unién al receptor de la célula blanco, y el extremo carboxilo terminal es el
responsable de la actividad antibacteriana mediante la formacion de canales
idnicos (Figura 1A; Lazdunski y cols., 1988). El dominio amino terminal es rico
en glicinas y prolinas y‘ esta estructurada en la conformacion B. El resto de la
molécula esta estructurada en o-hélices (Lazdunski y cols., 1988; Cramer y
cols., 1995). EIl dominio carboxilo terminal de la colicina A puede ser separado
del resto de la proteina (205 aminoacidos) mediante protedlisis y el fragmento es
activo en la formacion de canales i6nicos en bicapas lipidicas (Lakey y cols.,
1991). Este fragmento ha sido estudiado al detalle, con especial atencion en el
mecanismo de insercién en la membrana. La colicina A posee 10 o-hélices
organizadas en tres capas, dos de cuyas hélices se encuentran hacia el interior
de la proteina formando un dominio hidrofébice (Figura 1B; Parker y cols.,
1990). Sobre la base de datos experimentales, el modelo de insercién propone
que habria inicialmente una interaccion electrostatica de la proteina con los
lipidos cargados negativamente y luego una insercion de la estructura en la

membrana a través de las hélices hidrofbicas (Figura 1B; Parker y cols., 1990:
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A " COLICINA A

- Translocacidn, Funcion
2HH Jre Ty M |
Unién al receptor

Figura 1. Dominios de la colicina A y el modelo de la insercién en
membranas del dominio formador de poros. En A se muestran los dominios

-en la proteina. “Tomado de Lazdunski y.cols., 1988. En B, el modelo propuesto

para la insercidn en membranas del dominio formador de .poros: en g, la
interaccidn inicial con la membrana; b, penetracion espontanea de la horquilla

hidrofobica; ¢, “conformacion de paraguas” en que las capas externas.de la .

proteina toman contacto con los grupos de las cabezas lipidicas polares,
infroduciéndose -en el corazdn hidrofébico de la bicapa; y d, la aplicacién de un
potencial negativo en trans lleva a la formacién de un canal abierto. El canal
estaria constituido por un namero de unidades monoméricas. Tomado de
Parker y cols., 1990.
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Parker y cols., 1988). La energia para inseriar la proteina en la membrana
provendria de la interaccién de esta regién hidrofébica con los lipidos. Fuera de
la membrana quedarian las dos capas cargadas de estructura a-hélice a modo
de un paraguas. Se ha visio que la colicina A sufre cambios en su estado de
agregacion que varia segln las condiciones de pH (Cavard y cols., 1988). Esta
coliéina se encuentra en forma de mondmero en solucion acuosa, pero a pH
bajo 5, se produce una oligomerizacidn a un tetramero y aumenta la afinidad por
los lipidos (Parker y cols., 1990). Este proceso de oligomerizacion favoreceria
aun mas la formacion de boros en la membrana. Un estudio equivalente se ha
realizado con la colicina E1 que, al igual que la colicina A, presenta la actividad
en el dominio carboxilo terminal. En este caso, también se determiné que la
estructura que se inserta en la membrana son 4 c-hélices hidrofébicas (Song v
cols., 1991; Cramer y cols., 1995). En estos estudios se usd el dominio activo
de las colicinas y no se consideré el mecanismo in vivo que implica una
interaccion mas con la membrana externa y un reconocimiento en ella de
receptores.

Las bacteriocinas que actian a nivel de la membrana citoplas;nética,
deben atravesar la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Para
ello deben interactuar con receptores, proteinas localizadas en la membrana
externa que cumplen algin rol fisiolégico en la bacteria. El estudio de la
identificacion de estos receptores ha sido mediante el andlisis genético de las

bacterias mutantes tolerantes a la accién de la bacteriocina. Las mutaciones
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que generan resistencia a la microcina B17 se localizan en los genes ompF y
sbmA (Koiter y Moreno, 1992). La proteina OmpF es una porina que permite el
paso de pequenias moléculas y iones a la célula y el producto del gen sbmA es
una proteina de la membrana citoplasmatica cuya funcién no se conoce
(Hernandez-Chico y cols., 1992; Kolter y Moreno, 1992). Otras proteinas
relacionadas con la entrada de bacteriocinas son las proteinas TolM y TolC que
participan en la translocacion de las colicinas M (Braun y cols., 1980) y E1
(Morcna y cols., 1983).

Los sistemas de penetracién de las bacteriocinas a las células blanco por
lo general estan.relacionados con los sistemas de captacién de hierro (Konisky,
19882). Muchas colicinas ocupan los receptores a nivel de membrana externa
utilizados por sideréforos para penetrar a la célula blanco (Konisky vy cols., 1976;
Konisky, 1982; Pugsley y Reeves, 1976; Pugsley y Reeves, 1977). La colicina V
entra a la célula blanco a través de la proteina Cir, proteina que normalmente
tiene la funcidn de receptor para sideréforos tipo catecol. A nivel de la
membrana citoplasmatica, se encuentran elementos comunes entre el
transporte de siderdforos y colicinas, por ejemplo las proteinas TonB y ExbB.
Muchas proteinas especificas del transporte requieren de la proteina TonB; tal
es el caso de la proteina receptora de la vitamina Biz, los receptores de
siderdforos tipo hidroxamato y los de tipo fenolato (Silver y Walderhaug, 1992;
Nau y Konisky, 1989). La proteina TonB se encuentra inserta en la membrana

citoplasmatica exponiéndose hacia el espacio periplasmatico desde donde se
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contactaria con [a membrana externa. Una hipotesis de la funcién de TonB es
que estaria asociando la membrana citoplasmética con los receptores en la
membrana exiemna para que estos ultimos se abran como canales idnicos (Silver,
y Walderhaug, 19892).

La peneiracidn de la MccE492 a la célula blanco también estaria
relacionado con el sistema de captacion de hierro, pues se ha descrito que se
requiere de la expresion de los genes fonB y exbB en E. coli para que la
MccE492 ejerza su accién (Pugsley y cols., 1986), por tanto el mecanismo de
entrada a ta celula blanco seria a través del sistema TonB-ExbB. Como se
mencioné anteriormente, la actividad de la microcina es inhibida por un
antagonista identificado como un sideréforo (Orellana y Lagos, 1996; Orellana,
1993). La produccion de siderdforos esta regulada por la concentracién de
hierro en el medio de cultivo (Orellana, 1993), regulacién que( es inversa en
relacion a la actividad de la microcina en los sobrenadantes de los cultivos de K.
pneumoniae.  Cultivos suplementados con hierro produjeron una mayor
actividad de microcina y una menor cantidad de antagonista. Este efecto no se
debe a una mayor sintesis de microcina (Qrellana, 1993).

Las bacterias productoras de bacteriocinas son inmunes a su propia
accion, inmunidad dada por diversos mewnisﬁos. Esta inmunidad debe ser
altamente ‘especifica a la accién de la bacteriocina. Como se menciond, los
genes de inmunidad van estrechamente ligados a los genes estructurales y de

exportacién. En forma contraria a los genes de las colicinas, los genes de
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inmunidad son expresados en forma constitutiva y en bajas concentraciones
(Géli y Lazdunski, 1992). Las proteinas de inmunidad de estas colicinas han
sido estudiadas en maxicélulas o por expresion bajo el promotor T7 y su
localizacion determinada en la membrana citoplasmatica (Géli y Lazdunski,
1992). Se establecié que bacterias productoras de colicina A con los genes de
inmunidad y lisis mutados, no son afectadas por la colicina citoplasmatica.
Posiblemente, la colicina no pueda interactuar con la membrana desde el interior
de la célula. Lo mismo ocurre con la colicina M que inhibe la sintesis del
peptidoglicano. Mediante mutaciones puntuales y la sintesis de proteinas
hibridas entre las colicinas A y B se determiné que el poro formado por estas
proteinas interactia con la proteina de inmunidad a través de las o-hélices
hidrofébicas. No se sabe si la proteina de inmunidad se mueve dentro de la
membrana o interactia con otra proteina (Géli y Lazdunski, 1992). En muchos
casos no se conoce el mecanismo de inmunidad, aunque se han identificado los
genes que participan en ella.

La micracina E se presenta como un modelo més ventajoso para intentar
responder algunas interrogantes generales acerca del mecanismo de accién de
antibidticos producidos por bacterias que actian a nivel de la membrana
citoplasmética. Las ventajas de este sistema estarian dadas por ser ésta una
proteina de bajo peso molecular, pues seria mas adecuada que las colicinas
para el estudio estructural por técnicas espectroscépicas como lo son la

flucrescencia y RMN. No seria necesario fragmentar la proteina para estudios
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que permitan esclarecer tanto la estructura como el mecanismo molecular en
detalle. Los lantibidticos poseen aminoacidos no usuales, lo que puede ser una
desventaja en la proposicion de mecanismos generales de la insercidn de
proteinas en la membrana citoplasmatica. Por otro lado, los no-lantibiéticos
poseen una actividad restringida a bacterias Gram positivas en que no es
necesario el reconocimiento inicial de un receptor en la membrana externa y su
posterior translocacién a la membrana citoplasmatica. El estudio de estructuras
proteicas formadoras de poros en membrana ha sido de gran importancia, pues
permite postular modelos del mecanismo de insercion de proteinas en
membranas, ya sean toxinas, antibitticos o proteinas que participan en e
transporte.

El conocimiento acerca de la microcina E492 de K. pneumoniae es
escaso. Esta microcina posee caracteristicas que sugieren fuerternente que su
mecanismo de accién bactericida es mediante Ia formacion de canales iénicos.
Estas caracteristicas son su naturaleza hidrofébica y que provoca en las células
tratadas la despolarizacién de la membrana citoplasmatica. Debido a que no fue
posible asociar la expresién de la microcina a los dos plasmidios gue contiene la
K. pneumoniae, posiblemente su localizacién genética es en el cromosoma
bacteriano.

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacién bioquimica y
electrofisioldgica de la microcina para conocer su mecanismo. de accién. Por

otro lado, el conocimiento de los genes implicados en la sintesis y expresion de




la microcina e inmunidad ayudaran a entender su modo de accion.
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MATERIALES Y METODOS

. MATERIALES

1. Reactivos

De Avanti Lipids, USA se obtuvo PC, PE y POPE.

De BRL se obtuvo acrilamida y bisacrilamida.

De DIFCO Laboratories se obtuvo Bactotriptona, extracto de levadura,
Casaminoacidos y Bacto-agar.

De Du Pont, Company, USA se obtuvo o-*2P-dCTP.

De Fluka Chemie se obtuvo acetato de potasio, acetato de sodio, cloruro
de amonio, MgSQO, y NaCl.

De Gelman Sciences, USA se obtuvo filtros Acrodisk.

De Gibco, BRL se obtuvo “Random primers DNA Ilabeling system kit",
TEMED y caseina.

De Harleco, Philadelphia se obtuvo reactivo de Folin.

De J. T. Baker Chemical Co. se obtuvo NaH,PO,, Na;HPQ,, NaOH, KOH
y citrato de sodio.

De Laboratorios Chile se obtuvo ampicilina.

De Mallinckrodt, USA se obtuvo sacarosa. '

De Merck se obtuvo: NaOH, HCI, NH,CI, Tris, MgCl,, DMSO, KCl,
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KHPO,, azul de bromofenol, metanol, MgSOx7H,0, NaNOs, CaCl,, FITC,
acido acético glacial, acido bérico, acido fosforico, carbonato de sodio, decano,
sulfato de cobre, tartrato de sodio y potasio, etanol, isopropanol, alcohol
isoamilico, cloroformo, dioxano, 8-hidroxiquinolina, acetato de amonio, metanol y
TCA.

De Pelco, California, USA, se obtuvo las grillas para microscopia
electrénica y la resina formvar.

De Polaroid pelicula instantanea 665.

De Serva, NY se obtuvo azul brillante de Coomassie G250.

De Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA, se obtuvo: acrilamida,
APS, azul de bromofenol, bisacriiamida, BSA, CTAB, desoxicolato de sodio,
DNA de esperma de salmén, EDTA, estandar de bajo PM para electroforesis
(MWM-17-SDS), Ficol, fluorescamina, formamida, glicerol, glucosa, Hepes,

K:HPO4, 2-mercaptoetanol, MES, PMSF, pronasa E, proteinasa K,

quimiotripsina de tipo Il (de péncreas de bovino), RbCI, RNasaA, SDS,
Sigmacote, subtilisina, tiamina, tricina, Tris, Tripsina de tipo Xl (de pancreas de
bovino) y urea.

De Stratagene, USA, se obtuvo el kit Gigapack Il Packaging Extract.

De Ted Pella, Inc., California, USA se obtuvo acetato de uranilo.

De Waters se obtuve los cartuchos de Sep-Pak Cis.

De Wesphalan se obtuvo borato de sodio.




19

2. Cepas bacterianas.

En la Tabla | se describen las cepas utilizadas en este estudio.

II. METODOS

1. Medios de cultivo

Caldo Luria: bactotriptona. 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L,
NaOH 3,5 mM final (Sambrook et al, ‘Il989). Se usd para el crecimiento de la
cepa indicadora, los clones E. coli de microcina y, ocasionalmente para
Klebsiella pneumoniae RYC492.

Medio minimo M9: Na,HPO, 6 glL, kH2P04 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH,CI 1 glL.
Se suplementd con MgSO, 2 mM, CaCl, 0,1 mM, casaminoécidos 1 mg/mL, y

uno de los siguientes reactivos como fuente de carbono: citrato de sodio 0,2%;
glucosa 0,2%.

Caldo PB (Plasmid broth): 12 g/L triptona, 24 g/L extracto de levadura, 5 mL/L
glicerol. Luego de esterilizar, se le adiciona 100 mL/L de solucién amortiguadora
fosfato de potasic pH 7,6. |

Placas de agar LB: Se prepararon las placas con el medio caldo Luria con 1,5%
de agar-agar.

Placas de césped: Sobre placas preparadas de agar LB (1,5% de agar) se
esparcieron 3 a 5 mL de agar LB al 0,7% en que se incluyd una alicuota de un

cultivo bacteriano crecido foda la noche o en fase exponencial.
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Cepas utilizadas en este estudio.
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Cepa

Genotipo

Fuente

K. pneumoniae RYC492 Km', Mcc’, Mcc™

E. coli RYC1000

E. coli BL21(DE3) 1102

E. coli X8605

E. coli DHS

E. coli DH5u

E. coli XL1Blue

E. coliVVCS257

E. coli ZK1000

Mcc

BL21(DE3) hsdS, gal{(Aclis857
ind1 Sam7 nin5 lacUV5 - T7 gene

1) Amp', Mcc®

F, pR, A(lac)U1868, strA A (fonB”

JacP)

supE44 hsdR17 recA1 endA1

gyro6 thi- 1 relAtl

supE44 AlacU169 (¢80
lacZAM15) hsdR17 recA1
gyrA96 thi-1 relA1

SupE hsdR lacF’ proAB* Jacl®

facZ AM15

supE44, supF58, hsd53

(FB- Mg ), dapDB, IacY1,
ginV44 A(gal-uvrB)47, tyrT58,
gyrA29, tonA53 A(thyAS7)

ZK126 katF.:kan (rpoS::kan)

José Luis San
Millan (de Lorenzo,
1984)

José Luis San
Millan (de Lorenzo,
1984)

Gonzalez y Lagos

Guarante y
Beckwith (1978)

Sambrook y cols.
(1989).

Sambrook y cols.
(1989).
Sambrook y cols.

(1989).

Stratagene

Rolberto Kolter
(Bohannon y cols.,
19‘91).
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2. Purificacién de la microcina E492.

La purificacion de la microcina se realizd siguiendo el protocolo descrito
por de Lorenzo (1984). A 1 L de medio minimo M9 suplementado con citrato
" 0,2% se le agregaron 20 mL de un cultive crecido en e! mismo medio por toda la

noche. Una vez alcanzada una D.O.ggonm de 0,6, se centrifugd a 6.000 rpm

por 30 min en un rotor GSA (10.400 x g). El sobrenadante, sometido a presion

negativa, se pasé por una matriz hidrofébica Sep Pak Cqg de 1 'mL de volumen,

preparada previamente haciendo pasar por ésta 3 mi de metanol 95% y 3 ml de
agua desionizada. En esta matriz quedo retenida la actividad de la microcina.
Se lavé la columna con 3 mL de metanol 65%, eliminandose en este lavado un
contaminante de color amarilio. La actividad de la microcina se eluyé con 3 mL

de metanol 95%. Algunas preparaciones fueron filtradas por un filiro Acrodisk

con un poro de 0,22 um.

3. Detecciéon y cuantificacion de la actividad de la microcina E492
proveniente de cultivos.

La actividad de la microcina proveniente de preparaciones descritas en
Métodos, seccidn 2 se detectd depositando alicuotas de la muestra sobre un
césped de una bacteria sensible prepérado como esta descrito en Métodos,
seccion 1. La deteccién de la actividad en colonias bacterianas se realizé
sembrando ia bacteria directamente sobre la placa de césped bacteriano. Las

placas de césped se incubaron a 37° por 18 h. La actividad de la microcina se
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visualizd por la presencia de halos de inhibicion del crecimiento de la cepa
sensible como se muestra en la Figura 2.

Para Ia deteccion de la actividad de la microcina proveniente de K.
pneumoniae se uso la cepa sensible E. coli RYC1000 con placas de LB en
ausencia de antibidticos. Para el caso de la deteccion de la actividad de
microcina proveniente de los clones de E. coli VCS257 se usé como cepa
sensible a E. coli BL.21 11a2. Esta cepa contiene un plasmidio que le confiere
resistencia a ampicilina.

La cuantificacién de la actividad de la microcina proveniente de cultivos
en crecimiento se realiz6 tomando 0,5 a 1 mL del cultivo en un tubo Eppendorf,
el cual se calenté a 70 °C por 20 min. las células se eliminaron por
centrifugacion en una microfuga a 15.000 rpm (aproximadamente 12.000 Xxg)
durante 5 min. De este sobrenadante se tomaron alicuotas de 3 2 5 pl las que
fueron depositadas sobre un césped bacteriano.

La bisqueda de clones productores de microcin:el desde la genoteca en
E. coli se realiz6 mediante el aislamiento de las colonias en una placa de agar
LB con ampicilina y luego, mediante la técnica de réplica con terciopelo se
depositaron las colonias sobre el césped de bacterias sensibles. De este modo
es posible replicar muchas placas identificando exactamente cual es la colonia
productora de microcina por el halo de inhibicién del crecimiento a su alrededor.
Este método se uso en forma rutinaria con los clones ya aislados, para tener Ia

seguridad de tomar colonias productoras de microcina.
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Figura 2. Detecciéon de la actividad de la microcina. Césped de E. coli
RYC1000 sobre el cual se depositaron la cepa K. pneumoniae RYC492 (1), K.
pneumoniae no productora de microcina (2), 5 uL de microcina proveniente del
eluido con metanol 85% de Sep Pak (3) y 5 uL de metanol 95% (4). La
actividad de la microcina se visualiza por la presencia de un halo de inhibicion
del crecimiento bacteriano alrededor de la colonia productora o de la alicuota de
microcina.



4. Cuantificacion de la actividad de la microcina E492.

La cuantificacién de la actividad de Ia microcina en los sobrenadantes de
cultivos, como en las preparaciones semi-purificadas o purificadas, se realizbé
determinando la maxima dilucién de la muestra donde es posible observar un
halo de inhibicién del crecimiento bacteriano del césped de la bacteria sensible
(DM, dilucién minima inhibitoria, Mayr-Harting y cols., 1972). Las muestras se
diluyeron en forma seriada en igual volumen de NaCl 0,85% para las muestras
provenientes de los sobrenadantes de cultivos y con metanol 95% los eluidos
de Sep Pak. Alicuotas de estas diluciones se depositaron sobre placas de

césped y se midi6 el didmetro del halo de inhibicién del crecimiento (Figura 3).

5. Determinacion de la actividad de proteasas.

La actividad de las proteasas que se utilizaron sobre la microcina, fue
determinada por el método que utiliza como sustrato la caseina (Bergmeyer,
1963). El método consistid en mezclar 1 mL de caseina 0,5% en seiucién
amortiguadora fosfato 0,1M pH 7,6 con 3 mL de TCA al 5%, se agregaron 975
uL de {a solucion amortiguadora y 25puL de la proteasa correspondiente. Esta
mezcla se incubd por 30 min a'tempei'atura ambiente y luego se centrifugd 1,5
mL de la mezcla en un tubo Eppendorf en una microfuga a 15.000 rpm
(aproximadamente 12.000 xg) por 5 min. Se midié la absorbancia en el
sobrenadante a 280 nm. Se determind la actividad de las proteasas utilizadas,

- las cuales fueron tripsina, quimiotripsina, subtilisina (protesa tipo Viil), pronasa
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Figura 3. Cuantificacion de la actividad de la microcina E492. A. Césped
de E. coli RYC1000 sobre el cual se depositaron 5 uL de diluciones seriadas de
la microcina proveniente del eluido con metanol 95% de Sep Pak Cqs. 1 al 10
corresponden a las diluciones 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 y
1/512. M corresponde a 5 uL de metanol 95%. Cada placa corresponde a la
cuantificacion de la actividad de dos preparaciones de microcina.

B. Se graficaron los valores del didmetro de inhibiciébn del crecimiento
bacteriano de las distintas diluciones de la microcina de ambas placas de
cesped. Las barras llenas y vacias corresponden a las placas de la izquierda y
derecha, respectivamente.
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E (proteasa tipo XIV) y proteinasa K.

6. Caracterizacidén de la microcina frente a distintas proteasas.

El efecto de proteasas sobre [a actividad de la microcina se determind
incubando 14 plL de microcina en metanol 95% con 56 pl de solucion
amortiguadora Tris 50 mM pH 7,5 MgCla. 5 mM, 70 puL de tripsina 100
pg/mL preparada en solucion amortiguadora por 60 min a temperatura
ambiente. Para detener la reaccion se agregé 3 pl. de PMSF 6 mM en DMSO.
Como control sin proteasa se agregd solucidén amortiguadora en ausencia de
proteasas. La actividad bactericida de la microcina se determiné depositando 5

y 3 uL sobre un césped de una bacteria sensible.

7. Determinacion de la conceﬁtracién de proteinas.

Meétodo de Lowry modificado. El protocolo de este método esta descrito por
Bensadaum y Weinstein (1976} y consistié en lo siguiente: A 900 pL de una
solucidn de proteinas se agregd 10 pL de desoxicolato de sodio 2%. Luego de
agitacion, se mantuvo en reposo por 15 min. A esta mezcla se agregaron 300
ul de TCA 24% piv, se agitd y centrifugé 15 min en una microcentrifuga a
15.000 rpm (aproximadamente 12.000 xg). Se descarté el sobrenadante por
succion y el precipitado se disolvié en 100 uL de NaOH 1N. Se agreg6 1 mL de
reactivo de Lowry C (carbonato de sodio 1,92%; sulfato de cobre 0,01% y

tartrato de sodio y potasio 0,02%), se agitd y se agregd 100 uL del reactivo de
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Folin diluido 1:1 en agua. Luego de incubacion por 45 min en oscuridad, se
determind la absorbancia a 660 nm. E| blanco cooresponde a una solucion sin
proteinas luego del mismo tratamiento.

Método de Ia fluorescamina. Este método esta descrito por Bohlen y cols.
(1973). Se agregd una alicuota de la solucién de proteinas a un amortiguador
fosfato 50 mM pH 8,0 en un volumen final de 1,5 mL. Luegoe se agreg6
fluorescamina (0,3 mg/mL en dioxano) y se agité rapidamente leyendo
inmediatamente la fluorescencia. La longitud de onda de excitacién fue de 390
y la de emisién de 475 nm con una ranura de 5 para ambas longitudes de onda.
Es muy importante el tiempo transcurrido al agregar Ia fluorescamina y la lectura
de fluorescencia, porque ésta se apaga con el tiempo. La curva estandar se
realizé con cantidades de 10 a 120 pg de BSA.

Método de Bradford. Se realizé Ia determinacion de proteinas por una
modificacion del método descrito por Bradford (1976), adaptado a un volumen
de 1,1 mL. A 100 pL de ia solucion de proteinas se agregd 1 mL del reactivo de
Bradford (Azul brillante de Coomassie G250 0,01%, etanol 4,7% plv, acido
fosforico 8,5% piv) y se agitd. Luego de 2 min se ley6 la absorbancia a 595 nm.

La curva estandar se realizé con BSA y con cantidades entre 0 y 12 pg.

8. Estabilidad de la microcina E492 en solucién acuosa a distintos pH’s y
fuerzas ionicas.

La preparacion del amortiguador se siguié segln esta descrito en “Data
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for biochemical research” (Dawson y cols., 1969) y estaba compuesto por una
mezcla de fosfato acido de sodio, acido citrico y cloruro de potasio. El rango de
pH estudiado fue desde 1,9 a 7,8 y a dos fuerzas iénicas diferentes, 1 y 0,5 M.
100 pL de microcina proveniente del eluido de Sep Pak Cys en metanol 95% se

evaporaron a sequedad y se resuspendieron en 100 plL de ia solucidon

correspondiente a cada pH y fuerza iénica. Se depositaron 5 pl de la mezcla
sobre un césped bacteriano y diluciones de ella como 1/2, 1/4 y 1/8. La
actividad se representd como la suma de los halos de inhibicién de cada una de

estas determinaciones. La actividad se siguid hasta las 147 h.

9. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se prepararon geles de poliacrilamida siguiendo distintos protocolos que
se describen a continuacién.
Gel de poliacrilamida en ’gradiente (método de Hashimoto medificado,
Hashimoto y cols., j983; C. Retamal y J. Babul, comunicacién personal). Estos
geles tienen la particularidad de ser en gradiente de poliacrilamida (18 al 12%),
urea y sacarosa. Para ello se prepard la solucion mas concentrada con un
18,9% de poliacrilamida (grado de entrecruzamiento 4,7%), urea 7 M, Tris 0,45
M pH 8,8, SDS 0,1%, sacarosa 1%, TEMED 0,05% y persulfato de amonio
0,05%. La solucién mas diluida contenia 12,5% de poliacrilamida (grado de
entrecruzamiento 4%), urea 3,5 M, Tris 0,45 M pH 8,8, 0,1% SDS, 4,5 mM

TEMED vy persulfato de amonio 0,05%. Tanto la mezcla concentrada como
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diluida fueron desgasificadas antes de agregar el SDS, APS y TEMED. Para un
minigel se pusieron 2,3 mL de cada una de las soluciones de poliacrilamida en
los vasos de un formador de gradiente. El gradiente se formé entre dos placas
de vidrio mezclando con agitacion las dos soluciones en el vaso de salida.
Sobre el gradiente se égregé isopropanol:agua en una proporcién de 3:1. Luego
de gelificado el gel separador, se elimind el agua formada y se agrego el gel
concentrador que estaba compuesto por 5% de poliacrilamida (grgdo ‘de
entrecruzamiento 2,7%), 8 M urea, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,05% APS
y 40 mM TEMED.

La soluciéon amortiguadora de corrida correspondié a 25 mM Tris-HCI,
0,19 M glicina y 0,1% SDS.
Gel de poliacrilamida continuo con SDS: este protocolo corresponde al descrito
por Laemmli (1970), en el que el gel separador consistié en; 0,36 M Tris-HCI pH
8,8, 16% de acrilamida (2,7% de entrecruzamiento), 0,1% SDS, 0,5% persulfato
de amonio y 3,3 mM TEMED. El gel concentrador consistio ‘en 5% de
poliacrilamida (grado de entrecruzamiento 2,7%), 125 mM Tris pH 6,8, 0,1%
SDS, 0,05% APS y 40 mM TEMED. Esta solucién fue desgasificada antes de
agregar las 3 Ulfimas soluciones.

La solucion amortiguadora de corrida correspondié é 25 mM Tris-HCI,
0,18 M glicina y 0,1% SDS.
Gel de poliacrifamida tricina-SDS: Los geles se prepararon como esta descrito

por Schégger y von Jagow (1987) que separa proteinas de un rango de PM de
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1a 100 KDa. El gel separador contenia lo siguiente: 16,5% de acrilamida (3%
de entrecruzamiento), 1 M Tris pH 8,45, 0,1% SDS, 6M urea, y 10% glicerol. EI
gel espaciador contenfa 10% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), 1 M Tris
pH 8,45y 0,1% SDS. Luego de desgasificar ambas soluciones se les agregd a
cada una 0,033 % de persulfato de amonio y 2,2 mM de TEMED.

La solucion de corrida de estos geles fue para el cé_ltodo 0,1 M Tris, 0,1 M
Tricinay 0,1% SDS, sin ajustar el pH. Para el catodo, la solucion fue 0,2 M Tris,
pH 8,9. Los geles se sometieron a un voltaje de entre 70 y 100 V usando una

fuente de poder EC-420 de EC Apparatus Corporation.

10. Marcacion de las proteinas con FITC.

El método de marcacién de péptidos con fluorescamina se describe en
Ragland y cols. (1974), pero en el caso de la microcina se usd FITC en vez de
fluorescamina. Para ello se concentraron 500 pl. del eluido de la columna Sef:—
Pak por evaporacion en un bafio marfa hasta un volumen de 25 pL. Se tomaron
7,2 ul de e;te concentrado y se mezcld con 0,8 plL ge una solucién borato de
sodio 0,4 My con 8 uL de FITC (0,5 mg/mL en DMSO). La reaccion se mantuvo
por 10 min a temperatura ambiente agitando esporédfcamente. Posteriormente
se agregaron 4 pl de mezcla de carga en una refacion de 3 volﬁrﬁenes de
muestra con 1 volimen de mezcla de carga (2% SD;S, 5% 2-mercaptoetano!

(Viv), 0,01% azul de bromofenol (p/v), 10% glicerol y 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8:

Laemmli, 1970). La muestra fue calentada durante 5 min a bafio maria y se
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cargaron en los geles.

Qonﬁo marcadores de PM se usé Sigma MWM-17 SDS, el cual contiene:
rhioglobina PM 16.950 y fragmentos de mioglobina de PMs 14.440; 10.600;
8.160; 6.210 y 2.510. Estas proteinas fueron marcadas con FITC al igual que las
muestras. Las bandas de proteinas fueron visualizadas con un transiluminador

UV. Las fotografias se tomaron con pelicula instanténea Polaroid 667.

11. Efecto del acido, alcali y temperatura sobre la actividad de Ia
microcina E492.

Efecto del acido y élcali. Se incubaron 10 uL de mirocina proveniente del eluido
con metanol 95% de la columna Sep Pak con 2 ub de HCI 12 M 6 4 L de NaOH
5 M, durante 10 min a temperatura ambiente, neutralizandose con 90 pl de Tris-
HCI 0,5 M pH 7,5. Como control, se incubd la microcina con el amortiguador de
neutralizacion. Se depositaron alicuotas de cada tratamiento sobre un césped
bacteriano y la actividad se determiné por el diametro del halo de inhibicion.
Efecto de la temperatura. 10 pL de microcina mirocina proveniente del eluido
con metanol 95% de la columna Sep Pak se diluyeron con 10 ulL de agua y se
calent6 a 95 °C o se mantuvo a temperatura ambiente por 10 min. La actividad
de la microcina se determiné de ia misma forma que en el punto descrito

anteriormente.
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12. Microscopia electrénica de la microcina E492,

Las muestras de microcina provenian del eluido de Sep Pak en metanol
95%. 100 ul. de microcina fueron evaporados al bafio maria hasta {a mitad del
volumen, correspondiente a una concentracion de metanol del 50%. Una
alicuota de 10 pl se deposit6 sobre un trozo de parafilm en una placa de Petri.
Sobre esta gota se puso una grilla preparada con una membrana de formvar y
una pelicula de carbén por un tiempo de 15 min. Posteriormente se tifi6 la grilia
con acetato de uranilo 1% en agua por 90 s y se dej6 secar. Las muestras

fueron observadas en un microscopio JEOL Modelo 100SX.

13. Espectroscopia de fluorescencia y UV-visible de la microcina E492.

Para realizar los espectros de fluorescencia de la microcina se usé un
espectrometro de luminiscencia Perkin Elmer Modelo LS50. Las muesiras de
microcina analizadas provenian directamente del eluido en metanol 95% del Sep
Pak 0 eran evaporadas a sequedad y resuspendidas en igual volumen de agua.
Las determinaciones de excitacion se realizaron midiendo Ia intensidad de la
fluorescencia a 364 nm. Los espectros de emision se obtuvieron excitando la
muestra a 295 nm. Las ranuras usadas fueron 5 y 10 nm, dependiendo de la
intensidad de fluorescencia obtenida.

Para los espectros de absorcién UV-visible se prepararon [as muestras
de microcina como se describié6 anteriormente. El espectrofotdmetro usado

corespondié a un Hewlett Packard 8452A con arregio de diodo. E! barrido de
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longitud de onda fue de 180 a 820 nm.

14. Formacion de canales i6nicos.

Preparacioén de las muestras de microcina. En los experimentos de formacion
de canales idnicos en bicapas lipidicas se usd microcina semipurificada
obtenida de sobrenadantes de la cepa productora luego de elucion en Sep Pak
C1s con metanol 95%. El eluido activo se secd al bafio maria y se resuspendio
en solucién amortiguadora MES 10 mM pH 6,7.

Formacion de las bicapas lipidicas. Las membranas lipidicas se formaron con
diferentes mezclas de lipidos: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) vy
paimitoiloleoilfosfatidil etanolamina (POPE). La mezcla que dio mejores
resultados fue POPE:PC en una relacién de 4:1 con una concentracién final de
lipidos de 20 mg/mL de decano. Las membranas se formaron pincelando la
mezcla de lipidos en un pequefio orificio (360 um) que separa dos
compartimientos que contienen una solucién salina de KCI 0,1 M, MES-KOH 10
mM, pH 6,7-7,0. Uno de los compartimientos que separa la membrana (cis) fue
conectado a una fuente de voltaje DC que permitia la aplicacién de voltajes
entre 0 a * 200 mV. La corriente que pasa a través de la membrana como
resultado del voltaje aplicado se midié mediante un transductor corriente-voltaje
conectado al otro compartimiento (frans), que estaba a tierra virtual (Figura 4).
La corriente fue monitoreada simultaneamente en un registrador de papel, en un

osciloscopio y grabada en una cinta de video. Se trabajo con membranas
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Figura 4. Esquema del montaje experimental de la formacién de canales
i6nicos en bicapas lipidicas. En el dibujo superior (A) se representa la
camara donde se forma la bicapa en los experimentos de canales idnicos. En &l
esquema inferior (B) se muestran las conecciones eléctricas para la
cuantificacién de las corrientes que pasan por los canales.

Ve, potencial de la salida; Ry, resistencia de retroalimentacién; I, corriente que
pasa por la membrana.
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que presentaban una capacidad de 100 pF y que eran estables durante al
menos de 10 min. La microcina se aplico pincelando los lipidos en el lado Cis,
cbteniéndose la incorporacion de canales en un breve lapso de tiempo (10 min
Como maximo).

Determinacién de la selectividad iénica del canal. La seiectividad del canal se
determiné cambiando la condicién simétrica en la concentracion de KCI a una
asimeétrica. El aumento de la concentracion de Ia sal en uno de los lados de la
bicapa produce un paso neto de iones desde el lado mas concentrado al menos
concentrado. Si el canal es mas selectivo a cationes, se observaran salios
hacia valores positivos de la corriente a potencial 0 mV cada vez que el canal se
abra. En condiciones asimétricas se determiné la magnitud de la corriente que
pasa por el canal a distintos potenciales aplicados. Estos valores fueron
graficados en una curva corriente vs voltaje (/V). El valor del intercepto en el
eje de las abscisas de esta curva representa el valor de potencial necesario
para revertir la corriente que pasa por el canal en Jas condiciones asimétricas
(potencial de inversion).

Determinacién de la permeabilidad del canal de Ja microcina frente a djstintos
cationes. Inicialmente los compartimientos cis y frans contenian una solucién de
KCl 0,1 M, MES-KOH pH 7,0. ‘El lado cis se perfundié con soluciones de
distintos cationes monovalentes como sales de cloruro a una concentracién de
0,1 M en el mismo amortiguador. En cada una de estas condiciones bi-idnicas

se determind la corriente a distintos potenciales aplicados para hacer un grafico
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de corriente vs potencial.

15. Purificaciéon de la microcina E492 mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC).

La muestra de microcina para el andlisis cromatografico provenia del
eluido de Sep Pak Ciz en metanol 95% con posterior filtracién en un filtro
Acrodisk. 500 pl de esta microcina se evaporaron al vacio en una centrifuga
Speed Vac hasta un volumen cercano a los 10 pl. Las columnas de HPLC
utilizadas fueron una columna C,s (Hibar Lichrosorb RP18 de Waters) y una
columna C4 de Vydac, ambas con sus respectivas pre-columnas. Los equipos
de HPLC utifizados fueron LKB, Hewlett Packard y Beckman. EIl protocolo
utilizado en un inicio comrespondié al descrito por de Lorenzo (1984), con una
columna Cig y un gradienie escalonadc de metanol/agua en presencia del
amortiguador TEAP al 0,5%, pH 3,5. Se vari¢ este protocolo usando la misma
columna, pero eluyendo con un gradiente de acetonitrilo 20-40% y de 2-propano!
0-40% en presencia de acido triflucroacético 0,1%. Con la columna Cs4 se uso
un gradiente lineal de metancl 5-100%. Variaciones de este gradiente se
indican en las leyendas de las figuras.

La detfeccion de los picos de proteinas se siguié a 215 nm y la actividad
se determiné depositando alicuotas de las fracciones sobre un césped

bacteriano.




37

16. Clonamiento de los genes implicados en la produccién e inmunidad
de la microcina E492 de Klebsiella pneumoniae.

Electroforesis en geles de agarosa, Estos se llevaron a cabo en una
configuracion horizontal, usando amortiguador Tris-acetato (Tris 40 mM, &cido
acetico glacial 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1, en adelante TEA). La
concentracién de agarosa varié entre 0,7 y 1% (indicado en las leyendas de las
figuras). Los volimenes de muestra variaron entre 10 y 20 pL, de acuerdo a la
peineta usada. El colorante usado para poner la muestra contenia glicerol 20%
y azul de bromofenol 0,25%. El volumen de los geles era de 13,2 mL
(8x5,5x0,3), 45 mL (10x9x0,5) o 71,25 mL (1 5x9,5x0,5). La camara de
electroforesis era llenada con amortiguador TEA y el gel quedaba cubierto con 2
a 3 mm de liquido. La electroforesis se corrié a una intensidad de corriente de
45 mA y a un potencial de 80 V. Una véz que el colorante alcanzaba el extremo
del gel, se tefiia en una solucion de 0,5 pg/mL de bromuro de etidio durante 20
min. Las bandas de DNA se visualizaban en un transiluminador UV y el gel se
fotografiaba con una méquina Polaroid usando la pelicula Potaroid 667.
Extraccion del DNA fotal de K. pneumoniae. E| DNA total de Klebsiella
pneumoniae RYC492 se extrajo segtin el protocolo descrito por Ausubel y cols.
(1992). El método consistié en ia resuspensién de 1,5 mL de células crecidas ;a
saturacion en 567 uL de amortiguador TE (Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM), 30
pl de SDS 10% y 3 pL de proteinasa K 20 mg/mL. Luego de mezclar se incub6

a 37 °C por 1 h. Se agregaron 100 puL de NaCl 5M mezclandose muy bien.
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Para eliminar los restos celulares, proteinas desnaturadas y polisacaridos, se
agregé el complejante CTAB (10% en NaCl 0,7M), mezcla que se incubé a
65 °C por 10 min. Esios complejos fueron extraidos con igual volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y luego de centrifugacion en la microfuga a
15.000 pm (aproximadamente 12.000 Xg), se tomo ia fase acuosa. Fl DNA se
precipité con 0,5 volimenes de isopropanol y el precipitado se tomé con una
punta de micropipeta seilada a otro tubo. Este DNA se lavo con etanol 70% y
se dejo secar a temperatura ambiente, resuspendiéndose en 100 pL de
amortiguador TE.

Digestién de DNA con enzimas de restriccion. Las condiciones para la digestion
del DNA con enzimas de restriccién fueron tomadas del catdlogo de BRL. En
un volumen fotal de 10-30 nl. se agregaba 0,2-1 ng de DNA, el amortiguador
comercial de fa enzima correspondiente y 1 unidad de Ia enzima de restriccion.
La incubacién de la mezcla se realizaba a la temperatura éptima para cada
enzima por un tiempo minimo de 1 hora. La reaccion se detenia agregando Ia
mezcla que contenia el colorante y el glicerol, descrita en Ia preparacién de los
geles de agarosa.

Para la digestién parcial del DNA total de Klebsiella pneumoniae se
realizé una cinética con diluciones de la enzima de restriccion Sau3A1 y
tomando muestras de la mezcla a distintos tiempos. De esta forma se
determiné el tiempo de incubacién y la dilucién de Ia enzima necesarios para

obtener fragmentos de un tamafio de alrededor de 30 Kb. Bajo estas
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condiciones se realizé la digestién preparativa del DNA total de K. pneumoniae.
En 12 tubos se realizd la digestién de 88 g de DNA con 0,36 U de Sau3A1 en
un volumen total de 400 uL por un tiempo de 60 min. La digestién fue analizada
tomando 2 pl. de la mezcla. Se juntaron y se extrajeron 2 veces con fenol y 1
vez con cloroformo - alcoho! isoamilico (24:1). El DNA fue precipitado con 1/10
volumen de acetato de sodio 3 M pH 4,8 y 2,5 volimenes de etanol a -20 °C por
3 h. Luego de centrifugacion por 30 min a 12.000 xg, se lavo el precipitado con
etanol 70% y se centrifugd nuevamente por 5 min. El precipitado se dej6 secar
a temperatura ambiente y se resuspendié en 530 pl de TE. Se determiné la
concentracion del DNA por absorbancia como 900 pg/mL  (factor
AbS260nm/AbS280nm 1,74). El gradiente se form-c') con dos soluciones de sacarosa
al 10 y 40% preparadas en el amortiguador 20 mM Tris pH 8,0, NaCl 1M y
EDTA 5 mM. El volumen de cada tubo de centrifuga fue de 10,8 mL. Sobre la
solucion de sacarosa se depositaron 79 pg de DNA en un volumen de 100 pl.
La centrifugacidn se realizé en una centrifuga Sorvall Combi y un rotor SW40 a
28.000 rpm a 20 °C (velocidad de aceleracién de 5) por 24 h. Las muestras de
los 6 tubos se sacaron introduciendo una micropipeta capilar hasta el fondo del
gradiente sin perturbarlo. El capilar estaba unido a una manguera y el liquido se
retird mediante una bomba peristaltica a tubos Eppendorf en un volumen de 600
uL. 15 pb de los tubos fueron analizados en un gel de agarosa. Las muestras

con fragmentos de DNA superiores a 30 Kb se juntaron (alrededor de 2,5 mL
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por tubo de centrifuga) y se dializaron por toda la noche contra 2 L de TE. E|
DNA se precipité con etanol en presencia de acetato de sodio y se resuspendio
en 'TE. Se determind mediante incubacion a 37 °C en presencia ‘'de
amortiguador de restriccion que el DNA obtenido del gradiente no presentaba
degradacién. La concentracion de DNA obtenido de uno de ios tubos fue de
177,2 pg/mL.
Ligamiento de los fragmentos de DNA al cosmidio pHC79. El DNA del cosmidio
pHC79 se linearizé con la enzima BamHl y se desfosforilé para evitar el
ligamiento de sus extremos. 3,6 pg del cosmidio desfosforilado se mezclaron
con 5,1 ng de DNA proveniente del gradiente, en presencia de amortiguador
ligasa, 0,4 mM ATP y ligasa. Esta mezcla se incubé a temperatura ambiente
por 2 h, se precipité con etanol en presencia de acetato de sodio y €l
precipitado se resuspendié en 10 pl. de TE.
Empaquetamiento in vitro del DNA ligado al cosmidio. El protocolo del
empaquetamiento in vifro se realizd como esta descrito en el manual de
Stratagene. El sistema Stratagene contenia 2 extractos, Ia cepa de E. coli
VCS257 y DNA de fago A. El prétocolo consistio en lo siguiente; se sacéd un
tubo de cada extracto de -80°C y se pusieron en hielo seco. Se descongel6
entre los dedos el tubo del extracto sonicado que contiene las precabezas (jel
fago y se agregd rapidamente 3 pL del DNA ligado, dejandolo en hielo. Se

agregaron 15 pl del extracto que contiene la proteina D y los demas
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componentes necesarios para el empaquetamiento y se mezcld. Se centrifugé
por 3-5 segundos en la microfuga para asegurarse que todo el contenido del
tubo quedara en el fondo. Se incubs esta mezcla por 2 h g temperatura
ambiente. Se agregaron 500 puL de amortiguador SM (0,1 M NaCl, 81 mM
MgSQq, 50 mM Tris-Cl pH 7,5, 0,01% gelatina) y 20 uL de cloroformo. Se agité
bien y se centrifugé en Ia microfuga por 1 min. El sobrenadante se guardé a 4
°C hasta su titulacién,

Titulacién de la genoteca. Para titular los fagos presentes luego del
empaquetamiento del DNA se utiliz6 la cepa E. coli VCS257. Para ello se crecis
esta cepa en medio TB (0,5% NaCl, 1% bactotriptona, PH 7,4), suplementado
con 10 mM MgSO; vy 0,2% maltosa por toda ia noche a 30 °C con agitacion. El
cultivo se centrifugé a 2.000 rem por 10 min y las células se resuspendieron en
% del volumen original de 10 m\ MgSO4 estéril, las que se guardaron a 4 °C
hasta su uso. Antes de usarlas, las células se diluyeron hasta una D.0.600nm de
0,5 con 10 mM MgSO,.

Para Ia titulacion del DNA empaquetado en cabezas de fago, se diluyo
1:10 y 1:50 en amortiguador SM, Se mezciaron 25 ul de cada dilucién con 25
uL de las células VCS257 a una D.O.600nm de 0,5 y se dejaron a temperatura
ambiente por 30 min, Se agregoé 200 pul de LB a cada muestra Yy se dejé por 1

hora a 37 °C con agitacién cada 15 min, permitiendo en esta incubacién gue se

exprese la resistencia a ampicilina. Se centrifugaron los tubos por 1 min en la
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microfuga y las células se resuspendieron en 50 pL de LB. Las células fueron
sembradas en una placa de LB con ampicilina 100 png/mL y se incubaron por
toda la noche. Como control, se hizo este procedimiento con células sin DNA
empaquetado. Como la cepa VCSZ:ST es sensible a ampicilina, ésta no crecera
en presencié del antibidtico, a no ser que sea transformada con un DNA

ex6geno. El titulo del protocolo de empaquetamiento deberia ser entre 1 x 10° y
1 x 10° transformantes/ug de DNA. |
Amplificacién de la genoteca de K. pneumoniae RYC492. Para guardar [a
genoteca obtenida con el DNA de K. pneumoniae, es necesario amplificar los
clones. Para ello se tomé 500 pL del DNA empaquetado y se diluyoé a 5 mL con
émortiguador SM. Esta solucién se dividié en 33 tubos con 150 pl cada uno. A
cada uno se le agregd 150 L de células VCS257 a una D.O.s00nm de 0,5 y se
incubd por 30 min a temperatura ambiente. Se agregd 1,2 mL de LB y se
mantuvo con agitacion esporadica a 37 °C por 1 h. Las células se centrifugaron
y se reSL-lspendieron en 300 uL de LB. A 16 de los tubos se les agregé glicerol
esteril a una concentracién final de 20% y a los 17 restantes se les agrego
DMSO a una concentracién final de 5%. Esta genoteca se guardd a -80 °C.
Busqueda de clones productores de microcina. Alicuotas de 100 pl de un tubo
de la genoteca guardado a -80 °C se sembrd en placas LB con ampicilina y se
crecian por 18 h a 37 °C. Las colonias fueron replicadas en una placa con

césped bacteriano en presencia de ampicilina mediante el método de réplica con
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el terciopelo. Las réplicas eran incubadas por 18 h a 37 °C. Los clones que

presentaban a su alrededor un halo de inhibicién del crecimiento de la cepa

indicadora fueron estudiados en detalle para la produccién de microcina.

17. Preparacion de células competentes.

La preparacion de células competentes se realizé segiin el protocolo
descrito por Utermohlen (1994), con algunas modificaciones. El medio de
cultivo y las solucicnes fueron preparadas con agua de muy buena calidad,
proveniente de un equipo Nanopure de Bamstead. Tres colonias grandes se
inocularon en 6 a 7 mL de medio LB mbdiﬁcado. Este medio contenfa
bactotriptona 2%, extracto de levadura 0,5%, KCI 10 mM; el pH se ajusté a 7,6
con KOH 1M. Luego de esterilizar y antes de usar, se agregd MgS0; a una
concentracion final de 0,4%. Las bacterias se crecieron con agitacién vigorosa

@ 37 °C por 1,5 a 2 h hasta una D.O.s5 nm de 0,3. Cinco mL de este cultivo se

traspasaron a 100 mL del mismo medio LB modificado preincubado a 37 °C y se
mantuvo con agitacion hasta una D.O.sspnm de 0,5. Se enfri6 el cultivo en hielo
y se repartid en tubos de centrifuga preenfriados. Las células se sedimentaron
por centrifugacion a 5.000 rpm (rotor $S34) por 5 min y a 4 °C. ‘El sobrenadante
se retird por aspiracion y las _bacterias se resuspendieron cuidadosamente en 30
mL de solucién TFB! fria (RbCI 100 mM,. MnCl> 50 mM, acetato de potasio 30
mM, CaClz 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8 ajustado con &cido acético 0,2 M; esta

solucion fue filfrada por Acrodisc 0,22 nm). Se repitié {a centrifugacion y




nuevamente ‘se retiré el sobrenadante por aspiracion. Las células se
- resuspendieron en 4 mL de solucién TFBII (MOPS 10 mM pH 7,0 ajustado con
NaOH 1 M, RbCI 10 mM, CaCl, 75 mM y glicerol 15%; la solucion fue filtrada).
Las bacterias resuspendidas se alicuotaron en tubos Eppendorf y se congelaron

en hielo seco para guardarias a -80 °C.

18. Transformacién de células competentes.

La transformacién de células competentes se realizé con células
preparadas como se describié en el punto anterior. Una alicuota (50 -100 pul)
de estas células se descongel6 en hielo y se agreg6 3-5 pul de DNA. Esta
mezcla se mantuvo en hielo boi' 15 min y luego se incubd por 2 min a 42 °C para
posteriormente mantenerio en hielo por 2 min. Se agrego6 500 pL de caldo LB y
se incubo a 37 °C por 30 min. Se sembraron 100 pL con rastrillo en una placa
LB en presencia del antibiético de seleccién. En forma paralela, se realizd el
mismo protocolo con una muestra de células competentes sin agregar el DNA y
luego de ia incubacién a 37 °C, se sembrd 100 pl en una placa de agar LB en
presencia de antibitico y otra placa en ausencia del antibi6tico. De estas dos
placas, sdlo aquella sin antibidtico presentd crecimiento bacteriano en forma

confluente.
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19. Transferencia de DNA. desde geles de agarosa a filtros de
nitrocelulosa e hibridacién con DNA del cosmidio pHC79.

El método usado para la transferencia de DNA es esencialmente el
descrito por Southern (1975). Después de la electroforesis en gel de agarosa, el
gel se tifié con bromuro de etidio y se cortaron las porciones no usadas del gel.
E! DNA se hidrolizd parcialmente incubando el gel en HCI 0,25 M de durante 10
min. Luego, el DNA se desnaturé incubando el gel en NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M
durante 45 min. El gel se iavd brevemente y se neutraliz6 con Tris-HCI 1 M pH
7,4, NaCl 1,5 M durante 30 min y se repitié el lavado por 15 min. Con papel
Whatman 3MM se envolvié una placa de vidrio la cual se puso atravesada en.
una fuente, de modo que el papel formé un puente con el liquido que estaba en
la fuénte, y I placa de vidrio actué como soporte de este papel. La fuente se
llend con 10 x SSC (1 x SSC contiene NaCl 0,15 M y citrato de sodio 0,015 M
ajustado a pH 7,0) y se sacaron las burbujas que podia tener el papel. Se puso
el gel sobre este papel mojado, y se cubrié6 con una membrana de Nyion
(previamente humedecida con 2 x SSC) del mismo tamafio del gel, cuidando de
no dejar burbujas entre el gel y la membrana. Sobre la membrana se puso dos
capas de papel Whatman 3MM previamente humedecidos con 2 x SSC y
cortados del mismo tamafio del filtro. Nuevamente se cuidé de no dejar
burbujas. Finalmente sobre el papel filtro se puso toallas de papel absorbente
(10 cm de espesor), presionando el papel con un objeto de un peso aproximado

de 500 g. Para prevenir un corto circuito entre las toallas de papel y el papel
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3MM que estaba bajo el gel, éste fue rodeado con parafiim. Se dejé que el DNA
se fransfiriera durante la noche (12 h), se saco la membrana y se dej6é secar a
temperatura ambiente. El DNA fue fijado en forma covalente a la membrana
mediante irradiacion UV de 260. nm.durante 5 min. Se procedié luego con la
hibridacién.

La hibridacién se realizé en base a la técnié:a desarrollada por Southern
(1975). La membrana fue incubada con solucién de prehibridacion (6 x SSC, 5 x
reactivo de Denhardt (Ficoll 1%, polivinilpirrolidona 1% y 1% de Ia fraccion V de
BSA), SDS 0,5%, DNA desnaturado de esperma de salmén 100 pg/mL vy
formamida 50%) durante 4 h a 42 °C y luego se incubd por 24 ha 42 °C en la
misma solucién en presencia de la sonda marcada (>10° cpmiug), prgviamente
desnaturalizada mediante calentamiento a 90 °C por 5 min. Una vez terminada
la-hibridacion, la membrana se lavé 2 veces con una solucién de SSC 5 Xy SDS
0,5% durante 15 min con agitac;ién a temperatura ambiente. Luego se lavd 2
veces con una solucion de SSC 1 x, SDS 0,5% durante 15 min a 37 °C Y,
finalmente, se lavo 3 veces en SSC 0,1 x, SDS 1% por 15 min a 65 °C. La
membrana se secé a temperatura ambiente sobre papel 3MM, montado sobre
este mismo papel y envuelto en plastico para la exposicién autorradiogréfica.
Para esto se utilizé una pelicula Kodak XAR-5 para rayos-X, que se expuso con
el papel que sostenia el filtro por 19 h a -70 °C. -El revelado de esta pelicula se
hizo usando la solucién reveladora y fijadora para pelicula Kodak de rayos-X.

La preparacion del DNA del cosmidio pHC79 radiactivo se hizo siguiendo




47

el protocolo descrito por Feinberg y Vogelstein (1983 y 1984), el cual se basa en
la marcacion al azar con partidores de oligodeoxiribonucledtidos (sistema
“Random primers DNA labeling system” de Gibco, BRL). Se desnaturaron 50 ng
de DNA del cosmidio pHC79 disueltos en 20 pl de agua, mediante
calentamiento en bafio maria por 5 min e inmediatamente el tubo fue depositado
en hielo. Luego, se agregd al tubc 6 pL de una solucién que contenia una
mezcla equimolar de desoxiribonucledtidos (Tris-HCI 3 mM pH 7,0, Na;EDTA
0,2 mM y 0,5 mM de los deoxinucleétidos dATP, dGTP y dTTP), 15 uL de una
mezcla de partidores sintéticos (Hepes 0,67 M, Tris-HCI 0,17 M, MgCl; 17 mi,
2-mercaptoetanol 33 mM, de BSA 1,33 mg/mL y 18 D.0.,55 U/mL de partidores
sintéticos (hexameros), 5 pL de o-P-dCTP (50 uCi) y 3 uL de agua destilada.
La solucién se mezclé suavemente y se agregdé 1 plL de una solucidn que
contenia e! fragmento Kienow de la DNA polimerasa | (3 U/ul. de DNA
polimerasa-Klenow, amortiguador fosfato de potasio 100 mM, pH 7, 2-
mercaptoetanol 10 mM y glicerol 50% (viv)). La reaccién se incub6 durante 3 h
a 25 °C, luego se detuvo con 5 pL de NaEDTA 0,2 M, pH 7,5. La sonda
marcada fue separada de los nhucledtidos no incorporados mediante sucesivas
precipitaciones con 2 volGmenes de etanol en presencia de acetato de amonio
3,8 M. Finalmente, ia sonda fue' resuspendida en 100 pl de agua y mantenida a

-20 °C hasta ser utilizada.
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20. Caracterizacion de la expresion de la inmunidad del clon I.JI.

Cultivos del clon JI en distintas fases de crecimiento fue%on analizados
para la expresién de la inmunidad hacia la actividad de la microciéla. Se incubd
un indeulo del clon JI por toda ia noche en medio LB con ampicilir;':a. 150 pl de
in6eulo se agregaron a 10 mL de LB con ampicilina e igual cantidad de inéculo a
10 mL de LB diluido a 1/5 y a 1/10. Cuando los cuitivos alcanzaron una turbidez
de 30 unidades Kiett, se tomaron alfcuotas de 50, 100 y 300 pulL, las que se se
usaron para preparar césped con 4 mL de agar blando fundido y a 45 °C. Sobre
estos césped se depositaron alicuotas de 5 pb de microcina en metanol 95%

diluidas en series de a % hasta la dilucion 1/256. Como control se usé la cepa

E. coli VCS257 transformada con el cosmidio pHC79.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA MICROCINA E492

En esta seccién de la tesis se trabajo fundamentalmente con microcina
purificada desde el sobrenadante del cultivo de Klebsiella pneumoniae RYC492
siguiendo el procedimiento descrito por de Lorenzo (1984, ver métodos), en el
cual se obtiene 3 mL de microcina en metanol 95% por cada 1 L de cuitivo. Se
describira la determinacién de proteinas por métodos convencionales y
fluorimetrico y ef andlisis de las proteinas presentes mediante geles de
poliacrilamida y HPLC. Se incluirdn en esta seccion estudios de la actividad de
la microcina frente a acido, alcali, la temperatura y pH, y frente a la accion de

proteasas.

Determinacién de Ila concentracién de proteinas en la preparacion de
microcina £492. Para determinar la concentracién de proteinas en el eluido de
microcina obtenido del cartucho Sep Pak C4g, se utilizaron dos métodos: uno
fluorimétrico (Béhlen y cols., 1973) que se basa en la unién del reactivo
fluorescente fluorescamina a los grupos amino libres de la proteina, y el método

de Lowry modificado (Bensadaum y Weinstein, 1976). Ambos métodos
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detectan proteinas en el orden de los microgramos. Otro método utilizado para
detectar proteinas en ese orden es el método de Bradford (Bradford, 1976), pero
para las preparaciones de microcina este procedimiento dio valores de
concentracion muy bajos (10 - 20%) al compararlos con el método de la
fluorescamina. Una posible explicacion a este fenémeno es que el colorante
azul de Coomassie que utiliza este método se una poco a la microcina.

Para la determinacién de la cantidad de proteinas fue necesario
concentrar fa microcina mediante evaporacion del metanol en una microfuga al
vacio (Speed Vac), puesto que la concentracion de proteinas en el eluido del
Sep Pak es muy baja. Como control, se evaporé la misma cantidad de metanol
95% y se tratd de igual forma que la preparacion de microcina.

En la Tabla Il se muestran los resultados de la determinacién de
proteinas de diferentes preparaciones (A, B, C y D) de microcina a partir de
sobrenadantes de cultivos de Klebsiella pneumoniae. E|l método de la
fluorescamina dio valores de proteinas superiores a los obtenidos con el método
de Lowry y con una dispersién mucho menor. La fluorescamina se une en forma
covalente a los grupos amino, y la determinacién se hace directamente, en
cambio, el método de Lowry modificado implica la precipitacién de las proteinas
con TCA, lo que podria variar en distintas preparaciones, sobre todo
considerando que la microcina tiene un bajo peso molecular y se encuentra en

bajas concentraciones.
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TABLA Il

Concentracién de proteinas de las preparaciones de microcina E492.*

Concentracion de proteinas promedio

ng/L de sobrenadante (% de variacion)

Metodo A B C D Metanol
Fluorimétrico 233 (3,8%) 208 (6,5%) 196 (4,5%) 220 (7,1%) 0
1,58% (n=3) (n=2) (n=2) (n=2)
Micro Lowry 157 (14%) 1186 88 (30%) 107 (4,3%) 0
12,9% (n=2) (n=1) (n=2) (h=2)

*A, B, Cy D correponden a diferentes preparaciones de microcing E492,
n es el niimero de determinaciones para obtener el promedio.

La estimacién de pug/mL de proteina se hizo por extrapolacién a una curva de
calibracién con BSA.

El valor en porcentaje bajo el método corresponde a la variacién estandar de
las variaciones porcentuales de las muestras.
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Deteccion de la banda de proteinas de microcina E492. Hasta ahora, no
habia sido posible visualizar la microcina en geles de poliacrilamida usando los
métodos de tincién clésicos como Azul de Coomassie y plata (de Lorenzo,
1984). La actividad de la microcina en un gel de poliacrilamida habia sido
localizada cortando el gel en pequefios trozos y depositandolos sobre un césped
de una bacteria indié:adora (de Lorenzo y Pugsley, 1985). Las proteinas
analizadas en geles de poliacrilamida deben ser fijadas con una solucion que
contiene metanol 50% y &cido acético 10%. La microcina es una proteina de
bajo peso molecular y soiuble en metanol, y por tanto es posible que difunda
desde el gel en estas condiciones, y esta sea la razén de por qué no es posible
visualizar la microcina en estos geles. Por otro lado, como se menciond en la
seccion anterior, la microcina parece unir mal el colorante azul de Coomassie
(método de Bradford), lo cual implica que la tincién con este colorante no es Io
adecuado. Para evitar los problemas recién mencionados, se probé ofra técnica
que consiste en marcar las proteinas en forma covalente con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), método modificado del descrito por Ragland y cols. (1 974):
Al igual que la fiuorescamina, el FITC se une en forma covalente a los grupos
amino de las proteinas. Esta marcacién se realiza en forma previa a la
separacion de las proteinas en los geles de poliacrilamida y las bandas de
proteinas fluorescentes se visualizan mediante un transiluminador UV. De este
modo no se necesita incubar el gel en medio liquido para la fijacién y marcacién

de las proteinas, evitando de esta forma que se pierda la banda de microcina.
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Con este procedimiento se analizé el eluide con metanol 95% del Sep Pak, tanto
del sobrenadante de la cepa productora de microcina, como de una cepa de K.
pneumoniae no productora, a la cual se aplicd el mismo protocolo de
purificacién. En la Figura 5 se cbserva ia presencia de una banda de proteina
de un tamafio molecular de 6.000 en ia muestra proveniente de la cepa
productora {carril 1, indicado con una flecha), banda que no se observa en la
muestra proveniente de la cepa no productora (carril 3). Esta banda se corté del
gel y se eluyé en un pequefio volumen de metanol 95%. Este eluido presento
actividad bactericida al ser depositada sobre un césped de una cepa sensible a
microcina. Como control, se eluyeron trozos de gel de poliacrilamida sin
proteinas y con una banda de menor tamario molecular. En ambos casos no se

observd inhibicion del crecimiento bacterjiano (no se muesira).

Efecto del &cido, aicali y temperatura sobre la actividad de Ia microcina
E492. Se determind el efecto de acido y alcali sobre la actividad de microcina,
luego de fratarla con HCl 24 M o NaOH 1,4 M. Después de 30 min de
incubacién, se agregd a estas muestras una solucién amortiguadora
concentrada para llevar el pH a la neutralidad, y se deteﬁniné la actividad
remanente (Tabla Ill). Como control, se mantuvo la microcina en solucién
amortiguadora. La actividad de la microcina se determiné mediante Ia formacion
de halos de inhibicién del crecimiento sobre células sensibles. La actividad

bactericida de la microcina E492 fue sensible al alcali, pero resistente al 4cido.
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Figura 5. Visualizacion de la banda de la microcina E492 mediante
marcacion con FITC. La foto muestra una electroforesis en gel de
poliacrilamida - SDS - urea de la microcina proveniente del sobrenadante del
cultivo de K. pneumoniae RYC492 (carril 1) y de una preparacién paralela de
una cepa no productora de microcina (carril 3). En el carril 2. estandar de PM,
fragmentos de mioglobina marcados con FITC (14.440; 10.600; 8.160; 6.210,
indicados a la derecha). La preparacion y marcacion de las muestras con el
reactivo fluorescente FITC se detallan en métodos. La flecha indica la migracion
de la banda de microcina.
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TABLA Ii.

Efecto del acido, alcali y temperatura sobre la actividad de la microcina
E492.

Diametro del halo de inhibicién (mm)

Volumen de microcina

Tratamiento 1ul 2l

Control pH 5 7
Acido 5 ( 4
Alcali 0 0
20°C 9,5 10

(control temperatura)

95 °C 7 8,5

Se incubaron 10 ul de microcina proveniente del eluido con metanol 95% del
Sep Pak con 2 pl. de HCI 12 M 6 4 1l de NaOH 5 M, durante 10 min a
temperatura ambiente, neutralizandose con 90 uL de Tris-HCI 0,5 M pH 7,5.
Como control se incubaron 10 uL de microcina con 4 pl de agua y se agregé 90
uL de Tris-HCI 0,5 M pH 7,5. Para determinar el efecto del calentamiento, se
diluyeron 10 uL de microcina con 10 pl de agua y se calenté a 95 °C o se
mantuvo a temperatura ambiente por 10 min.
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El efecto de temperatura se determiné incubando la microcina a 95 °C por 10

min (Tabla llf). La incubacién a 95 °C no tiene efecto sobre la actividad luego de
10 min. Adn utilizando tiempos de incubacion al bafio maria mas prolongados,

la actividad de la microcina no se vio alterada.

Sensibilidad de la microcina E492 frente a proteasas. La microcina se traté
con distintas proteasas, cuya actividad proteolitica fue comprobada mediante el
método de hidrdlisis de la caseina (Bergmeyer, 1963). En la Tabla I\f se
resumen estos resultados, en los que se aprecia que la actividad de la microcina
s6lo es resistente a la accién de la tripsina, y sensible a la accion de
quimiotripsina, subtilisina, proteinasa K y pronasa E. Se probd que el
amortigtiador no tuviese efecto sobre la actividad de la microcina (control sin
proteasa), y que las proteasas por si solas no afectasen el crecimiento
bacteriano en el césped (control sin microcina). |

A continuacién se estudio el efecto de alguna de estas proteasas sobre la
banda de microcina. Especificamente, se vio el efecto de quimiotripsina (que
inactiva a la microcina) y el de tripsina (que no inactiva a la microcina).
Muestras de microcina tratadas con estas proteasas fueron marcadas con FITC
y sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida - SDS como sé muestra
en la Figura 6. Se observa que luego del tratamiento con quimiotripsina (carril

4), la muestra no presenta la banda de 6.000 correspondiente a la microcina,

banda que es evidente en el control sin tratamiento (carril 6). En el carrit 4, se
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TABLA |V.

Efecto de las proteasas sobre la actividad de Ia microcina E492.

Didmetro del halo de inhibicidn (mm)

Volumen de microcina

Proteasa Tul 2 ul
Tripsina ’ 5 6
Quimiotripsina 0 0
Subtilisina 0 0
Proteinasa K 0 0
Pronasa E 0 0
Control sin proteasa 6 7,5
Control sin microcina 0 0

El efecto de las proteasas sobre la actividad de la microcina se determiné
mezclando 14 ul de microcina en metanol 95% con 56 pL de solucién
amortiguadora Tris 50 mM pH 7,5 MgClo vy 70 uL de proteasa 100 pg/mL
preparada en solucién amortiguadora. Esta mezcla se incubé por 60 min a
temperatura ambiente y la reaccién se detuvo con 3 pl de PMSF 6 mM en

DMSO. Como control se hizo lo mismo, pero en ausencia de proteasa,
agregandose en cambio solucién amortiguadora.
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' 123456 7 8

Figura 6. Efecto de tripsina y quimiotripsina sobre la banda de microcina
E492.  Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-urea de proteinas
conjugadas a FITC con y sin tratamiento con proteasas. 1: sin proteinas; 2:
tripsina; 3: microcina tratada con ftripsina; 4: microcina {ratada con
quimiotripsina; 6: microcina sin tratar; 7: quimiotripsina; 5 y 8: estandar de PM
correspondientes a fragmentos de mioglobina de PM 14.400; 10.600; 8.160 y
6.210, sefalados a la izquierda. Las condiciones experimentales de la digestién
y marcacion con FITC se detallan en métodos. La flecha indica la migraciéon de
la banda de microcina.
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observan ademas otras bandas de menor famafio. Por otro lado, el traiamiento
de la microcina con tripsina (carril 3) no alteré6 mayormente el patron de bandas
que se observa en el conirol sin tratamiento (carril 6). Este experimento
corrobora lo observado en el andlisis del efecto de estas proteasas sobre la
actividad de la microcina, concluyéndose que la quimiotripsina inactiva la

microcina por protedlisis.

Estudio de Ila estabilidad de la microcina E492 en solucién acuosa frente a
distintos pH y fuerza iénica. Las preparaciones de microcina obtenidas del
eluido con metanol 95% provenientes de Sep Pak se mantuvieron a 4 °C en el
mismo solvente, sin notarse cambios en su actividad en meses. Cuando ée
concentraban estas preparaciones y se llevaban a un volumen mayor con un
solvente acuoso, la actividad disminuia en poco tiempo. La caracterizacion
fisicoguimica se facilitaria al tener la microcina en medio acuocso, por lo que se
decidié hacer un estudio de la estabilidad de la microcina. Se siguio la actividad
en el tiempo incubandola en un amortiguador a distintos pH y a dos fuerzas
ibnicas diferentes, para de este modo, determinar cuél es la mejor manera de
mantener la microcina en solvente acuoso. La actividad se determind
depositando una alicuota de la mezcla y diluciones de ésta sobre un césped de
una bacteria sensible a la microcina y se midieron los halos de inhibicion del

crecimiento. El analisis de este resultado se muestra en la Figura 7, en que se

graficé la suma de los halos de inhibicién de cuatro mediciones de cada una de
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Figura 7. Actividad de la microcina E492 en solucién acuosa frente a
distintos pH y fuerza idnica. Se incubd la microcina en amortiguador a los pH
que se indican y a fuerza iénica de 0,5 (O) 6 1 M (@). Se tomaron alicuotas en
el tiempo y se determiné la actividad de 4 diluciones (1, 1/2, 1/4 y 1/8). Cada
punto de las curvas corresponde a la suma de los halos de inhibicion de estas

diluciones.
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las muestras. Estas mediciones comresponden a la muestra sin diluir y a las
diluciones %, % y /e El andlisis de! efecto del pH se realizb ademas a dos
fuerzas idnicas (0,5 y 1 M), para determinar si la concentracion idnica del medio
afecta la actividad de la microcina. Como se observa en la Figura 7, la fuerza
idnica no tiene un gran efecto sobre la actividad, ya que ésta no muestra
variaciones notorias. Hasta pH 3,0, se observa que la actividad de la microcina
disminuye mas rapidamente en el tiempo analizado a fuerza iénica de 1 M que a
0,5 M. Este comportamiento es a la inversa a pHs superiores o igual a 5,7. En
los pHs intermedios analizados, pHs 4,0; 4,6 y 5,1, las curvas de actividad de la
microcina son iguales en ambas fuerzas idnicas y es coincidente con la
estabilidad de la actividad a estos pH, en donde se mantiene hasta ias 146 h
bajando sd6lo un 5% de la actividad inicial. A pHs extremos, la actividad de la

microcina disminuye en el tiempo analizado hasta llegar a cero.

Purificacién de Ia microcina E492 mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). La purificacién de la microcina desde el sobreﬁadante de
cultivos de la cepa productora mediante el paso por Sep Pak Ci3 da como
resultado una preparacion que contiene mas de una banda de proteinas (ver
Figura 5). De Lorenzo (1984) analizé esta preparacion mediante HPLC usando
una columna Cg (Hibar LiChrosorb RP18 de Waters) aplicando un gradiente
escalonado de metanol/agua en presencia del amortiguador é&cido

trietilaminafosférico (TEAP) al 0,5%, pH 3,5. De esta forma obtuvo un pico con
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actividad, el que fue re-cromatografiadc. Obtuvo un rendimiento del 15% en
cada etapa de HPLC.

Se repitié este protocolo descrito por de Lorenzo (1984) usando la misma
columna y solventes, pero no se observaron picos de proteinas ni de actividad.
Se repitid el protocolo con modificaciones en el solvente (gradiente de
acetonitrilo 20-40% y de 2-propanol 0-40% en presencia de acido trifluoroacético
0,1%), pero tampoco se obtuvo resultados positivos.

Estos resultados llevaron a pensar que la microcina E492 se unia muy
fuertemente a la matriz hidrofébica de la columna Cis, por lo cual se decidid
probar columnas con menor capacidad de retencion, como la columna Cs. La
matriz de esta columna es menos hidrofébica que la C1g y es recomendada para
proteinas y péptidos muy hidrofébicos como proteinas de membrana. Las
muestras de microcina aplicadas a la columna se prepararon evaporando el
metanol en una centrifuga al vacio (Speed Vac) a un volumen minimo y se
inyectaron 10 pk. La deteccién de los picos de proteinas se siguié a una
longitud de onda de 215 nm. Para un analisis preliminar, se usé soélo la

precolumna C, (Brownlee), obteniéndose picos inactivos que eluyeron al

comienzo del gradiente de metanol/agua a una concentracioén enfre 5 y 10% (4-8
min). A 65% metanol/agua, eluyé un pico ancho que presentd actividad entre
las fracciones 37 y 43 min (Figura 8). La actividad se determiné depositando
alicuotas de las fracciones recolectadas sobre una placa de césped de una

bacteria sensible (Figura 8, inserto). El pico con actividad fue re-
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Figura 8. Perfil cromatografico de la microcina E492 proveniente de una
precolumna C; (Brownlee). Se concentraron 500 pl. de microcina proveniente
de Sep Pak Cis y se inyectaron 10 ul en una precolumna C, Brownlee. La
elucién se realizd con un gradiente de metanol/agua 5 - 100% en un tiempo de
60 min y un flyjo de 0,5 mL/min. Se colectaron fracciones de 0,5 mL. La flecha
en el cromatograma indica el maximo de actividad de microcina. La fotografia
inserta muestra el ensayo de actividad usando un césped de E. coli RYC1000
sensible a la microcina. Las fracciones fueron depositadas en el orden de
izquierda a derecha. La flecha superior indica el primer halo de inhibicion
observado en la fraccién 37 min y la flecha inferior corresponde a la fraccion 43
min. En C se depositaron 3 uL de la muestra que fue inyectada a esta
precolumna.




cromatografiado en la columna C, (Vydac) asociada a la precolumna, pero el
cromatograma no arroj6 picos de proteinas ni tampoco se detect6 actividad en
el eluido. Adicionalmente, se realizd una cromatografia de microcina E492 a
través de la precolumna y columna en tandem, en la cual no se obtuvieron picos
de proteinas ni actividad.

Estos resultados indicarian que la microcina se inactiva cuando es
recromatografiada o cuando se hace la cromatografia en la precolumna
(Brownlee) y columna (Vydac) en tandem. Se decidié eliminar el paso de la.
precolumna, pues este paso se usa mas bien para limpiar la muestra y proteger
la columna, y realizar el andlisis directamente con la columna C4 (Vydac). Los
resultados obtenidos en esta cromatografia se muestran en la figura 9A, en
donde se observan muchos picos de proteinas, asocidndose la actividad a mas
de uno. Estos picos coinciden con la concentraciéon de metanol en que eluye la
microcina en la cromatografia por la precolumna (alrededor de 65%). Se tomé
el pico que se asocié a la mayor actividad bactericida, se concentré por vacio y
se inyect6 nuevamente a la columna. La Figura 9B muestra el resultado de este
cromatograma. El resultado es algo inesperado, ya que aparecen nuevamente
muchos picos de proteinas, los cuales posiblemente son producios de distintos
grados de agregacién de la microcina. La actividad de la microcina va asociada
a los picos que eluyen a una concentracién de 67% de metano! (33 min).

El pico de proteinas que eluye a 67% de metanol y que tenia asociada la

actividad de la microcina fue concentrado y microsecuenciado en el Centro de
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Figura 9. Perfil cromatogréfico de la microcina E492 proveniente de una
columna C; (Vydac). A. Se concentraron 700 L de microcina proveniente de
Sep Pak Cqg y 'se inyectaron 20. uL en una columna C4 Vydak. Se aplicd un
gradiente de metanol/agua 5- 100% en 60 min con un flujo de 0,5 mL/min. Se
colectaron fracciones de 0,5 mL y se determind la actividad depos:tando 5 puL
sobre un césped de una bacteria sensible. Las flechas indican los picos con
actividad de microcina. B, Ei pICO correspondiente a la fraccion 47 min.(flecha

del centro, 9A) fue re-cromatograﬁado en la columna C; Vydak despues de

concentrar las fracciones a un. volumen de 20 ul.. Se aplicé un gradiente de

metanol/agua 30-100%. La ﬂecha indica el pico con actividad de mlcrocma
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Investigaciones Biologicas, Madrid, Espafia. El resultado de esta

microsecuenciacion es el siguiente:

Thr

Gly hep

X-X- Y "N Met - Pro - Asn - Thr
Glu

De esta microsecuenciacion sdlo fue posible tener certeza de sélo 3

aminoacidos, va que los otros 2 tienen mas de una posibilidad.

Microscopia electrénica y espectroscopia de fluorescencia y UV-visibh:e, de
fa microcina E492. Al concentrar por evaporacion o bafic maria las
preparaciones de microcina provenientes del eluido en metanol 95% del Sep
Pak, se observaba que la solucién se ponia turbia. Esta turbidez disminuia'
cuando se agregaba metanol, no asi cuando se agregaba agua. Una
explicacion para este fendmeno es que la microcina en soluciones acuosas
forme estructuras agregadas, debido a la fuerte naturaleza hidrofébica de esta
proteina, y esta agregacion le da la turbidez a las soluciones cuando se evapora
el metanol.

Para determinar si la microcina E492 de K. pneumoniae forma estructuras

agregadas, se hizo un estudic de microscopfa electronica, usando
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preparaciones de diferentes concentraciones de metanol. En presencia de
metanol 95% (Figura 10A), la microcina presenia agregados amorfos dé
estructuras pequenas, en cambio en presencia de 50% metanol (Figura 10B)
presenta ‘ estructuras agregadas asociadas a un cuerpo esférico que,
posiblemente se trate de la matriz de silica a la cual estd unida Cis. A esa
concentracion de metanol la microcina se uniria a esta resina. La presencia de
estos residuos de la resina es posiblemente consecuencia dei procedimiento al
vacio que se realiza para pasar por el Sep Pak Cy3 1 L de sobrenadante de
cultivo. Este resultado indicaria que la microcina formaria estructuras
agregadas, las que se acentuarian dependiendo de la proporcion de metanol en
que se encuenira.

Con el objetivo de ampliar la informacién acerca de la influencia del
solvente en la estructura de la microcina, se caracterizaron las propiedades
fluorescentes de la microcina en diferentes solventes. El espectro de excitacion
de la microcina en metanol 5% y en agua se muestran en la Figura 11 (lineas
continua y discontinua, respectivamente), en gue la longitud de onda de emisién
utilizada fue de 359 nm. La preparacion de la microcina en agua se realizé
tomando 500 pl de la microcina en metanol 95% y evaporando el soivente
mediante centrifugacion al vacio hasta un volumen de 40 pl., completando a 500
plL con agua. El aspecto de esta solucién fue opalescente. Se analizaron los
espectros de emision de la n;icrocina en metanol 85% y en agua excitando los

triptéfanos a 295 nm (Figura 11, espectros de la derecha), observandose que la
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Figura 10. Microfotografia electrénica de la microcina E492. La tincién se
realizd con acetato de uranilo 0,5%. A. Microcina en metanol 95%, [a barra
corresponde a 0,5 um. B. Microcina en metanol 50%, la barra corresponde a
0,2 um.
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Figura 11. Espectros de excitacidn (exc) y emisién (em) de fluorescencia
de la microcina en metanol y agua. Las determinaciones de excitacion (exc)
se realizaron midiendo la intensidad de la fluorescencia a 364 nm. La ranura de
excitacion fue de 10 nm; la escala de intensidad de fluorescencia para la
microcina en agua fue aumentada:3,3 veces para obtener una seiial equivalente
a la microcina en metanol. Los espectros de emision (em) se hicieron excitando
la muestra a2 295 nm. La linea punteada corresponde a la muestra de microcina
en agua (ranura de emisién 10 nm) y la linea continua a la microcina en metanol
95% (ranura de emisién 5 nm).
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microcina posee fluorescencia intrinsica dada por tripiéfano. El espectro de
emision de la microcina E492 en solucién acuosa se muesira en la misma Figura
11. Al comparar los espectros de emision tomados con diferentes solventes, se
observa un corrimiento del maximo de intensidad de fluorescencia hacia el rojo,
lo que indica que el ambiente para los triptéfanos es mas hidrofilico que en el
espectro de la microcina en metanol. Esto quiere decir que él o los triptéfanos
quedan expuestos al agua. Por otro lado, la menor intensidad de fluorescencia
de la microcina en solucién acuosa (ver leyenda Figura 11, se cambi6 la escala
y la ranura de emisién para observar una sefial comparable a la de la microcina
~en metanol) podria deberse a un apagamiento por la turbidez de la solucién, por
apagamienio por los grupos carbonilos, pero también es probable que la
microcina sufra cambios en solucidon acuosa gue alteran su conformacién
ocultando sitios que contienen triptéfanos.

Se determindé el espectro de absorcién UV-visible en las condiciones
acuosas y en presencia de metanol, los que se muestran en la Figura 12. En
estos espectros se puede observar que en solucién acuosa hubo un corrimiento
de los picos y que el pico a 275 nm que se observé en presencia de metanol, ya
no aparece cuando se cambia el solvente a agua, indicando un cambio en el

estado de agregacion de la microcina. Estos resultados concuerdan con los

estados de agregacion observados en las microfotografias electrénicas.
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Figura 12. Espectros de ahsorcién UV-visible de la microcina E492, En A
y B, espectros de absorcion de la microcina en agua y metanol,
respectivamente. 500 pl de microcina en metanol 95% proveniente de la
elucidn de Sep Pak se evaporaron y se resuspendieron en igual volumen de
agua.
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CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE LA MICROCINA E492

La microcina E492 provoca en las células sensibles una disminucion
intracelular de algunos metabolitos como leucina, serina, fenitalanina y acido
diaminopimélico (De Lorenzo y Pugsley, 1985). Estos autores observaron que
células cargadas con el i6n lipofilico tetrametilfosfonio (TTP’) tratadas con
microcina, liberaban el TTP" al medio, determinandose de este modo que el sitio
de accién de la microcina es la membrana citoplasmatica.

Con el objeto de establecer si el mecanismo de accidn de la microcina es
mediante la formacién de canales idnicos, se realizaron experimentos en

bicapas lipidicas {para explicacion del método ver Figura 4 en seccidén Métodos).

Formacién de canales iénicos por la microcina E492. Se evapord una
alicuota de microcina proveniente del eluido de Sep Pak Cqg (100 a 300 ul) al
bafio marfa, y se sumergié una punta de micropipeta cortada en uno de sus
lados en la solucion concentrada de la microcina, pincelando la membrana con
ésta. Al aplicar un potencial constante de +40 mV a la membrana y usuaimente,
antes de 10 min se observaron fluctuaciones discretas de corriente que se
interpretaron como la incorporacion de canales idnicos a la bicapa lipidica. La
Figura 13 muestra una secuencia en la que se incorporarcn consecutivamente 3

canales aumentando la corriente que pasa a través de la membrana en saltos

discretos de la misma magnitud. La Figura 14 muestra el registro de un canal
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Figura 13. Incorporacion escalonada de canales de microcina E492 a la
membrana lipidica. La membrana estaba compuesta por PE de cerebro en
presencia de KCI 100 mM, MES 10 mM, pH 6,7. El potencial aplicado fue de -40

mV.
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Figura 14. Registro de un canal formado por la microcina E492. La
membrana estaba compuesta por PE de cerebro en presencia de KCI 100 mM,
MES 10 mM, pH 6,7. Los estados de conductancia se sefialan como 1, 2y 3.

El potencial aplicado fue de = 40 mV.
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unico, que presenta preferentemente 2 estados de conductancia, que se
sefialan como 1 y 2. En esta figura también es posible observar un fercer
estado de conductancia, que no era visitado con la frecuencia de los otros, por
lo cual no se considero en el andlisis de las caracteristicas electrofisioldgicas.

Una de las propiedades que caracteriza cada canal idnico es su
conductancia, que represenia el namero de iones que atraviesan el canal por
unidad de tiempo a un determinado potencial aplicado. El valor de la
conductancia se obtiene de la pendiente de las curvas de corriente vs voltaje
(curvas I/V). Para determinar la conductancia del canal de la microcina, se
realizé un registro de canales de microcina en condiciones simétricas de KCI
100 mM aplicando potenciales entre £ 100 mV. Se graficaron los valores de
corriente en funcién al potencial aplicado como se muestra en la Figura 15. En
estas condiciones la curva I/V no es lineal, a potenciales negativos el canal de
microcina presenta un valor de conductancia menor que a potenciales positivos
{110 pS calculado para -60 mV). Incluso se observa que la pendiente tiende a
disminuir a medida que los potenciales se hacen mas negativos. Por otra parte,
a potenciales positivos la conductancia va aumentando y llegando a un valor de
160 pS (a +60 mV). Este comporiamiento de la curva | vs V significa que el
canal se comporta como un rectificador de la corriente lo que sugiere que el
poro es asimétrico.

Los canales i6nicos pueden ser selectivos a cationes o aniones, es decir,

mas permeables a uno u otro i6n. Para determinar la selectividad de un canal,
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Figura 15. Relaciones corriente-voltaje del subestado 2 del canal de la
microcina E492. La bicapa era de PE de cerebro. Inicialmente los registros se
hicieron en condiciones simétricas, de KCI 100 mM, MES 10 mM pH 6,7 (®).
Luego se llevé la concentracion de KCI del lado cis a 240 mM KC! (o).
Finalmente se hicieron registros en condiciones simétricas de KCl 240 mM (A).
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se debe realizar la curva I/V en condiciones asimétricas, es decir, en presencia
de un gradiente de conceniracién de la sal a través de la membrana. Al
aumentar a concentracion de KCI en el lado cis, la corriente a un potencial de 0
mV puede tener un valor positivc o uno negativo al abrirse el canal. Sila
corriente es positiva, el canal es cationico. Si la corriente es negativa, es
anidnico.

Para determinar la selectividad del canal de microcina, primero se analizd
el comportamiento de este canal en condiciones simétricas, es decir, en
presencia de KCl 100 mM en ambos compartimientos. Luego el canal se
expuso a condiciones asimétricas aumentando la concentracién de KCl a 240
mM en el lado cis y se determind la relacion corriente vs voltaje aplicado en
estas condiciones (Figura 15). En la figura se observa que el canal es catidnico.
El valor del potencial de inversién (Vi) obtenido experimentalmente fue de -19
mV. Utilizando la ecuacion de Goldman-Hodgkin y Katz (Hodgkin y Katz, 1949)
se obtuva un valor de razén de permeabilidad K'/CI” de 13,2, es decir, el K* es
13,2 veces més permeable que el CI.

La selectividad del canal a diferentes cationes monovalentes se
determiné cambiando la sal de KCI 100 mM del lado cis por otra que contiene Ia
sal de CI' de otro catién monovalente a la misma concentracion, manteniendo la
solucién de KCI 100 mM en el iado trans (condiciones biibnicas). En estas
condiciones biidnicas se determinaron las relaciones corriente-voltaje y los

potenciales de inversién. El resultado de este analisis se muestra en la Figura
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16. A potenciales negativos el canal presenta una conductancia semejante en
las soluciones analizadas, debido a la rectificacién a los potenciales negativos.
En cambio, a potenciales positivos, se observa que la conductancia del canal es
diferente para diferentes cationes. Esto indica que a voltajes positivos el canal
conduce preferentemente unos cationes mas que otros.

La selectividad del canal de microcina para cada uno de los cationes
probados se obtuvo a partir de los valores de los potenciales de inversion (Tabla

V). Esto dio el siguiente orden de seleciividad:

Tris" <Li* =Na" < Cs" = Rb" = K'< NH,*

La preparacion de microcina utilizada para la caracterizacion
electrofisiologica provenia del eluido en metanol 95% del Sep Pak, por lo que no
es pura. Para eliminar cualquiera duda que pudiese surgir por el estado de
purificacién de la microcina empleada, se analizé la capacidad de formar
canales inicos a partir de una fraccidn activa obtenida de un pico de la pre-

columna C4 de HPLC. Esta fraccién formdé canales idnicos con las mismas

caracteristicas que las de la preparacién no purificada. Asimismo, se analizé un
eluido de una banda de microcina proveniente de un gel de poliacrilamida -
SDS. Este eluido también formé canales idnicos, pero dichos canales
presentaron un comportamiento alterado, debido probablemente a

contaminantes del gel de poliacrilamida. De este modo se comprobd que la
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Figura 16. Relaciones corriente-voltaje del canal de microcina E492 en

condiciones biiénicas en diferentes soluciones salinas.

La membrana

estaba constituida por POPE:PC en una relacién de 8:2 en MES 10 mM, pH 6,7.
En la figura se indican las sales empleadas de cada una de las curvas. Los
valores de corriente graficados corresponden a los del subestado 2.




30

TABLA V.

Potenciales de inversién y razones de permeabilidad del canal de la

microcina a diferentes cationes.

Catién Vi, 2 Pk/Px"  Radio iénico ©
(mV) {nm)
Li* 5,29 0,81 0,6
Na* 7,29 0,75 0,095
K" 0,17 1,00 0,133
Rb* -2,38 1,10 0,148
Cs' -1,33 1,05 0,169
NH,* -10,56 1,52 0,15
Tris* 33,57 0,26 0,29

a El potencial de inversién (Vi) se calculé a partir de la interseccion horizontal
de las curvas de segundo orden de la figura 18. '

b La razén de permeabilidad se calculé considerando que la permeabilidad al
Cl'es 0 por ser el canal selectivo a cationes. Se utilizd la expresion:
Vinv = 58 log (Pk / Px); (Hodgkin y Katz, 1949),

C Los datos del radio i6nico se obtuvieron de Cecchi (1985) y Koryta (1982).
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capacidad de formar canales iénicos esta dada por la microcina £492 ¥y no por

posibles contaminantes que acompaiian la preparacion de Sep Pak.

Efecto de la quimiotripsina sobre la actividad de los canales i6nicos
formados por la microcina E492. En la seccién de Resultados se describid
que la guimiotripsina corta proteoliticamente e inactiva a la microcina. Esta
proteasa fue escogida para estudiar el efecto que tendria la remocion de un
fragmento de la microcina sobre los canales iénicos. La Figura 17 muestra que
el comportamiento del canal no se ve aiterado cuando la quimiotripsina se
agrego en el lado cis (trazos ¢ y d). En cambio, cuando esta proteasa se
adiciond en el lado #rans, se produjo un cambio en la cinética del canal: a +40
mV el canal se estabiliza en el subestado 2, en el que se mantuvo por un largo
periodo de tiempo. Este efecto fue reproducible cuando se estudiaron canales
provenientes de otras preparaciones de microcina. Este comportamiento se
podria explicar por el corte de una parte de la microcina que forma el canal,

posiblemente aquella que participa en esa transicién.
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Figura 17. Efecto de la quimiotripsina sobre la actividad del canal iénico
formado por la microcina en bicapas lipidicas. Se muestran registros de
corriente del canal de microcina siguiendo la secuencia en que se agregaron los
reactivos. En a y b: actividad del canal control: ¢ y d: 0,7 mg/mL de
quimiotripsina en el lado cis de la membrana; e y f: 0,7 mg/mL de quimjotripsina
en el lado trans de la membrana. Los registros se hicieron a +40 y -40 mV en
solucion salina de KCI 100 mM, MES 10 mM, pH 6,7.




83

CARACTERIZACION GENETICA DE LA MICROCINA E492

Los resultados de de Lorenzo y Pugsley (1985) en relacién a la blsqueda
de ios genes de la microcina en los dos plasmidios que posee K. pneumoniae
RYC492 indican que la microcina podria estar codificada en el cromosoma. Por
lo tanto, se intentd el clonamiento con el DNA total de la bacteria, cromosomal y
plasmidial. La primera estrategia fue usar las técnicas clasicas de clonamiento,
consistentes en la digestién parcial del DNA total de K. pneumoniae, posterior
ligacidn a un vector de clonamiento y transformacion de E. coli. La seleccion de
las posibles transformantes productoras de microcina se realizé mediante
plaqueo en réplica de las colonias sobre placas de agar con césped de una
bacteria sensible a la microcina. De este modo seria posible visualizar los halos
de inhibicion alrededor de la colonia productora. Por otro lado, si las
transformantes son crecidas por toda la noche, se favorece el crecimiento de las
posibles productoras de microcina, ya que las demas serian eliminadas por la
actividad bactericida de la microcina. Mediante esta estrategia, se probaron
distintas enzimas de restriccion para la digestién del DNA, como también
vectores y bacterias receptoras, pero no se obtuvo ninguna colonia productora
de microcina entre las transformantes. Debido a la posibilidad de que la
expresién de la microcina pudiese ser género especifica, se intentd el
clonamiento in vivo mediante la infeccién con el fago Mu. El fago utilizado

correspondié al Muc(Can) que lleva la resistencia a cloranfenicol, antibistico

O
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frente al cual la Klebsiella es sensible. Ademés de tener las caracteristicas de
un transposon, posee un represor del ciclo litico termosensible, es decir las
funciones liticas del fago Mu se expresan cuando la temperatura de incubacién
se eleva a 42°C y se mantiene en forma liségena a 30°C. El fago Mu infecta a
la bacteria y se integra al DNA al azar, generando de este modo mutantes.
Estaba descrito que el fago Mu no infecta Klebsiella, salvo que ésta sufra una
mutacion a nivel de sus componentes de! lipopolisacarido. Como K
pneumoniae RYC492 resultdé ser resistente a la infeccién, se realizé una
mutagénesis quimica usando el reactivo dietilsulfato {Des) con el fin de obtener
mutantes sensibles a la infeccion. Para ello se aislaron colonias mutagenizadas
y cada una de las placas se replicaron sobre 2 placas que contenian et fago Mu
en presencia de cloranfenicol mediante la técnica de réplica con terciopelo. Una
de estas réplicas fue incubada a 30 °C y la segunda a 42 °C. A 30 ° crecerén
aquellas colonias liségenas y a 42 ° no creceran, pues serian lisadas por el
fago. Después de eliminar las resistentes esponténeas al cloranfenicol y las
colonias termosensibles, se obtuvo 14 colonias resistentes a cloranfenicol
sospechosas de ser sensibles a la infeccion por fago. Estas supuestas
lisdgenas no lisaron en medio liquido cuando se crecieron a 42 °C,
temperatura a la cual el fago Mu entra al ciclo litico lisando la célula infectada y
produciendo particulas virales, por lo cual se concluyd que el fage Mu presenta
dificuitades para completar el ciclo litico.

Se utilizé una tercera estrategia que es el clonamiento en un cosmidio.

5
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Mediante la primera estrategia de clonamiento en plasmidios es dificil clonar
grandes fragmentos de DNA. Los genes descritos para colicinas y microcinas
se encuentran organizados en operones, siendo 5.000 pb el tamafio promedio
de estos operones. Es posible gue los §enes de la microcina ocupen una region
del DNA de mayor tamafic o no estén localizados en forma contigua, lo que
haria dificil el clonamiento en fragmentos pequefios de DNA. Para obtener
mediante clonamiento una transformante productora, ésta debe adquirir al
menos dos genes: el gen estructural de la microcina y el gen o genes que le
confieren la inmunidad a la cepa productora. Para minimizar la posibilidad de
que sea el tamafio del DNA el problema de clonamiento y también para
aumentar varias veces la representatividad del genoma de Klebsielfa, se decidid
usar el protocolo de empaguetamiento in vitro en cabezas de fago A utilizando el
cosmidio pHC79, que estd constituido por DNA del plasmidio pBR y un
fragmento de DNA del fago A con el sitio cos. En este protocolo, el DNA se une
al sitio cos, el que es reconocido en este proceso por las proteinas del fago y lo
encapsida, permitiendo el clonamiento de fragmentos de DNA de tamarios
mayores a 30 Kb. La Figura 18 muestra esta estrategia de clonamiento y los

resultados se detallan a continuacién.

Obtencién del DNA total de K. pneumoniae RYCA492. K. pneumoniae es una

bacteria bacilar gram negativo que presenta una abundante capsula. La

preparacion de DNA total (cromosomal y plasimidial) de esta bacteria mediante

o
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Figura 18. Estrategia de clonamiento de los genes que
microcina E492,
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expresan la
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el método de la lisis alcalina (Sambrook y cols., 1989) se vio alterada por la
capsula, dandole la apariencia de digerido parcial y haciendo dificil su digestién
posterior. Es por ello que se debid usar el protocolo descrito por Ausubel y cols.
(1992), que utiliza el reactivo CTAB, con lo que se obtiene un complejo.con los
polisacaridos, separandolos del DNA. De este modo fue posible obtener el DNA
de Klebsiella, el que fue digerido parciaimente con la enzima Sau3A1 (Figura
19A). Este DNA (377 pg) digerido parcialmente se sometié a una centrifugacion
en gradiente de sacarosa 40 al 10% (28.000 rpm por 24 h en un rotor SW40 a
20°C) y se analizaron Ias fracciones del gradiente en geles de agarosa (Figura
19B). Las fracciones que presentaron un tamafio de DNA igual o superior a 15
Kb se precipitaron y concentraron para ser utilizadas en la siguiente etapa. Una
alicuota del resultado de esta preparacion se muestra en la Figura 19C. Este
DNA fue unido al cosmidio pHC79 digerido con BamHlI, (pHC es un derivado de
pBR322, que posee un fragmento de DNA del fago A con el sitio cos, ver Figura
18). Se realiz6 el empaquetamiento in vitro segin el protocolo descrito por
Stratagene (Gigapack Il Plus), agregando 3 pL de DNA ligado. El titulo del
empaquetamiento fue de 8,6 x 10° transductantes/mL, lo que esta dentro de lo
esperado (1 x 10° - 1 x 10° transductantes/mL). Se infectaron células de E, coli
VCS257 y se amplificd por 1y 3 h, se agregé DMSO a una concentracion final
de 20% o glicercl a una concentracion final de 50%, y se guardé Ia genoteca a

-80°C.

En la primera bisqueda de clones productores de microcina en la
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Figura 19. Digestion parcial del DNA tota! de K. pneumoniae RYC492 con
Sau3A1 y andlisis de las fracciones del gradiente de sacarosa. Las
fotografias corresponden a geles de agarosa al 1% y posterior tincién del DNA
con bromuro de efidio. A. Carril 1: DNA de A digerido con Hindlll, 23,1; 9,4;
6,6; 4,4, 2,3 y 2,0 Kb, indicados con las barras. Carril 2. Control sin digerir del
DNA total de K. pneumoniae. Los carriles 3 y 4 corresponden a dos muestras
de digestiones parciales del DNA total de Klebsiella con Sau3A1. B. Se
muestra el analisis electroforético de las fracciones recogidas del gradiente de
sacarosa. El ultimo carril de la derecha corresponde al DNA de A digerido con
Hindill. C. Carril 1: DNA de A digerido con Hindill; carril 2: Fracciones
colectadas del gradiente de sacarosa con un tamafio superior a 15 Kb; carril 3:
DNA de K. pneumoniae control sin digerir.
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genoteca, se analizaron 6.830 colonias, encontrandose 3 clones productores de
microcina, clones E1, E2 y E3. La Figura 20 muestra una réplica sobre césped
bacteriano de una placa de agar en donde se aislaron colonias de la genoteca.
Alrededor de una de las colonias se cbserva un pequefio halo de inhibicién del

crecimiento de la cepa indicadora (E. coli BL21 1102, resistente a ampicilina).

Actividad de la microcina del clon E1 frente a una cepa mutante en TonB.
Esta descrito que la microcina E492 de K. pneumoniae necesita como receptor
en la bacteria sensible a la proteina TonB (Pugsley y cols., 1986). Se determiné
si una cepa mutante en esta proteina es resistente a la accién de la microcina.
Para ello se deposité una alicuota de la microcina purificada a partir del cultivo
del clon E1 y de K. pneumoniae RYC492 sobre un césped de la cepa mutante
(E. coli X8605). El césped no mostré un halo de inhibicién de crecimiento, lo
que es consistente conque esta actividad corresponde a la microcina de K
pneumoniae clonada en el DNA inserto en el cosmidio.

Purificacion y caracterizacién de fa microcina proveniente del clon E1. Se
purificé microcina a partir del sobrenadante de 1 L de cultive del clon E1 por el
procedimiento habitual. La visualizacién de la banda de microcina proveniente
de este clon se muestra en la Figura 21, carril 3. La banda de microcina de esta

preparacion se presenta en forma difusa comparada con la microcina

proveniente de la preparacién de K. pneurnoniae (carriles 2 y 4). Se caracterizé
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Figura 20. Seleccion de clones productores de microcina desde la
genoteca. La fofografia muestra una placa de agar con un césped de E. cofi
BL21 11a2, sobre el cual se sembraron mediante plaqueo en réplica colonias
aisladas de la genoteca. La flecha indica el Unico clon positivo en la produccién
de microcina y que presenta un halo de inhibicién del crecimiento a su alrededor.




91

i J

Figura 21. Visualizacion de la banda de la microcina E492 obtenida del
clon E1 mediante marcacién con FITC. La foto muestra una electroforesis en
gel de poliacrilamida-SDS-urea de ia microcina proveniente de! sobrenadante
del cuitivo del clon E1 (carril 3} y de K. pneumoniae RYC492 (carriles 2 y 4).
En los carriles 1 y 5, estandar de PM marcado con FITC (14.440; 10.600;
8.160; 6.210). La preparacion y marcacion de las muestras con el reactivo
fluorescente FITC se detallan en métodos. La flecha indica la migracién de la
banda de la microcina.
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la actividad de la microcina del clon E1 frente a la accién de pH extremos y
frente a alta temperatura. La actividad de la microcina recombinante resulté ser
resistente a la accién del acido, pero sensible frente al alcali, igual al resultado
obtenido con la microcina proveniente de K. pneumoniae. La actividad se
mantuvo estable cuando se incubd la microcina en 95% metanol en bafio maria
por 10 min.

Se determind si esta microcina clonada en E. coli presenta actividad de
formar canales ionicos en bicapas lipidicas. Se observé actividad de canal
idnico con la microcina del clon E1 y que posee caracteristicas similares al canal
de la microcina de Klebsiella, de naturaleza catiénica y con varios subestados.
En este caso, el registro presenté més de 5 estados de aperiura del canal, por lo
que resultd dificil cuantificar la distancia entre estos estados, distancia que se

relaciona con la intensidad de corriente que pasa por el canal.

Inestabilidad del clon E1 frente a la produccién de microcina E492. Una
colonia positiva del clon E1 se crecié en medio de cultivo liquido, a partir del
cual se aislaron nuevas colonias, determindndose la actividad de estos clones
mediante la técnica de la réplica con terciopelo sobre un césped bacteriano
sensible a la actividad de la microcina y resistente a ampicilina (E. cofi BL21
11a2). Solo un porcentaje de las colonias aisladas de estos cultivos

presentaron actlividad. Se analizé6 en forma cuantitativa la estabilidad de los

clones positivos aislados de la genoteca en subcultivos sucesivos. En la Tabla
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VI se muestra el resultado de este andlisis para tres traspasos del clon Ef1,
resultando ser notoriamente inestables. Para caracterizar este DNA, se extrajo
el DNA plasmidial a partir de una colonia productora de microcina del clon E1.
La Figura 22A (carril 2) muestra el DNA obtenido de este clon, el que presenta
una migracién sobre un tamario de 25 Kb, ya que la primera banda de! estandar
de DNA de A digerido con Hindlli tiene un tamario de 23,1 Kb. Digestiones de
este DNA con las enzimas Sall y Hindill se muestran en la Figura 22B. La
digestion con Hindlll muestra al menos 3 bandas {(carrif 4) y con Sall 5 bandas
(carrit 3). En esta figura se observan digestiones parciales cuyas bandas
presentan menor intensidad. También se prepard DNA a partir de una colonia
del clon E1 que perdio la capacidad de producir microcina. El patrén de
digestion del DNA del clon E1 productor de microcina con Hindlll (Figura 22B,
carril 4) no fue idéntico a {a digestién con Hindlll del DNA proveniente de
cultivos no productores de microcina (Figura 22C, carril 2), obviando las bandas
producto de una digestion parcial. Los resultados no permiten descartar la
. posibilidad que la pérdida de la produccién de la microcina se deba a deleciones
o rearreglos mayores del DNA.

La cepa utilizada para la preparacién de esta genoteca fue E. coli
VCS257. Para descartar que la inestabilidad de los clones positivos se deba a
un problema cepa especifico de la bacteria receptora de estos cosmidios, se

transformé con DNA extraido de un clon positivo las cepas de E. coli XL1Blue y

DHSa. El resultado de la transformacion en XL1Blue con este DNA dio una baja




94

TABLA V1.

Estabilidad de la expresion de la microcina E492 en el clon E1.

Traspaso Colonias Colonias Mce® % Colonias
totales Mcet
1 417 185 44
2 356 152 43
3 223 156 70

Se toméd una colonia productora de microcina del clon E1 crecida en una
placa de agar LB con ampicilina, se sembré en caldo LB en presencia de
ampicilina y se incubd por toda la noche a 37°C. Diluciones de este culfivo se
sembraron en placas de agar LB + Amp con separacion de colonias, las que se
replicaron sobre un césped de E. coli BL21 1102, en agar LB + Amp. De esta
segunda placa se tomaron 2 colonias productoras de microcina rePitiéndose dos
veces el traspaso. Se cuantificaron las colonias productoras (Mcc”) de cada uno
de los traspasos, las gue se expresan en %.
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Figura 22. Andlisis del DNA plasmidial del clon E1. Fotografias de tres
geles de agarosa al 1%. A: Carril 1: DNA de A digerido con Hindlll (23,1; 9,4;
6,6; 4,4; 2,3; 2,0 Kb); carril 2, DNA plasmidial extraido del clon E1(Mcc’). B.
Carril 1, DNA de A digerido con Hindlll; carril 2, doble digestién de pE1(Mcc’)
con Hindlll y Safl; carril 3, pE1(Mcc’) Sall; carril 4; pE1(Mcc’)/Hindlll. C.
Carril 1, DNA de A digerido con BstEll (14,1; 8,5; 7,2; 6,4; 5,7; 4,8; 4,3; 3,7; 2,3;
1,9; 1,4; 1,3 Kb); carril 2, pE1{Mcc’)/ Hindlll.
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eficiencia, obteniéndose sdlo 18 colonias transformantes mediante seleccion con
ampicilina. De estas 18 colonias, sélo 1 dio actividad de microcina en la réplica
sobre césped. Cuando se empleé la cepa DH5a, se obtuvo alrededor de 450
transformantes, de las cuales sélo 3 expresaron la microcina. Estos resultados
descartaron que [a inestabilidad 'de! clon E1 se deba a un problema cepa
especifico de la bacteria receptora del cosmidio recombinante. Por otro lado, se
demostrd que la actividad de'la microcina es transferida a través del DNA
plasmidial aislado del clon E1. El bajo rendimiento en la transformacién podria
explicarse por el gran tamafio ‘del cosmidio recombinante y porque el DNA
aislado de un clon positivo resulta en la segregacién de este caracter y, por lo
tanto, hay una mezcla de DNAs. Como se describié mas arriba, los cambios en
el DNA (posibles rearreglos, deleciones o inserciones) no fueron evidentes al
digerir este DNA con Hindlli*(Figura 22C), pero no pueden ser descartados. Por
ofro lado, al utilizar el DNA del clon E1 no productor para transformar la cepa
VCS257, siempre se obtuvo un 100% de clones no productores, indicando que
la forma no productora del DNA es permanente. Sin embargo, estos clones no

productores conservan la inmunidad para la actividad de la microcina.

Anilisis del DNA del clon E1. Se realizd una digestién semipreparativa del
plasmidio del clon E1 con Hindlll y luego se religd, con el objetivo que se

produjeran reordenamientos del DNA, con menos fragmentos. Con este DNA

religado se transformaron las cepas XL1Blue y DH5. Con ia primera se obtuvo
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33 transformantes y con la segunda, 224, de las cuales ninguna fue positiva
para la actividad de microcina. Es probable que Hindllll corte el DNA pE1 en
algtin gen esencial para la expresion de la microcina generandose un fragmento
muy pequefio, el que se pierde en la ligacidn. Se debe considerar ademas que
el DNA que se preparé proviene de una poblacién que permanentemente esta
segregando en productora y no productora de microcing, lo que disminuye la

probabilidad de encontrar un transformante positivo.

Caracterizacién de otros clones positivos. la inestabilidad de los clones
productores de microcina representa un problema para realizar
subclonamientos, por lo cual se siguid buscando en la genoteca de DNA de
Kiebsiella pneummoniae RYC492 clones productores de microcina que
presentaran estabilidad frente a este caracter. Se encontraron 4 nuevos clones
con actividad de microcina (J, VS21b, VS21a y VS1-3). Se determind la
estabilidad de este caracter (Tabla VII), encontrandose que uno de ellos era
100% estable en la produccion de microcina (clon J). Para verificar que este
clon era estable independientemente de la cepa bacteriana, se aislé el plasmidio
y se transformd E. coli DH5a. Las transformantes productoras de microcina
fueron analizadas en subcultivos sucesivos (Tabla VIil). El clon J mostrd
nuevamente que es 100% estable en la produccién de microcina, independiente
de la cepa, en tanio, los otros clones mantuvieron la caracteristica de

inestabilidad.
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TABLA VI

Estabilidad de la expresion de la microcina E492 en otros clones.

% Mcc+
Subcultivo

CLON 1 2

J 100 100
VS21b 80 98
VS21a 40 23
VSi-3 a5 100

E1 82

El procedimiento experimental de los subcultivos se explican en la
leyenda de la Tabla V.




TABLA Vili.

Estabilidad de la expresién de la microcina E492 en distintas cepas

bacterianas.

TRASPASO CEPA COLONIAS COLONIAS %
TOTALES Mcc+ Mecc+
1 VCS257fpd 133 133 100
1 VCS257/VS1-3 101 a3 92
1 DHS5a/pJ 152 152 100
1 DH5/VS1-3 125 119 S5
2 V(CS8257/pd 24 24 100
2 VCS257WV/S1-3 41 33 80
2 DHSa/pd 143 143 100
2 DH50/\/51-3 106 58 54
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El procedimiento experimental de los subcultivos se explican en la

leyenda de la Tabla V.
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Comparaciér; de los DNAs de los clones E1 y J. En ia Figura 23 se muestra
una comparacién de las digestiones del DNA con la enzima Hindill del clon E1y
el clon J. El DNA de pJ presenta al menos 5 bandas de 19,5; 17,4; 10,0; 46 y
1,7 Kb, lo que da un tamaifio total de 53,2 Kb. EI DNA del clon E1, en cambio,
presenta 5 bandas con un tamafio estimado en 24,2; 10,1; 8,9; 7,5 y 2,7 Kb con
un tamario total de 53,4 Kb. De esta comparacién no es posible establecer la

existencia de fragmentos comunes entre los DNA de ambos clones.

Purificacién y caracterizacién de la microcina del clon J. Se purificd
microcina desde el sobrenadante del cultivo del clon J siguiendo el protocolo
descrito para la microcina de K. pneumoniae. La actividad de este eluido fue
menor (DMl = 1/32) que el obtenido con la microcina de K. pneumoniae (DMl =
1/128-256), posiblemente debido a las dificultades que presenta la cepa
transformante de E. coli de crecer en medio minimo suplementado con glucosa.

Se analizd en geles esta preparacién de microcina proveniente del
sobrenadante del clon J, donde apenas es posible observar la banda de
microcina. Tal como se comentd para el clon E1, es posible que los
sobrenadantes de E. coli contengan otras proteinas que se unen a Sep Pak Cig,
ya que los geles muestran una mancha difusa con una migracién
correspondiente a un tamario menor a 6.000.

La actividad de esta microcina se caracterizé frente al efecto de

temperatura, resultando resistente a un calentamiento al bafio maria por 10 min.
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Figura 23. Digestiones del DNA plasmidial pJ y pE1. La fotografia muestra
un gel de agarosa al 1%, luego de tefiir el DNA con bromuro de etidio. Carril 1:
pd; carril 2: pJ/Hindlll; carril 3: estandar de PM, DNA de A digerido Hindlll
(23,1; 9,4; 6,6; 4,4; 2,3; 2,0 Kb); carril 4. pE1/ Hindlll.
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De esta misma forma fue concentrada ija muestra para el analisis
electrofisiolégico, por lo tanto su actividad tanto in vivo como in vitro no se vio
afectada. Al igual que la microcina de K. pneumoniae, la microcina purificada
del clon J no presentd actividad en cepas mutantes en el receptor TonB.

La microcina obtenida del clon J se ensayd para la formacion de canales
ibnicos en bicapas lipidicas. Ei canal mostré las mismas caracteristicas del
canal de la microcina de K. pneumoniae, esto es, la presencia de mas de un
estado, canal catidnico y asimétrico. El analisis de la curva I/V de este canal
(Figura 24) permitié determinar una conductancia de 160 pS para el potencial 60

mV'y de 97 pS para -60 mV.

Analisis del DNA del clon J. La preparacion de DNA plasmidial del clon J
presenté dificultades, ya que este DNA es de alto peso molecular y se degrada
con mucha facilidad. E! rendimiento en las exiracciones del DNA plasmidial
mediante el protocolo que usa la lisis alcalina en presencia de SDS fue bajo,
haciendo dificil el analisis. Para obtener buenas preparaciones de DNA, se usé
el sistema comercial de Qiagen. Este sistema se basa en la ruptura de las
bacterias por lisis alcalina, centrifugacién para eliminar los restos celulares y el
DNA cromosomal, y posterior purificacion del DNA en una columna. Para
aumentar el rendimiento se usd el medio PB que, por ser muy rico en nutrientes,
aumenta la masa celular. A pesar de las mdltiples precauciones tomadas, en

algunas preparaciones se obtuvo un DNA semidegradado.
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Figura 24. Registro (A) y relacién corriente-voltaje (B) de la microcina
E492 obtenida del clon J. La membrana fue de POPE:PC (4:1) en presencia
de KC| 100 mM, MES 10 mM pH 6,7.
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Con buenas preparaciones de DNA plasmidial del clon J se realizaron
digestiones con distintas. enzimas'de restriccién. En la Figura 25A se muestra
un gel de agarosa al 1% en donde se analizaron los fragmentos de DNA
obtenidos después de digerir con las enzimas EcoRIl e Hindlll. Con Hindlll
(Figura 25A, carril 3) es posible observar que se generan 5 fragmentos. ' La
suma de estos fragmentos daria un tamaiio total de airededor de 53,2 Kb (Tabla
1X), y como el cosmidio pHC79 tiene un tamafic molecular de 6,3 Kb, el inserto
seria de alrededor de 46,9 Kb. El corte con EcoRI (Figura 25A, carril 2) generé
5 fragmentos y se estima que la primera banda es un duplete por la mayor
intensidad relativa. El tamanio total estimado seria de 51,1 Kb (resumen en
Tabla IX). Esta diferencia en tamafios puede explicarse por la presencia de
cortes parciales 0 que a esa conceniracion de agarosa se pierden fragmentos
pequefics. Con estas enzimas se realizd una digestién preparativa en forma
independiente y se realizdé una ligacidén de esta mez_cla para obtener rearreglos
al azar. Se obtuvo un total de 1086 colonias transformantes (1059 con Hindlll y
27 con EcoRlI). Todas estas transformantes fueron negativas para la produccion
de microcina.

Siguiendo con el andlisis de digestion del pJ, se usaron las enzimas
BamHI y Sall. Como se observa en la Figura 25B, la enzima BamHI generd
alrededor de 12 fragmentos, con un tamario total aproximado de 42,1 Kb. A su
vez, la digestién con Safl genera 6 fragmentos con un tamafio ltotal aproximado

de 54,9 Kb. Se realizd una digestion preparativa del pJ con la enzima Safl y la
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A B
12 34 12345

Figura 25. Digestiones del DNA plasmidial del clon J. Se muestra un gel de
agarosa al 1% en donde se analizaron las siguientes muestras: A. Carriles 1y
4. estandar de PM, DNA de A digerido con BstEll (tamafios que se sefialan a la
derecha: 2,3; 1,9; 1,4; 1,3 Kb) y Hindlll (23,1; 9,4, 6,6; 44; 23; 2,0 Kb),
respectivamente; carriles 2 y 3: pJ digerido con EcoRl y Hindlll,
respectivamente. B. Carril 1: pJ digerido con BamHI|; carril 2. pJ digerido
con Sall: carril 3: DNA del clon J; carriles 4 y 5. estandar de PM, DNA de A
digerido con Hindlll y BstEll, respectivamente.
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mezcla de los fragmentos se ligaron al vector KS-Bluescript digerido a su vez
con la misma enzima y tratado con fosfatasa alcalina. Se transformé la cepa E.
coli DH5a y se obtuvieron 877 transformantes, ninguna de ellas positivas para la
produccion de microcina.

Para determinar cudl fragmento del DNA del clon J digerido con distintas
enzimas contiene el DNA del vector, se marcé DNA de pHC79 mediante el
metodo de “random primer” (Feinberg y Vogelstein, 1983 y 1984) y se usé para
hibridarlo con DNA del clon J digerido con las enzimas BstlV, Sall, Hindlll y
Smal. La fotografia del gel de agarosa y la autorradiografia se muestran en la
Figura 26. En las 4 digestiones (carriles 2 a 5) es posible observar una banda
que hibrida con el vector, que comresponderia a DNA refractario a la digestion,
pues en todos los casos presenta la misma migracion. E! vector esta presente
en la segunda banda de los fragmentos generados por las enzimas de digestién
BstlV y Smal (carriles 2 y 5, respectivamente), en la tercera banda con la
enzima Hindlll (carril 4) y en la primera y quinta banda de los fragmentos de
digestion con la enzima Sall (carril 3). Este Ultimo se explica por la presencia de
1 corte Sall dentro del vector, generando 2 fragmentos que hibridan con la

sonda usada.

Expresién de la microcina del clon J en medio de cultivo. La
expresion de la microcina en la cepa productora K. pneumoniae RYC492 ha sido

estudiada por de Lorenzo y cols. (1984), de Lorenzo (1985) y Orellana y Lagos
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Figura 26. Southern blot del DNA del clon J digerido con distintas
enzimas e hibridado con el cosmidio pHC79. En A se muestra la
autorradiografia de las digestiones que se muestran en B. El carril 1 y 6
corresponden al estandar de PM, DNA de A digerido con BstEll (14,1; 8,5; 7,2,
6,4, 57.48;43: 37,2319 14, 1,3Kb)y Hindlll (23,1, 9,4;6,6; 44, 23; 2,0
Kb), respectivamente; carril 2 al 5, DNA del clon J digerido con BstlV, Sall,
Hindlll y Smal, respectivamente; en el carril 7, DNA del cosmidio pHC79.
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(1996), quienes determinaron que se expresa en la fase exponencial para luego
decaer en la fase estacionaria. Se estudié el patrén de expresion durante el
crecimiento de la microcina producida por el clon J para establecer si se
comporta como la producida por K. pneumoniae. Se crecio el clon en medio LB
y PB y se determind la aclividad de la microcina en los sobrenadantes de los
cultivos, luego de eliminar las bacterias (ver Métodos). En la Figura 27 se
observa que la microcina se expresa fuertemente en ia fase exponencial y
disminuye en la fase estacionaria. La actividad fue expresada como el diametro
del halo de inhibicién y corregida por la masa celular expresada en unidades
Klett (Orellana y Lagos, 1996). El crecimiento del clon J en medio minimo
suplementado con glucosa ha sido dificultoso, logrdndose un crecimiento muy
pobre. Si se analiza mediante tincién de Gram una alicuota de estos cultivos se
encuentran solo restos celulares. Es posible que en medio minimo el clon J

produzca altas cantidades de microcina que afecta la cepa productora.

Subclonamiento del DNA plasmidial del clon J. El tamaiio del plasmidio de!
clon J es de alrededor de 50 Kb, lo cual representa un problema para hacer un
analisis genético por técnicas de DNA recombinante. Como un intento de
reducir este tamarfio, se subcloné el fragmento de restriccién BsV de 16 Kb,
que contiene al cosmidio (J. Chnaiderman y R. Lagos, resultados no

publicados). Este clon fue llamado clon JI y no presenté actividad de microcina,

pero si presentd inmunidad frente a la microcina. A continuacion se describen el
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Figura 27. Expresion de la microcina por el cion J en la curva de
crecimiento. La curva de crecimiento se inicid mediante la dilucién 1:10 de un
G2 cuitivo de toda la noche del clon J en medio LB en presencia de ampicilina. El

crecimiento se siguié por determinacion de la densidad Optica. A distintos
tiempos se tomaron muestras de 0,5 mL y se determind la actividad de
microcina como se detalla en métodos.
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mapa de restriccién y [a caracterizacion de la expresion de la inmunidad frente a

la microcina.

Anélisis del mapa de restriccién del clon JI. Se realizaron digestiones dobles
con las enzimas Hindlll y Sall, la que se muestra en la Figura 28A, carril 5. Se
observan fragmentos que tienen un tamaiio estimado en 7,6; 5,8 y 1,7 Kb que
sumados, dan un tamarfio de 15,1 Kb. En el carril 4 se muestran los dos
fragmentos generados por Sall, de 13,6 y 1,7 Kb. Las enzimas Hindill y BsflvV
linearizan el plasmidio {carriles 3 y 6). La digestion doble con Hindill y BsflV dio
2 fragmentos de 9,4 y 6,5 Kb, mientras que la digestion con EcoRl genera 2
fragmentos de 15,2y 0,8 Kb. Aval generé 5 bandas, siendo Ia de mayor tamafio
de 8,9 Kb. Con estos resultados fue posible hacer un mapa de restriccion que

se muestra en la Figura 28B.

Caracterizacién de la expresion de la inmunidad del clon JI. El clon Jl
posee el fragmento BsilV de 16 Kb obtenido del plasmidio del clon J. Este
fragmento contiene el vector de 6,3 Kb y un inserto de 8,7 Kb. Este clon no
presenté actividad de microcina, pero fue inmune a la actividad, determinada
mediante la preparacion de un césped de la bacteria en el cual se deposité una

alicuota de microcina. La expresion de la inmunidad del clon JI depende de la
fase de crecimiento de la bacteria, pues cuandoc se prepara el césped con

bacterias en fase estacionaria, se observa un halo difuso de inhibicién del
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Figura 28. Analisis de digestiones dobles del DNA del clon JI. A. lLa foto
muestra un gel de agarosa al 1% en que se analizaron [as siguientes
digestiones: carril 2: digestion doble con BstlV y Hindlll; carril 3: pJl/BsilV,
carril 4. pJl/Sall; carril 5: digestion doble con Hindill y Sall; carril 6: pdl/
Hindlll. En el carril 1, DNA de A digerido con Hindlll (23,1; 9,4; 6,6; 4,4; 2,3, 2,0
Kb). B. Mapa de restriccion parcial del DNA del clon JI. La barra corresponde
al DNA del vecior, pHC79; la linea corresponde al inserto del clon Ji.
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crecimiento. Se determind que esta disminucién de la inmunidad no se debe a
algin producto de la actividad metabdilica de la bacteria. Para ello se mezclaron
células en fase exponencial con sobrenadantes de un cultivo en fase
estacionaria. El césped preparado con esta mezcla presentd inmunidad.
Bacterias en fase estacionaria a las que se les agregd sobrenadante de un
cultivo en fase exponencial no recuperaron la inmunidad. Como la pérdida de la
inmunidad podria deberse a la densidad celular en fase estacionaria, se crecié
el clon JI en condiciones de deprivacion de nutrientes, con LB diluido a 1/5 de su
concentracién. El patron de inmunidad observado con el medio LB completo no
varidé. En fase estacionaria las bacterias perdieron la inmunidad, en cambio en
la fase exponencial el césped presenté inmunidad frente a la microcina. Este
resultado indica que la expresion de la inmunidad del clon JI no se debe a un
efecto de la alta densidad celular. Las bacterias en fase estacionaria expresan
un factor ¢ especifico llamado RpoS (Mulvey y cols., 1990), el que determina la
expresion de algunos genes en forma especifica. La expresion de este factor o
es inducida por benzoato de sodio. Bacterias en fase exponencial expuestas a
benzoato de sodio presentan un estado metabdlico caracteristico de bacterias
en fase estacionaria. Se realizé una curva de crecimiento del clon JI en
presencia y ausencia del benzoato de sodio y se determiné la expresién de la
inmunidad en la fase exponencial y estacionaria de ambos cultivos. Las
bacterias en fase exponencial presentaron la inmunidad a pesar de la presencia

del inductor de la expresion del factor o. Para corroborar que la pérdida de la
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inmunidad es independiente del factor G

, se transformé con pJl una cepa
mutante que no expresa el factor o (ZK1000} y, como control, con el cosmidio
pHC79. Se analiz6 la expresion de la inmunidad de estas transformantes en
fase exponencial y estacionaria. En fase exponencial se expresd la inmunidad,
pero en fase estacionaria eétas células fueron sensibles a la microcina. La

transformante control fue sensible en ambas fases de crecimiento. El resumen

de estos resultados se muestran en la Tabla X.




TABLA X.

Estudio de la expresion de la inmunidad del clon JL
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CONDICION INMUNIDAD *
Fase exponencial +
Fase estacionaria -
Fase exponencial + sobrenadante fase +
estacionaria
Fase estacionaria + sobrenadante fase -
exponencial
Fase exponencial en deprivacion de +
nutrientes
Fase estacionaria en deprivacion de -
nutrientes (bajo numero de células)
Fase exponencial + acido benzoico +
Fase estacionaria + acido benzoico -
Fase exponencial cepa rpoS +

Fase estacionaria cepa poS

* Si en la preparacion del césped se usan células en fase estacionaria en muy
pequena cantidad (que requieren de un gran nGmero de divisiones para
alcanzar la densidad final) las células recuperan la inmunidad.
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DISCUSION

Los resultados de estia tesis indican que el mecanismo de accion de la
microcina E492 de Klebsiella pneumoniae es a través de la formacion de
canales ionicos en la membrana citoplasmatica de la bacteria sensible. De
Lorenzo y Pugsley (1985), mediante experimentos que se realizaron in vivo
determinando la salida de metabolitos y del i6n lipofilico TPP* de las bacterias
tratadas, demostraron que el sitio de acciébn de la microcina E492 es la
membrana citoplasmatica. Estos autores mostraron que bacterias cargadas con
el i6n lipofilico TPP* no retenian este i6n en presencia de la microcina. Este
compuesto es acumulado en forma pasiva, dependiente del gradiente del
potencial electroguimico a través de la membrana. Este resultado sugiere que
la microcina altera el potencial de la membrana y, como las bacterias no
desarrollaron una permeabilidad inespecifica a solutos, se descarta un efecto
solubilizante de la microcina de los fosfolipidos de la membrana plasmatica.
Estos experimentos, sin embargo, no demostraron que el mecanismo de accion
de la microcina sea a través de la formacion de canales idnicos.

La formacion in vifro de canales dependientes de voltaje esta descrito
para varias colicinas, tales como las colicinas A, B, E1, 1a, Ib y K (Pattus y cols.,

1983, Pressler y cols., 1986; Tokuda y Konisky, 1978 y 1979; Schsin y cols.,




117

1978). Estudios con la colicina K mostraron que una molécula de esta
bacteriocina es capaz de depletar las células de E. cofi del 90% del potasio
infracelular en aproximadamente 10 min (Wendt, 1970). Estos experimentos
fueron realizados in vivo resuspendiendo las células en NaCl 20 mM vy
considerando una concentracién de K intracelular de 200 mM. Schein y cols.
(1978) confirmaron estos resultados en membranas artificiales. El canal
formado por la colicina K presenta una pobre selectividad idnica, permitiendo el
paso de sodio, cloruro y potasio. Ademés, su conductancia de 1,3 - 3 pS
{Schein y cols., 1978) en condiciones de 0,1 M de KCI permitirian el flujo de
salida del potasio descrita por Wendt (1970). Por otro lado, demostraron que
existe una dependencia lineal entre la conductancia del canal y la concentraciéon
de la colicina.

En este trabajo se determind que la microcina induce la formacién de
canales idnicos en bicapas lipidicas (Lagos y cols., 1993). Se descartd la
posibilidad de que esta actividad sea producida por alglin contaminante que co-
purifique con la microcina, ya que muestras obtenidas mediante HPLC
mostraron la actividad tanto in vivo sobre un césped bacteriano como in vitro en
las bicapas lipidicas. El canal de la microcina mostré en forma recurrente y
caracteristica mas de un estado de conductancia. Las caracteristicas del canal
de microcina son similares a las observadas en el de colicina K (Schein y cols.,
1978). Este también presenta distintos estados de conductancia. El canal de la

colicina E1 también muestra muitiples subestados (Cramer y cols., 1995). Dado
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que la curva I/V para el canal formado por la microcina £492 no es lineal,
presenta diferentes valores de conductancia a potenciales positivos y negativos:
110 pS a -60 mV y de 160 pS a +60 mV. Estos valores de conductancia son
mucho mayores que los descritos para las colicinas, aunque las condiciones en
que se determinaron fueron diferentes. El canal de la colicina K presenta una
conductancia de 1,3 - 3 pS (Schein y cols., 1978) en condiciones de KCI 0,1 M.
Para el canal de colicina E1 se determind una conductancia de 20 pS en NaCI 1
M (Bishop y cols., 1986), 13,7 pS para el canal colicina B (Pressler y cols., 1986)
y 16 pS para colicina A {Lazdunski y cols., 1988), estas Gltimas en KCI 1 M.

La dependencia de la conductancia del potencial (rectificacion) en el
canal de microcina indica que éste es asiméirico. Esto sugiere que la estructura
del poro formado por la microcina en la bicapa lipidica es asimétrica,
presentando diferentes conformaciones de la molécula hacia uno y otro lado de
la membrana. Esta caracteristica asimétrica se visualiza més drasticamente en
el canal formado por colicina K (Schein y cols., 1978). Este canal presenta una
conductancia constante que oscila entre los valores 1,3 a 3 pS cuando el
potencial aplicado es menor de -40 mV, pero a potenciales mayores la
conductancia disminuye para llegar a un valor de 0.

La asimetria estructural de una proteina inserta en una membrana se
puede determinar mediante tratamiento con proteasas. Este efecto sobre la
actividad de l..II'I canal fue descrito para la colicina E1 (Slatin y cols., 1986;

Cramer y cols., 1995), canal que posee la caracteristica de mantenerse cerrado
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a potenciales negativos aplicados en el lado ¢is, en el mismo lado que se aplica
la colicina. Se demostird que el canal es afectado por pepsina en el lado cis en
donde se aplicé la colicina y sblo se observa el efecto cuando el canal esta
cerrado. Si la proteasa es agregada en el lado frans, la actividad del canal no
es afectada por la proteasa en el estado abierto o cerrado. Estos resultados
indican que el canal de la colicina E1, ademas de ser asimétrico, sufre cambios
conformacionales al pasar de un estado abierto a uno cerrado. Mediante el
estudio de protediisis de la colicina E1 con carboxiquinasa (Slatin y cols., 1986)
se determind que el extremo carboxilo terminal de la proteina inserta en ia
membrana se encuentra en el lado cis y es sensible a esta proteasa en ambos
estados, abierfo o cerrado.

La asimetria del canal formado por la microcina E492 fue corroborada
mediante los experimentos con la proteasa quimiotripsina. La actividad de la
microcina es sensible a la accién de la quimiotripsina, io que se visualizé en los
geles de poliacrilamida por la desaparicion de la banda de 6.000 y la pérdida de
actividad determinada sobre un césped bacterianc (Lagos y cols., 1993). EI
efecto de la quimiotripsina sobre la actividad de canal iénico sdlo fue observada
cuando ia proteasa fue agregada al lado frans de la membrana, lo que sugiere
que fodas las moléculas se insertan con la misma orientacién. -Esta orientacion
estaria siendo inducida por la diferencia de potencial de la membrana. La
quimiotripsina es una proteasa que hidroliza las proteinas en un aminoacido

aromatico (Metzler,1977), por lo tanto a un lado de la bicapa lipidica se estaria
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exponiendo un aminoacido de este tipo.

Una de las caracteristicas generales que presentan las colicinas es su
pobre selectividad frente a cationes o aniones. Esto es congruente con la
accion bactericida que presentan estas bacteriocinas sobre bacterias sensibles,
ya que los canales que forman permiten el paso de iones de manera no
selectiva, presentando en general una preferencia por aniones o cationes.

Para la colicina K se determiné una razén de permeabilidad del Na* sobre
el CI" de 4:1 (Schein y cols., 1978), mostrando asi su naturaleza catiénica. El
canal de la microcina E492 es también de naturaleza catidnica, siendo 1 3,2
veces mas permeable al K™ que al CI. En condiciones biidnicas se determing
que el canal presenta un orden de selectividad, determinado por el valor del
potencial de reversion (Tris™ < Li* = Na* < K" = Rb* = Cs* < NH,;"). Si el radio
ibnico fuese determinante en la selectividad del canal (ver Tabla V), el orden
serfa Li" < Tris* < Cs" <NH," < Rb" < K* < Na*. Nuestros resultados indican que
en este caso la selectividad no depende del radio idnico solamente. Estarian
involucradas ofras caracteristicas del canal, como la carga interna del poro, la
cual podria estar determinando la entrada de los iones.

En el caso descrito para la colicina B y colicina A (Pressler y cols., 1986),
de los iones analizados (Li*, Na’, K', Rb", Cs*, NH;" y (CH3)sN"), la menor
conductancia fue para Li* lo que se explicarfa por el tamafic del radio de

hidratacién de este ion. El orden de selectividad no pareciera estar relacionado

con el tamafio del i6n, ya que ambas colicinas presentan una mayor
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conductancia con el i6h NH,", que presenta un radio idnico intermedio entre Rb*
y Cs". En el caso del NH,", la mayor conductancia se explicaria por la
exposicion de grupos quimicos polarizables en el interior del poro, posiblemente
carbonilos {Pressler y cols., 1986).

El requerimiento de un pH acidico para la insercién de las colicinas en las
membranas in vitro parece ser una caracteristica general para las bacteriocinas
(Parker y cols., 1990; Cramer y cols., 1995). Esta dependencia la presenta la
colicina E1 y el fragmento activo de ella (Bullock y cols., 1983; Bishop vy cols.,
1986). En estudios realizados tanto con vesiculas de membranas bacterianas
como bicapas lipidicas, esta colicina presenta una actividad alta a pH 4 y baja
actividad a pH 6. Por ofra parte, estudios de las propiedades hidrodinamicas de
la colicina A determinaron que bajo pH 5 ocurre una ocligomerizacién de la
proteina desde un monémero a un tetrdmero (Cavard y cols., 1988), indicando
que el pH no sdlo altera la actividad in vitro, sino que también la estructura de la
proteina sufre cambios conformacionales drasticos. Mediante estudios de
fluorescencia en que se determiné la transferencia de energia de resonancia de
la unidn de la colicina E1 a membranas, se determiné que la unién depende de
la fuerza idnica, de la carga neta positiva de Ia proteina y de la carga negativa
de la superficie de la membrana (Cramer y cols.,1995). El aumento del pH y de
la fuerza idnica no revierte la unién, lo que implica que en el ligamen participan

ademas interacciones hidrofobicas que siguen al proceso electrostatico.

La actividad de la microcina fue més estable en un solvente acuoso
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cuando el pH fue alrededor de 4,6. Este resultado sugiere que en solventes
acuosos, la microcina requiere de un ambiente relativamente &cido para
mantener una estructura estable para su actividad. Para sejercer su efecto en la
bacteria sensible, la microcina debe primero unirse a un receptor en la
membrana externa, unién que podria ser de naturaleza electrostatica. De ser
asi, el pH de la solucién en que se encuentre la microcina jugara un rol
importante en su accién bactericida,

La alta conductancia y la selectividad de los canales determinan que [a
bacteria pierda rapidamente los iones intracelulares despolarizandose Ia
membrana. Esto tltimo conlleva la inhibicion del transporte activo celular y de
todos los procesos energéticos a nivel de la membrana citoplasmatica. Si bien
es cierto no se han realizado experimentos con la microcina E492 como los
realizados con la colicina K en vesiculas de membrana (Schein y cols., 1978), si
se han realizado experimentos de cinética de inactivacion (de Lorenzo, 1984). A
bacterias sensibles en la fase exponencial de crecimiento se les agregd
microcina E492, cayendo bruscamente y en forma exponencial la viabilidad
celular para luego alcanzar un plateau. Esta cinética exponencial de la muerte
celular debida a la microcina indica que corresponde a una cinética en un golpe
anico (single hit). EIl nivel del plateau alcanzado depende de la dosis de la
microcina agregada, por lo que las células que sobrevivieron eran aquellas que

no incorporaron moléculas de microcina. En experimentos con colicina K,

Schein y cols. (1978) demostraron que a bajas concentraciones de colicina, una
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molécula depleta a la célula del 90% de su K’ intracelular en 10 min. El flujo de

K" a través del canal formado por la colicina K es de 107

molfseg e in vivo el
flujo es de 5x10""° molfseg x molécula de colicina K (Latorre y Alvarez, 1981;
Schein y cols., 1978; Wendt, 1970). Por oira parie, la conductancia del canal
formado por la colicina K es de 3 pS y posee una pobre selectividad idnica (Pyas+
: P = 4:1), caracteristicas que son suficientes para depletar la célula de K,
Mg" y ofros iones pequefios en tan solo 3 min (Latorre y Alvarez, 1981).
Estudios con la colicina E1 indican que la accién bactericida se explica por la
capacidad de una molécula de formar un canal iénico dependiente de voltaje
(Cramer y cols., 1995). Este canal permite el paso de 3 x 10° iones/seg, io que
seria suficiente para depolarizar una célula con una bomba de protones que
transporta 10° H'/célula-seg. Este efecto del canal idnico formado por ia colicina
E1 va acoplado a la inhibicion del transporte activo, la salida de ATP
intracelular, K", y parte del fosfato (Cramer y cols., 1995}, lo que finalmente lleva
a la muerte celular.

La microcina E492 posee una conductancia mucho mayor que la colicina
K (110-160 pS) y una mayor selectividad (Px’: Pe = 13,2 : 1) a cationes. Estos
antecedentes sugieren fuertemente que la accién bactericida de ia microcina
E492 de Klebsiella pneumoniae es por la formacion de canales idnicos en la

membrana citoplasmaética de las células.

Como se dijo anteriormente, la microcina E492 posee un tamafio

molecular de 6.000 con 50-52 aminoacidos, muy inferior a los tamafios descritos
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para las colicinas que tienen igual mecanismo de accidén. La unica bacteriocina
producida por bacterias Gram negativas que podria ser similar a [a microcina por
el tamafio (4.000) y el sitio de acciéon (la membrana citoplasmatica), es la
colicina V. Yang y Konisky (1984) determinaron que esia colicina altera el
potencial eléctrico de la membrana, pero no lograron inducir la incorporacién de
canales iénicos en bicapas lipidicas. Las demas colicinas poseen un peso
molecular superior a $5.000 (colE1 57.000, colA €3.000, colB 60-76.000, colla e
Ib 80.000, colK 70.000, Pugsley, 1984). Las proteinas de membrana o aquellas

que forman canales idnicos estarian formadas por estructuras de o-hélice que

cruzan la bicapa fosfolipidica. Estas a-hélices tendrian que ser hidrofdbicas o
anfipaticas, de manera de orientar la regién apolar hacia los lipidos de la
membrana y la parte polar hacia el lumen del poro (Lazdunski y cols., 1988).
Mediante predicciones de la estructura secundaria de los dominios carboxilos y
por el analisis estructural por cristalografia de rayos X se han propuesto
modelos de la estructura inserta en la membrana de las colicinas A, E1, lay N.
La colicina A presenta una estruciura de 10 a-hélices organizadas en 3 capas
(ver Figura 1). Las dos a-hélices centrales de la estructura son altamente
hidrofobicas y estan rodeadas por un anillo de 8 cargas positivas en un extremo
de la molécula (Cramer y cols., 1995). Como el didametro del poro es de un
minimo de 8 A, se requeririan 4 o-hélices, por lo que se sugiere que el canal
estaria formado por dos moléculas de colicina A (Lazdunski y cols., 1988,

Parker y cols., 1989 y 1990). En el caso de la colicina E1 son 4 «-hélices las
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que se insertan en la membrana para formar el canal (Cramer y cols., 1995).
Tomando en cuenta estos antecedenies, el canal i6nico formado por la
microcina E492 debiera estar constituido por mas de dos moléculas. La
capacidad de la microcina E492 de formar estructuras oligoméricas quedd en
evidencia en el analisis cromatogréfico mediante HPLC. La asociacién de la
actividad a mas de un pico de proteinas y que la re-cromatografia de uno de
ellos resulte en numerosos picos, indicaria que la microcina forma una
estructura oligomérica que eluye de la columna en forma diferencial.

Mediante microscopia electronica se demostré que la estructura de la
microcina en un solvente apolar es agregada, pero si el solvente se hace mas
polar, la microcina se agrega a las particulas de Cys. Este resultado sugiere que
la microcina cambia su estado de agregacion segln la polaridad del solvente en
que se encuentre. Mediante los estudios de fluorescencia, se determiné que ia
microcina presenta fluorescencia intrinseca debido a la presencia de triptéfanos.
Como resultado de la excitacién de los triptdéfanos de la microcina en distintos
ambientes, se observaron corrimientos de los méaximos de intensidad de Ia
fluorescencia, cambios que indican cambios conformacionales de la proteina.

Al excitar los triptéfanos en metanol el espectro de emision mostrd un
maximo de intensidad de fluorescencia a una longitud de onda alrededor de 360
nm, la que corresponde a un entorno hidrofobico. Este méximo se desplaza
hacia el rojo cuando la microcina se cambia a un ambiente acuoso, donde es

mas hidrofilico el ambiente que rodea a los triptéfanos. Es muy posible,
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entonces, que la microcina sufra cambios en su estructura dependiendo de la
polaridad del solvente. Por otro lado, se observo un efecto de apagamiento de
la intensidad de la fluorescencia cuando la microcina E492 estaba en un medio
acuoso. El apagamiento observado es consecuencia de la turbidez de la
solucion debido a la presencia de agregados (Monasterio y cols, 1993),
confirmando que en solventes polares la microcina formarfa estructuras
oligoméricas.

El modelo propuesto para el fragmento formador de poros de Ia colicina A
(Parker y cols., 1990; Cramer y cols., 1995} en base a cristalografia de rayos X,
propone una interaccion inicial de tipo electrostatica en que las cargas negativas
de los fosfolipidos de la membrana atraen a las cargas positivas expuestas de la
proteina.  Esta atraccién orientaria a la proteina ubicando en forma
perpendicular ias hélices hidrofobicas que se insertarian en la membrana. En
esie modelo no se considerd el resto de la proteina, como tampoco el
mecanismo in vivo en que se deben considerar otros factores como la presencia
de la membrana externa y los receptores. La rﬁicrocina E492 represenia un
modelo ideal para e estudio mediante técnicas de resonancia magnética nuclear
de la insercién de proteinas en membranas, ya que por su bajo peso molecular,
esto podria realizarse sin alterar la estructura de la proteina. Usando esta
técnica espectroscopica es posible estudiar la estructura de la microcina en
solucion. Ofras bacteriocinas descritas que acttian a nivel de la membrana y

que poseen caracteristicas comunes con las microcinas son las producidas por
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las bacterias Gram positivas (lantibidticos y no-lantibidticos; Jack y cols., 1995;
Abee, 1995; Venema y cols., 1995). El espectro de accién de estas
bacteriocinas son principaimente bacterias Gram positivas. Tanto los
lantibiéticos como los no-lantibiéticos afectan la permeabilidad de la membrana
por la formacion de canales o poros, probablemente por -un mecanismo de
formacion de barriles (semejante a la estructura de las porinas).

Una caracteristica general de la expresién de las microcinas es que su
produccion comienza al final de la fase exponencial y es méaximo cuando el
cultivo se encuentra en la fase estacionaria del crecimiento (Kolter y Moreno,
1992; Baquero y Moreno, 1984). Se ha sugerido que estas proteinas podrian
ser metabolitos secundarios, ya que ademas su produccion se ve disminuida en
condiciones en que el medio de cultivo es rico en nufrientes. La méaxima
produccion de microcina E492 sin embargo, se produce en la fase exponencial
para decaer en la fase estacionaria del crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; de
Lorenzo, 1985; Orellana, 1993). Esta disminucién de la expresién de la
microcina en la fase estacionaria coincide con la produccién de un antagonista
(de Lorenzo y cols., 1984), que fue caracterizado por Orellana y Lagos (1996).
Este antagonista corresponde a un sideréforo tipo enteroquelina cuya
produccion es inducida cuando [a concentracién de Fe*® en el medio de cultivo
es baja (Orellana, 1993). Un posible mecanismo de accién de este antagonista
podria ser por competencia con TonB, un componente de la membrana que es

necesario tanto para la entrada de la MccE492 como la de hierro via sideréforos
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o citrato. Esta hipdtesis es sustentada por el hallazgo que el mecanismo de
entrada de muchas colicinas a la célula blanco es a través de los receptores
utilizados por sideréforos (Konisky, 1982, Konisky y cols., 1976, Pugsley y
Reeves, 1976, Pugsley y Reeves, 1977).

Los estudios realizados con el clon J mostraron que la regulacion de la
expresion de la microcina en E. coli es similar a lo observado en K. pneumoniae.
No se analizo la presencia de un inhibidor en el clon J, pero se sabe que E. coli
produce enteroquelinas que inhiben la actividad de la microcina E492 (Orellana,
1983; Orellana y Lagos, 1996).

La bacteria productora de microcina debe poseer un sistema de
inmunidad frente a la accién de su propia proteina. Los genes que confieren la
inmunidad estan estrechamente ligados al gen de la proteina estructural. Es asi
como en todos los casos descritos, tanto para colicinas como microcinas, los
genes se encuentran organizados en operones (Novoa y cols., 1986; Frick y
cols., 1981, Garrido y cols., 1988; Weaver y cols., 1981). Los genes
responsables de Ia expresion del gen estructural de la microcina E492 de K.
pneumoniae y los genes que le dan la inmunidad a la bacteria productora
estarian organizados en un operén. Los resultados obtenidos en el estudio
realizado con el clon Ji muestran que la inmunidad se expresa en la fase
exponencial, lo que correlaciona con la expresién de la microcina en el clon J, Ia

cual también ocurre en la fase exponencial. Estos resultados indicarian que

existe una relacién en la regulacidn de la expresién de estos genes.
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E. coli sufre cambios en su metabolismo cuando su crecimienio entra en
la fase estacionaria debido a la escasez de nutrientes. Estos cambios la hacen
mas resistente y de esta forma logra sobrevivir a las condiciones adversas
(Bohannon y cols., 1991; Muivey y cols., 1990). En los estudios realizados por
Bohannon y cols. (1991) se demosiré que los genes que son expresados en
forma especifica durante la fase estacionaria, estan bajo el control de un
promotor de la franscripcidn cuyo reconocimiento estd dado por un factor o
diferente (¢®). La produccién de la microcina B17 ocurre en la fase estacionaria,
pero su expresion no esta regulada por el factor ¢° de la RNA polimerasa.
Bohannon y cols. (1991) demostraron que la region promotora de la
transcripcion del gen mcbAp (-54 al +11), que corresponde a la proteina
estructural, es necesaria para la induccion de la expresion in vivo, y no es
dependiente de ¢°. La expresion de la microcina E492, al igual que la microcina
B17, no esta regulada por la presencia del factor o>,

No fue posible estudiar la expresion de la inmunidad del clon J, pues si
ésta desaparece en la fase estacionaria, como ocurre en el clon Ji, resulta en un
fenotipo no viable. Altas diluciones de los cultivos del clon J crecidos durante Ia
noche no eran capaces de retomar el crecimiento. Se probaron diferentes
diluciones del cultivo para determinar la dilucién a la cual se logra retomar el
crecimiento (1:15 a 1:20, maxima dilucién con la cual retoma el crecimiento). El
efecto se hizo més evidenie en un medio de cultivo pobre en nutrientes,

condicion determinada para K. pneumoniae como favorable para la produccion
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de microcina. Cuando se realizaron diluciones de! cultivo de toda la noche del
clon J en medio minimo M9 suplementado con glucosa fue posible observar un
pequefic aumento de la turbidez del cultivo para luego descender, observandose
al microscopio la presencia de restos celulares y muy pocas células enteras.
Estos resultados sugieren que el clon J en fase estacionaria ha perdido su
capacidad de resistir a la accién de la microcina y, cuando es diluido, se
produciria la lisis de las bacterias. En el caso de la cepa productora original, K.
pneumoniae RYC492 no se observa la pérdida de la inmunidad, lo cual es
aparentemente contradictorio con el resultado obtenido en E. coli Se debe
considerar que la K. pneumoniae posee una veniaja estructural que no presenta
E. coli, y que es la presencia de una abundante cépsula. Se ha descrito que la
capsula en bacterias las hace més resistentes frente a antibidticos (Bayer y
Bayer, 1994, Camprubi y cols., 1992), especialmente por los problemas de
difusion en este polisacérido.

L.os genes implicados en la produccién e inmunidad de las microcinas
B17 y C7 se encuentran en operones, los que son transcritos a partir de uno o
mas promotores. En el caso del operdn de la microcina B17 participan dos
promotores, expresandose la inmunidad a partir de dos promotores (Koiter y
Moreno, 1992). El operén de Ia colicina V también posee dos promotores, que
estan orientados en forma inversa y en el cual el gen de la inmunidad y el gen
estructural estan en una misma unidad transcripcional (Kolter y Moreno, 1992).

Por otra parte, el operén de la microcina C7 posee sélo un promotor que dirige
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la expresion de los 5 genes que lo componen.

Los resultados obtenidos en el estudio de la expresion de la actividad de
la microcina con el clon J y de la inmunidad con el clon JI sugieren que los
genes involucrados estarian regulados bajo un mismo tipo de promotor. Los
resultados de la expresién de otros subclones indican que el operén presenta al
menos dos promotores (J. Cofré y R. Lagos, comunicacion personal). Estos
promotores no estarian regulados por la presencia del factor c°. Tampoco se
deberia la expresién de la inmunidad a factores en el sobrenadante de las
bacterias en estado estacionario, indicando que la presencia de un metabolito
en el medio extracelular no es el responsable de la disminucion de la produccion
de la inmunidad a la microcina E492. Una posible regulacion seria mediante la
induccién de la expresién de un represor que inhibe fa expresién del operén de
la microcina. Por otra parte, esta regulacion se demostré que existia tanto en K,
pneumoniae como en E. coli y en dos cepas de esta Uitima, lo cual confirma que
esta caracteristica se encuentra en el DNA clonado y no es dependiente de la
cepa bacteriana huésped.

En la bsqueda de los clones productores de microcina de la genoteca se
obtuvieron varios clones productores, pero sélo uno de ellos fue estable en Ia
expresion de la microcina. Los demas clones presentaron un gran porcentaje de
segregacion de la expresion de la microcina, aunque esta segregacion no
involucrd al gen de la inmunidad. Las colonias que segregaron a Mcc

mantuvieron esta condicidn, al menos luego de dos subcultivos sucesivos. Se
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demostrd ademas, que el DNA plasmidial obtenido de una colonia no productora
de microcina y utilizado para una iransformacion nunca revirti6 a un fenotipo
productor. Estos resultados indican que el DNA clonado sufre alguna alteracion
que resulta en la inactivacién de la microcina y que este cambio es estable de
generacion en generacién. Esta alteracién no sélo podria ser en el gen
estructural, sino también en ofros genes, tales como los genes que codifican
para las proteinas implicadas en la exportacion o necesarias para las
modificaciones post-traduccionales esenciales para la actividad de la microcina.
Hasta el momento, se desconoce si la microcina E492 sufre modificaciones
post-traduccionales.

Existen diversas altemativas que explicarian la segregacién de las
colonias productoras de microcina en no productoras, iales como deleciones,
inserciones e inversiones de un fragmento del DNA. El tamafio del fragmento
de DNA que sufriria estas modificaciones deberfa ser pequefio, pues el DNA
plasmidial preparado a partir de colonias productoras y no productoras vy
analizado mediante enzimas de restriccién, no mostré un patrén distinto en la
resolucion de un gel de agarosa al 1%. Hay que considerar sin embargo, que el
DNA preparado a partir de una colonia productora siempre tendra un porcentaje
de DNA que ha sufrido el cambio hacia uno no productor y esto podria estar
enmascarando las diferencias entre los dos plasmidios.

Si se analiza la frecuencia con que ocurre la segregacion del caracter

productor (alrededor del 80% de las colonias son productoras), ésta es muy alta
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para ser mutaciones, aun cuando se piense en un “hot spot”. La variacién de
fase en Salmonelfla, en que el cambio de sentido de un fragmento de DNA
provoca la inactivacién o activacion de un gen, presentan en general una
frecuencia de ocurrencia mas alta (Eisenstein, 1981). Este fendmeno esta
descrito para la expresion de la fimbria tipo 1 de E. coli, cuya presencia es 1 por
cada 1.000 bacterias/generacion (Eisenstein, 1981). Cabe destacar que la
frecuencia varia segdn sea el sentido del cambio, siendo 3 veces mas frecuente
hacia la expresion de la fimbria que hacia la ausencia de ésta. Se ha descrito
otro mecanismo de variacién de fase en E. coli que regula la expresion del
operén pap que codifica las proteinas involucradas en la sintesis y ensamblaje
de los pili asociados con la pielonefritis (Braaten y cols., 1994). La expresién del
operdn esta regulada por la metilacién en dos sitios previos al promotor que
poseen la secuencia GATC, a los cuales se unen dos proteinas regulatorias
(Papl y Lrp). La transcripcién es inhibida cuando la proteina Lrp se une al sitio
mas cercano al promotor, pero esta unién es desestabilizada cuando ocurre la
metilacién. En el ofro sitio metilable se unen ambas proteinas regulatorias
cuando se encuentra desmetilado (Braaten y cols., 1994). La expresién de la
microcina en los clones inestables de E. coli podria estar siendo inactivada por
una metilacion en algin sitic del gen estructural, metilacién que seria
irreversible.

La posible alteracién en el DNA que resulta en la pérdida de la expresion

de la microcina no afecta al gen de la inmunidad, cuya expresion se conserva.
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Como se propuso anteriormente, la regulacion de la expresion del gen
estructural de la microcina y el de la inmunidad estarfan coordinados. De
producirse el cambio en el DNA a nivel del gen estructural de Ia microcina,
necesariamente el gen de la inmunidad seria previo al gen de la microcina, pues
la expresion de éste no se ve afectado. Alternativamente, existe la posibilidad
que los genes afectados sean los genes implicados ya sea en el procesamiento

o modificacion de la microcina.
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CONCLUSIONES

1. Se purificd y caracterizé bioguimicamente la microcina E492 de Klebsiella
pneumoniae.

2. Elandlisis de los resultados obtenidos con la microcina E492 muestra que es
una proteina de caracteristicas hidrofobicas, que forma estructuras oligoméricas
las cuales darian cuenta de la formacion de canales iénicos en la membrana de
las bacterias sensibles.

3. La alta conductancia del canal formado por la microcina E492, su baja
selectividad, sumado a la cinética de muerte celular del tipo golpe Unico,
sugieren fuertemente que el mecanismo de accién bactericida seria por la
formacion de canales iénicos.

4. Se demostrd que la microcina E492 de K. pneumoniae se expresa en E. coli
en forma activa.

5. La expresion de la microcina y la inmunidad aparentemente estarian
reguladas en forma coordinada y esta regulacién ‘no seria a través de la

expresion de ¢° en la fase estacionaria.
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