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Resumen

La   microcina   E492   es   una   bacteriocina  que  forma  canales   i6nicos  en   la

membrana citoplasmatica de las celiilas sensibles, e /.n vt.fro en membranas artificiales.

Los   determinantes   gen6ticos   necesarios   para   su   producci6n,   presentes   en   un

segmento  de  13  kb  en  el  genoma  de  Webs/.e//a  pneumon/.ae  cepa  RYC492,  fueron

clonados y expresados en EscheH.cfri.a oo/i.,  obteniendose una microcina recombinante

de identicas propiedades bioquimicas y biol6gicas.

El  mecanismo  de  acci6n  de  esta  microcina  involucra traspa§ar  la  membrana

externa por medio de la interacci6n con los receptores d6 §ider6foros catec6licos FepA,

Fiu y Cir.  La inserci6n de la mic,rocina E492 en la membrana citoplasmatica produciria

su  despolarizaci6n  y  seria  un  proceso  dependiente  de  la  proteina  de  membrana

citoplasmatica TonB.

En  este  trabajo  se  gener6  una  construcci6n  que  codifica  para  una  proteina

TonB  trunca  que  carece  del  extremo  C-terminal  (TohBA109-239)  para  averiguar  su

participaci6n  en  ]a  actividad  bactericida  de  la  microcina  E492.  Una  cepa que  expresa

esta proteina trunca es insensible a la microcina E492 y conserva esta resistencia en

celulas cuya membrana externa ha sido permeabilizada (esferoplastos), lo cual permite

concluir que se requiere del  extremo  C-terminal  de TonB  para  la  actividad  bactericida

de MccE492.

Para ejercer su acci6n fisiol6gica,  Ia  proteina i.onB se asocia con 2  proteinas

de   la   membrana   interna:   ExbB   y-  ExbD.   En   este  trabajo   se   analiz6   si   ExbB  es

•importante  para  la  acci6n  de  la  proteina  de  la  inmunidad.  Una  cepa  mutante  ExbB-

presenta  un  fenotipo  parcia[mente  sensible  a  la  microcina  E492,   indicando  que  §e

requiere  del funcionamiento  de TonB  para el  ingreso de  la  microcina  E492  al  espacio



periplasmatico.  Sin  embargo,  Ios  esferoplastos de  las  c6lulas  mutantes en  ExbB que

expresan la proteina de la inmunidad MceB son completamente inmunes a la microcina

E492, indicando que ExbB es dispensable en el mecanismo de inmunidad.

xi



Summary

Microcin E492 is a channel-forming  bacteriocin that forms  ion channels into the

inner membrane  of the targ,et  cell,  and  /.n  v/.fro  into  artificial  membranes.  The  genetic

determinants  necessary  for  its  production,  located  in  the  chromosome  of  K/ebs/.e//a

pneumon/.ae strain RYC492, were cloned and expressed in Eschen.ch/.a co//., obtaining a

recombinant microcin E492 with identical biochemical and biological properties.

The  action  mechanism  of microcin  E492  involves  the  recognition  of the  outer

membrane receptors for catechol siderophores FepA,  Fiu and Cir. The insertion into the

cytoplasmic membrane would produce its depolarization, in a process that is dependent

on TonB, an inner membrane protein.

In  order to  investigate the  role of TonB  in the mechanism  of action  of microcin

E492,  a  construction  that  codifies  for  a  TonB  protein  lacking  its  C-terminal  domain

(TonBA109-239)  was  generated.  A  strain  that  expresses  this  gene  is  insensitive  to

microcin E492. These cells conserved the resistence to microcin E492 when their outer

membrane was  permeabilized  (spheroplasts),  indicating  that the  C-terminal  domain  of

TonB is required for the bactericidal activity of microcin E492.

TonB   associates  with  two   proteins   of  the  inner  membrane  to   achieve  its

biological function:  ExbB and  ExbD.  In this work,  ExbB was analyzed regarding its role

in  the  immunity  to  microcin  E492.  An  ExbB-  mutant  is  partially  sensitive  to  mlcrocin

E492,  and  probably  is  required  for  the  passage  of  the  microcin  E492  toward  the

periplasmic space.  Nevertheless, spheroplasts of cells lacking ExbB and expressing the

immunity protein MceB are totally immune to microcin E492,  indicating that ExbB is not

essential for the immunity mechanism.

xii



1. Introducci6n

1.1    Las bacteriocinas

Las  bacteriocinas  corTesponden  a  una  clase  natural  de  antibi6ticos  que  se

distinguen  meritoriamente  de  otros   debido  a  sus  propiedades.   SQn   de   naturaleza

proteica  y  son   producidas   par  casi  todas  las  especies   bacterianas.  tanto  Gram-

negativas como Gram-positivas.  En contraste con otros antibi6ticos, s6lo acttlan sobre

la  misma  especie  o  sobre  especie§  que  estan  relacionadas  cercanamente  (Reeves,

1965).  Incluyen proteinas de diversos tamafios, blancos microbianos, modos de acci6n,

y mecanismos de inmunidad. Dentro de una especie se nan podido identificar decenas

o  centenas  de  diferentes  tipos  de  bacteriocinas.  Actualmente,  mucha§  bacteriocinas

estan siendo estudiadas por su potencial utilidad en salud animal y humana, y en uso

agricola (Riley y Chavan, 2007).

Las bacterias Gram-negativa§ producen una amplia variedad de bacteriocinas y

son  llamadas  especificamente  de  acuerdo  al  genero  de la  bacteria  productora.  Esta

diversidad  de  bacteriocinas  puede  ser  dividida  en  tres  grupos  de  acuerdo  a  sus

tamafios:   (1)   grande,   tipo-colicina   (bacteriocinas   de   25  -   80   kDa),   (2)   pequefias,

llamadas  microcinas  (<10  kDa)  y  (3)  bacteriocinas  del  tipo  cola  de  bacteri6fago,  que

corresponden  a ensamblajes  peptidicos multimericos de alto  peso molecular y son  el

grupo menos caracten.zado de los tres (Riley y Chavan, 2007).

Las  colicinas  corresponden  a  las  bacteriocinas  producidas  por algunas  cepas

de  Esche„.ch/.a co//. y son  letales  para  las  cepas  relacionada§  a E.  co//..  Sus tamafios

varian  entre  los  25  y  80  kpa,  estan  codificadas  en  plasmidos  y  presentan  diversos

modos  de  acci6n  general  (enzimatico  o  formador de  poros)  y  de  ingreso  a  la  celula

blanco  (sistemas  cosechadores de energia Ton  o Tol).  Se sabe que los  mecanismos



de ingreso par ambos sistemas son muy distintos, a pesar de ser poco comprendidos.

Sus  blancos  celulares  pueden  ser la  membrana  citoplasmatica  (colicinas  formadoras

de   poros),   los   acido§   nucleicos   (colicinas   tipo   DNasa,   RNasa   y   t-RNasa)   y   el

peptidoglicano   (colicinas  inhibidoras  de  la  sintesis  de   mureina)   (Cascales  y  cols.,

2007).

Las   microcinas   corresponden   a   un   grupo   de   bacteriocinas   generalmente

hidrof6bicas que muestran una alta estabi|idad al calor, a los valores de pH extremos y

a  las  proteasas,   ademas  de  una  gran  solubilidad  en  metanol  (de  Lorenzo,   1984;

Baquero y Moreno,1984). A diferencia de  las colicinas,  las  microcinas son excretadas

al  medio  extracelular en vez  de  ser  liberadas  mediante  la  lisis  celular (Braun  y cols.,

2002).  Habitualmente se producen en la fase estacionaria de crecimiento bacteriano y

pqseen  una gran actividad  bactericida,  con concentraciones inhibitorias minimas en el

rango  de  concentraci6n  nanomolar.  A  la fecha  se  ham  identificado  14  microcinas,  sin

embargo,  s6Io 7  de  ellas  han  sido  caracterizadas  a  un  nivel  estructural  (Duquesne  y

cols.,  2007).  Dentro de los blancos celulares de las microcinas  podemos mencionar 2

tipos  hasta  ]a  fecha:   las  enzimas  intracelulares  responsables  de  la  estructura  o  la

sintesis de ADN/ARN y la membrana citoplasmatica (Braun y cols.,  2002;  Duquesne y

cols., 2007).

Las microcinas pueden ser clasificadas dentro de dos clases:  la clase I,  cuyas

microcinas   presentan   tamafios   menores   a   los   5   kDa,   genes   de   modificaci6n

postraduccional  y  al  menos  un  gen  implicado  tanto  en  el  proceso  de  exportaci6n  al

medio extracelular como en el mecanismo de -lnmunidad;  la cla§e  11,  cuyas  microcinas

preser`tan al menos dos genes involucrados en  la exportaci6n y el  requerimiento de la

funcionalidad  del  gen  cromos6mico  fo/C.  A  su vez,  la  clase  11  puede  dividirse  en  dos

siibcla\ses, la subclase IIa y la subc[ase l|b, con la diferencia que a esta t]ltima subclase



pertenecen  las  microcinas  modificadas  postraduccionalmente  (Braun  y  cols„   2002;

Duquesne y cols.. 2007).

1.2   La microcina E492

La  microcina  E492  (MccE492)  es  una  bacteriocina  de  bajo  peso  molecular,

producida y excretada naturalmente por K/ebs/.e//a pneumon/.ae cepa RYC492 y que es

activa sabre diversas  cepas  de  la familia  Enterobacteriaceae  (de  Lorenzo y  Pugsley,

1985).  Entre sus caracteristicas destacan  la  particularidad de ser productda en forma

activa  s6lo  durante  la  fase  exponencial  de  crecimiento  (Orellana  y  Lagos,  1996),  la

capacidad de inducir la apoptosis en lineas celulares humanas (Hetz y cols., 2002) y la

capacidad de agregarse en foma de fibras de tipo amiloide tanto /.n vivo coma /.n v/.fro

(Bieler y cols., 2005).

Los determinantes deneticos implicados en la producci6n,  e[ procesamiento,  la

exportaci6n  y  la  inmunidad  de  la  MccE492  se encuentran  en  un  segmento  de  13 kb

que  se  localiza  en  el  cromosoma  de  K.  pneumon/.ae  RYC492,  el  cual  fue  clonado  y

expresado  en   E.   co/7.  (\Mlkens  y   cols.,   1997),   La   MccE492   producida  en   E.   co//.

conserva   las   mismas   propiedades   de   la   producida   por  K.   pneumow/.ae   RYC492

(\/\/ilkens  y  cols.,   1997).  Al  caracterizar  este  segmento  de  13  kb  por  medio  de  la

secuenciaci6n,  Ia construcci6n de un mapa de restricci6n, el analisis bioinformatico y la

mutagenizaci6n de sitio especifico y al azar con el transpo§6n Tn5,  se identificaron al

menos 10 marcos de lectura abiertos (denominados mceABCDEJ/HGF) (Lagos y cols.,

2001). `Las funciones de las proteinas correspondientes a estos  10 marcos de lectura

abiertos  nan  sido  parcialmente  caracterizadas:   las  proteinas  MceG  y  MceH  estan

involucradas en  la exportaci6n,  en tanto que  las proteinas  Mcec,  Mcel  y MceJ  estan

involucradas    en    la    modificaci6n    postraduccional    que    es    importante    para    el

reconocimiento por parte de los receptores de sider6foros cate96licos en la membrana



extema  en  la  celula  blanco  (Lagos y  cols.,  2001;  Strahsburger y  cols„  2005;  NQlan  y

cols., 2007).  El gen estructural de la MccE492 codifica para MceA, y se ha comprobado

que es la tlnica proteina necesaria para matar a la c6lula productora sin la proteina de

la inmunidad,  MceB (Bieler y cols., 2006).

1.2.1    E] mecanismo de acci6n de la MccE492

La  actividad  bactericida  de  la  MccE492  radica  en  su  capacidad  de  formar

canales de iones en la membrana citoplasmatica de las celulas sensibles, lo cual se ha

estudiado  i.n  v/.fro en  membranas  artificiales  (Lagos  y  cols.,1993).  Su  mecanismo  de

acci6n  involucra  una  etapa  de  translocaci6n  a  traves  de  la  membrana  externa  por

medio de la  interacci6n  con  los  receptores de sider6foros catec6Iicos  FepA,  Fiu y Cir,

los cuales  reconocerian  la  modificaci6n  postraduccional  de  la  MccE492  en  el  extremo

C-terminal (Strahsburger y cols..  2005).  Una vez dentro del espacio periplasmatico,  se

insertaria en la membrana citoplasmatica y produciria la despolarizaci6n,  la perdida del

potencial de membrana y una reducci6n dfastica del ATP (Destomieux-Garz6n y cols.,

2003;  Baeza,  2003).  Existe  evidencia  que  apunta  a  la  participaci6n  del  extremo  C-

terminal de la proteina TonB para la acci6n bactericida (Figura  1).  De esta manera,  Ias

celulas  qiie  expresan  uha  proteina  TonB  trunca  o  que  son  carentes  de  TonB  son

resistentes  a  la  acci6n  de  la  MccE492.  Lo  mismo  ocurre  cuando  estas  c6Iulas  son

tratadas   para   formar   esferoplastos   (celulas   cuya    membrana   extema    ha   sido

permeabilizada)  (Baeza,  2003;  Garcia,  2008;  M.  Tello,  comunicaci6n  personal).  Por

otro  lado,  la  MccE492  aislada  a  partir  de  algunas  cepas  que  portan  el  sistema  de

expresi6n con mutaciones en los genes de maduraci6n, y que por lo tant,o no presenta

actividad  sabre  la  c6lula  bacteriana,  resulta ser activa  sobre  los  esferoplastos  de  las

c6lulas que expresan TonB (Lagos y cols., 2001).
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FigLira 1. El mod®lo de translocaci6n de la MccE492.

La MccE492  interacttla con  los receptores de sider6foros catec6Iicos FepA,  Cir y  Fiu,  mediante

un  mecanismo  desconocido  y  se translocarla  hasta  el  espacio  periplasmatico  de  una  manera

dependiente  de  TonB.  Posteriormente,  formarla  un  poro  en  la  membrana  citoplasmatica.  La

MccE492  insertada  en  la  membrana  puede  interactuar con  los  complejos  TonB-ExbB-ExbD  y

ManYZ.  La  prote[na  de  la  inmunidad,  MceB,  interactuaria con  TonB.  M.E.,  membrana externa;

E.P. , espacto periplasmatico; M.I., membrana intema.



1.3   La translocaci6n a trav6s de [a membrana externa y TonB

Debido a §u importancia fisiol6gica, TonB es una proteina mily estudiada. En E.

co/i.,   TonB  es   una   proteina   de  239   residuos   aminoacidicos`      17%   de  los   cuales

corresponden a residuos de prolina (Postle y Good,1984). Su prop6sito parece ser la

transducci6n de la energia proveniente de la fuerza prot6n-motriz (fpm) generada en la

membrana interna hasta la membrana extema, en donde se necesita para el transporte

activo  de  diversos  sider6foros,  metales,  vitamina  Bi2  y  muchos  nutrientes  con  pesos

moleculares  que sLlperan  los  600  Da  (Postle y  Kadner,  2003; Wjener,  2005;  Koebnik,

2005; revisado por Schauer y cols., 2008).

TonB es  una proteina que interactua con componentes tanto de .la membrana

interna  como  de  la  extema  (Higgs  y cols.,  2002a)  y  puede  dividirse en  tres  dominios:

dominios  N-terminal  (residuos  1  al  65)  y  C-terminal  (103  al  239),  separados  por  una

regi6n rica en residuos de prolina (66 al.102)  (revisado por Postle y Kadner,  2003).  El

dominio  N-terminal  contiene  ilna  secuencia  sefial  hidrof6bica  estandar  que  depende

del  sistema  de  secreci6n  Sec  para  su  inserci6n  en  la  membrana  citoplasmatica  y

ademas   pre§enta   una   regi6n   de   transmembrana   (1   al   33)   importante   para   las

interacciones con las proteinas que forman el complejo productor de energia,  ExbB y

ExbD  (Larsen  y  Postle,  2001).  La  regi6n  rica  en  residues  de  prolina esta  conformada

por repetidos de residuos Pro-Glu y Pro-Lys, es altamente estructurada segan algunos

estudios  de  resonancia  magnetica  nuclear y  parece formar un  bast6n  de  10  nm.  Su

funci6n   genera   controversia,   pues,   algunos   estudios  jndican   que   su   remoci6n  no

influiria significativamente en la actividad de TonB (Postle y Kadner,  2003) y otros mss

recientes indican  que la  remoci6n  impediria  la formaci6n  del  complejo  entre  Fhua  (un

receptor  de  sider6foros  de  tipo  hidroxamato  en  E.  co//)  y  TonB  (Khursigara  y  cols.,

2005).  Finalmente,  el dominio C-teminal es el que interacttla  con los receptores de la

membrana  externa,  y  por ende,  seria  el  encargado  de  la  transducci6n de  la  energia

(Postle y Kadner, 2003).



En E.  co//.,  el residuo Gln'6° se ha identificado como esenctal para la interacci6n

entre TonB y  los  receptores  de  la  membrana  extema  implicados  en  el  transporte de

nutrienfes y la intemalizaci6n de las bacteriocina§ dependientes de TonB, ya que estas

proteinas  po§een  un  motivo  denominado  caja  TonB,  el  cual  permitiria  la  interacci6n

que finaliza en la transducci6n de energia.  De la misma manera,  las bacteriocinas que

dependen de TonB para su internalizaci6n presentan el mismo motivo. En este residuo

se han identificado supresores geneticos para las mutaciones de la caja tonB, tanto en

los   transportadores   de   membrana   externa   dependientes   de   TonB   como   en   las

bacteriocinas dependientes de TonB (Postle y Kadner, 2003;  Koebnik, 2005; Vakharia-

kao  y  cols.,  2007).  En  nuestro  laboratorio  se  ha  detetminado  que  la  MccE492  no

pres?nta una caja TonB como tal en su estructura primaria,  lo cual es consistente con

los  resultados  obtenidos  en  los  experimentos  de  competencia  con  un  pentap6ptido

sintetico   del   tipo   caja   TonB   (Glu-Thr-Val-Ile-Val),   en   donde   no   se   observa   una

disminuci6n de la actividad bactericida (Baeza, 2003).

Con  respecto al complejo de transducci6n de energia en el  cual participan las

proteinas TonB,  ExbB y ExbD, se conoce la topologia de membrana de cada proteina,

pero  se  desconocen  hasta  ahora  sus  interacciones,  al  igual  que  la  estequiometria

exacta   del   complejo.   Esta   dltima   ha   sido   estimada   a   traves   de   estudios   de

entrecruzamiento i.n vt.vo y estudios cn.stalogfaficos como 14 a 15 moleculas de ExbB, 4

a 5 de ExbD y el transductor, TonB, probablemente como dimero (Held y Postle, 2002;

Brinkman  y  Larsen,  2008).  Queda  mucho  por  entender sobre  el  funcionamiento  del

complejo TonB y el rol de las proteinas ExbB y ExbD, las cuales estan ancladas en la

membrana  citoplasmatica  y participan  necesariamente en  el  proceso de transducci6n

energ6tica para convertir a TonB a un estado sensible a la fpm   (Held y Postle, 2002;

Postle  y  Kadner,  2003).  Estas  proteinas  participarian  ademas  en  la  estabilidad  y  la

funcionalidad  de TonB  (Ahmer y  cols.,  1995)  y  posiblemente  como  proteinas  de tipo



chaperona:   ExbB   durante   la  sintesis  y  la   localizaci6n   de  TonB   en   la   membrana

citoplasmatica  (Karlsson y  cols.,  1993),  y ExbD  al  conducir las transiciones  de  orden-

desorden de TonB que ocurren durante el ciclo de transducci6n energetica (Brinkman y

Larsen, 2008).  La ausencia de una de estas protelnas disminuiria la cantldad de TonB

Ioca[izada en la membrana citoplasmatica (Karlsson y cols.,1993), y se provocaria una

transducci6n de energia  ineficiente  (Held y Postle,  2002;  Postle y Kadner,  2003).  Esto

generaria   un   complejo  TonB   inestable  y  transitorio,   de   modo   que   las   proteinas

pafalogas de  ExbB  y  ExbD,  TolQ  y TolR  respectivamente,  suplirian  imperfectamente

sus funciones  (Braun,  1989;  Brinkman  y  Larsen,  2008).  Cab? destacar que  las  cepas

exbB-  son   altamente  insensibles  a  la   MccE492   (Pugsley,   1984)  y  muestran   una

resistencia  cruzada  entre  varias  colicinas,   Io  cual  implicaria  un  rol  d?  ExbB  en  ]a

translocaci6n  de  la  MccE492  al  espacio   peripla§matico,   o  el   requerimiento  de  un

estado   conformacional   especifico   de   TonB.   Sin   embargo,   estas   caracteristicas

fenotipicas fueron descritas a una concentraci6n de 20 LIg/mL de MccE492, distinto a lo

utilizado en este trabajo (hasta 1.000 ijg/mL).

Las mutaciones que inactivan a TonB generan un deficit en todos los procesos

que requjeren de energra a nivel de la membrana externa: el transporte de alta afinidad

de  los sider6foros de  hierro y de  la vitamina  812,  las  infecciones de  los bacteri6fagos

Tl  y ®80 y la actividad de algunos tipos de bacteriocinas.  El tratamiento de las celulas

con   proton6foros   que   desacoplan   la  fpm   en   la   membrana   citoplasmatica   puede

prevenir los mi§mo procesos anteriores, a pesar de que los ligandos sean capaces de

unirse  con  alta  afinidad  a  sus  transportadores  en  la  membrana  extema  (Postle  y

Kadner,  200`3).   Estos  procesos  si  pueden  llevarse  a  cabo  en  la  ausencia  de  las

funciones de las pfoteinas ExbB y ExbD.



Con    respecto    al    posible    mecanismo    de   translocaci6n    a    la    membrana

eitoplasmatica  dependiente  de  TonB,   adn   se  mantienen  sin   resolver  las  vias  de

importaci6n que terminan en la  internalizaci6n de  la  MccE492  (Destoumieux-Garz6n y

cols., 2003), el mecanismo de protecci6n de la proteina de la inmunidad, MceB (Baeza,

2003) y la implicancia de cada uno de los dominios de TonB y de la MccE492 en esta

posible interacci6n.  Los estudios  de nuestro  laboratorio  repoftan que  una cepa de E.

co//. que expre§a la proteina TonB trunca en trans presenta una menor sensibilidad a la

MccE492  (Baeza,  2003).  Sin embargo,  estas mutaciones corresponden a mutaciones

sin  sentido  clue fLleron  obtenidas  mediante  experimentos  de  mutagenesis  al  azar con

hidroxilamina   sobre   un   plasmido   que   expresa   TonB   (Baeza,   2003),   Ia   cual   en

consecuencia  tendrra  el  dominio  de  transmembrana  de  TonB  y  parte  del  dominio

periplasmatico.  Otros  resultados  de  nuestro  laboratorio  rndican  que  una  cepa  que

expresa esta proteina TonB trunca presenta  un fenotipo  rezumante.  Por tal  raz6n,  en

esta  memoria se genera fa  una  mutante  por remoci6n  del ADN,  para  comprobar si  el

dominio C-terminal de TonB se requiere para la actividad bactericida de la MccE492.

1.4   La permeasa de manosa

En  un trabajo  reciente se ha demostrado que el transportador de manosa del

sistema   fosfoenol-piruvato:azdcar   f6sfotransferasa   (la   permeasa   de   manosa)   es

esencial  y esta directamente relacionado con en el efecto bactericida de la MccE492

(Bieler y  cols.,  2006;  comentado  por  Erni,  2006),  pues,  bacterias  mlitantes  obtenidas

por tran§posici6n  en  este  si§tema  son  tesistentes  a  la  MccE492.  El  complejo  de  la

manosa permeasa se compon? de tres subunidades:  ||ABMan (Manx),  ||CMan  (Many)  y

][DMan  (Manz).  Estas  protelnas  catalizan  el  transporte  de  la  inanosa  a  traves  de  la

membrana   citoplasmatica   mediante   un   mecanismo   que   acopla   el   transporte   del



sustrato  con  la fosforilaci6n  de  6ste (Emi y  cols.,  1987).    Lag cepas  resistentes  a  la

MCCE492  resultaron  Ser  mutantes  en  las  proteinas  de  membrana  ||CMan  y  ||DMan,  |as

cuales forman  un  complejo funcional  s6lo si  ambas  proteina§  estan  presentes  (Erni  y

cols.,  1987),  por lo tanto las  subunidades que forman  el  complejo  de  la  permeasa  de

manosa en la membrana intema son necesaria§ y suficientes para la acci6n bactericida

de la MccE492.

1.5    La inmunidad a la lvlccE492

La  inmunidad  a  la  MccE492  es  otorgada  par la  proteina  MceB.  Esta  proteina

tiene   una   masa   de   11,5   kDa,   se  encuentra   asociada   a   la   membrana   intema   y

filogeneticamente su gen  pertenece a la  misma familia de  la  proteina de  la inmunidad

para  la  microcina  24  (mffl)  (Lagos  y  cols.,  1999).  La  organizaci6n  de  los  genes  que

codifican para la proteina estructural y para la proteina de la inmunidad de la MccE492

sugiere  que  son  expresados  coordinadamente  (Lagos  y  cols„   1999).  Su   perfil  de

hidropatia,  calculado mediante el  m6todo de Kyte y Doolittle,  indica que MceB es  una

proteina integral de membrana con tres regiones de transmembrana, que comprehden

los residuos aminoacidicos 1  al 21, 35 al 55 y 66 al 90 (Lagos y cols.,1999). Se estudi6

la   orientaci6n   de   estos   segmentos   mediante  fusiones   de  MceB   con   la   proteina

fosfatasa   alcalina   (Baeza,   2003),   sin   embargo,   no   se   sabe   aan   con   certeza   la

orientaci6n  exacta.  Su  modo  de  actuar  adn  es  desconocido,  pero  se  esgrimen  dos

posibles  mecanismos:  una  interacci6n directa  con  la  MccE492 y/o  una interacci6n  con

el  aparato  translocador de  la  MccE492,  posiblemente  el  complejo  TonB/ExbB/ExbD

(Baeza,  2003).  El  alineamiento  de  las  secuencias  peptidicas  de  MceB,  ExbB  y TolQ

(pafalogo de ExbB) indica que existen patrones de residuos conservados entre las tres

proteinas, Io cual permite especular sobre una posible interacci6n entre MceB y TonB a
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nivel  de  las  h6lices  de  transmembrana  (Figura  28).  Las  tres  proteinas  tienen  una

topologfa  similar  (Figura  2A),  poseen  tres  helices  de  transmembrana  y  coinciden  en

ellas 7 residuos aminoacidicos perfectamente conservados.

En la literatura podemos encontrar que el reemplazp del residuo Glut76, e| t]nico

residuo   cargado   en   la   tercera   h6lice   de   transmembrana   de   ExbB,   por   alanina

(ExbBE176A) es capaz de abolir todas las funciones dependientes de ExbB en E.  co//.

(Braun y Hermann, 2004). Los residuos vecino§,  lle'74 y Leut78 son compartidos por |as

tres proteinas (Figura 28). El alineamiento de las tres secuencias indica que el residuo

PheT8 de MceB esta presente en las tres proteinas, y que el residuo Ala" de MceB esta

presente en TolQ (Alat52).  El residuo Thr'48 se reporta como importante tanto en ExbB

como en TolQ (Braun y Herrmann,  2004),  y coincidentemente se encuentra entre dos

residuos cpnservados en las tres proteinas,  ExbB Phe'46 y Va|]49 (Figura 28).

Los  estudios  en   nuestro  laboratorio   indican  que  las  mutaciones   puntuales

asociadas  a  la  p6rdida  de  la  funcionalidad  en  MceB  (MceBA17V  y  MceBA77V)  son

capaces   de   compensar   las   mutaciones   sin   sentido   en   TonB   generadas   con

hidroxilamina,   que   no   cumplen   con   su   funci6n   biol6gica   normal   (Baeza,   2003):

TonBA43-239  y  TonBA109-239  son   compensatorias  de  MceBA77V;   TonBS16L  es

compensatoria    de    MceBA17V.    La    proteina    mutante    MceBA17V   presenta    una

sensibilidad mayor a la MccE492 que la proteina miltante MceBA77V, sensibilidad que

es  similar a  la  presente en el  control  sin  MceB  ITonB+).  Esto indica que la h6Iice  I  de

MceB presenta un efecto mayor sobre la acci6n protectora de MceB (Baeza, 2003). En

la literatura se  puede encontrar informaci6n  acerca de la importancia de los residuos

Ser'6  e  His2° y sus  re§pectivas  ubicaciones  espaciales  en  TonB,  log  cuales  estarian

implicados   en   la   interacci6n   con   ExbB,   la   actividad   de   TonB   y   la   transducci6n

energetica     (Larsen     y     Postle,     2001).     La     proteina     mutante     TonBS16L     es

11
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Figura   2.La6  topologias   y   el   alineamiento  de   las  secllencias   aminoacidicas   de   las

proteinas MceB, ExbB y TolQ.

A)  Las  topologlas  predichas  de  ExbB  (Kadner y  Postle,  2003),  de  MceB  (Baeza,  2003)  y  de

TolQ  (Vianney  y cols.,1994),  en  la  membrana citoplasmatica.  Se  indica  las  localizaciones  del

periplasma   y  del   citoplasma.   a)   El  alineamiento  de   las   secuencias   aminoacldicas.   Se   ha

comprobado que  las tres  protelnas  interactuarian  con  el  dominjo de transmembrana  de TonB.

Se  observa  que  entre  las  tres  proteinas  hay  ciertos  residuos  muy  conservados  a  distancias

equivalentes  en   los  dominios   de  transmembrana   (amarillo:   identico   en   las   tres   proteinas;

celeste:  conservativo;  verde:  similar).  Las  cajas  rojas  indican  la  ubicaci6n  de  los  dominios de

transmembrana.
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de especial intetes tanto en el mecanismo de acci6n de la MccE492 como en el de su

inmunidad,   pues,   los  esferoplastos  de  las  cepas  que  pxpresan  esta  proteina  son

parcialmente   sensibles   a   la   MccE492   (Baeza,   2003;   Garcfa,   2008).   Debido   a   la

topologia  de  MceB,  se  espera  que  interactde  con  TonB  a  nivel  de  los  dominios  de

transmembrana.  Las  otras  proteinas TonB  mutantes  ocasionarian  una  compensaci6n

de las mutaciones en MceB por la falta de funci6n de TonB,  pues,  habria una p6rdida

del  extremo  C-terminal  (Baeza]  2003).  En  este trabajo  se  analizafa  el  rol  del  extremo

C-terminal de TonB en  la actividad bactericida de la MccE492. Ademas,  se examinara

el rol que cumple ExbB en el mecanismo de acci6n bactericida y en el mecanismo de la

inmunidad a [a MccE492.
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Hip6tesis

Sobre  la  base  de  los  antecedentes  presentados,  se  puede  postular  que  la

MccE492   reqliiere  del   dominio  C-terminal   de  TonB   para   poder  ejercer  su   acci6n

bactericida.  Es  probable que  la  proteina de  la  inmunidad  ejerza  su funci6n  a  partir de

una interacci6n  directa con TonB,  sin excluir una posible  interacci6n  con  las proteinas

ExbB y ExbD.

Esta hip6tesis de trabajo sera sometida a una confirmaci6n experimental.
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Objetivos

Objetivo general

Establecer si  el dominio C-terminal de TonB es indispensable para la actividad

bactericida de la MccE492 y el papel qiie jLlega la proteina ExbB en esta actividad.

O bjetivos especificos

1.               Generar una construcci6n para la expresi6n de la proteina TonB sin el dominio

C-terminal,   TonBA109-239,   mediante   el   uso   mutag6nesis   dirigjda   con   partidores

especificos.

2.               Determinar  la  actividad  bactericida  y  la  inmunidad  a  la  Mc9E492  en  una  cepa

mutants ExbB..
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2. Maferiales y m6todos

2.1.    Ivlateriales

2.1.1    Reactivos

La  bis-acrilamida,  el  SDS,  el  patr6n  de  bajo  peso  molecular para  peptidos,  la

glucosa,  Ia  tricina,  los  L-aminoacidos,  la  tiamina,  la  lisozima  de  huevo  y  el  acido  p-

cumarico se compraron en Sigma Chemical Co. (St.  Louis, Mlssouri, Estados Unidos).

Las  membranas  de  nitrocelulosa VSWP02500  para  remover  las  sales  de  los

acidos nucleicos antes de la electroporaci6n y los filtros de tipo /ow bi.ndi.r]g con  poros

de  2   ijm   para   la   esterilizaci6n   de  soluciones  se   obtuvieron  en   Millipore   (Billerica,

Massachusetts, Estados Unidos).

Las   membranas   de   riitrocelulosa   para   [os   ensayos   de   M/esferr7   A/Of,   la

acrilamida, el persulfato de amonio, el TEMED y las cubetas para la electroporaci6n se

compraron en BioRad Laboratories lnc. (Hercules, California,  Estados Unidos).

El  azul  de  bromofenol,  el  cloroformo,  el  alcohol  isoamilico,  el  isopropanol,  el

etanol, el  metanol, el acetonitrilo,  el cloruro de calcio,  la sacarosa y el carbonato acido

de sodio se compraron eh Merck (Darm§tadt, Alemania).

El  cloruro de sodiQ,  el  agar,  el  cloruro de magnesio  hexahidratado,  el TRIS,  el

glicerol,  el  EDTA,  el fenol,  el fosfato acido  de sodio,  el  citrato de sodio,  Ia  agarosa,  el

acetato de amonio y los marcadores de peso molecular para los fragmentos de ADN a

escalas de 100 pb y 1  Kpb se compraron en Winkler Ltda. (Santiago, Chile).

El sulfato de magnesia y el cloruro de calcio se obtuvieron de Fluka Chemie AG

(Buchs, Suiza).

Los reactivos de grado tecnico: el acido ac6tico]  el etanol, el metanol y el acido

clorhidrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).
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Los   casaminoacidos   y   el   extracto   de   levadura   se   compraron   en   DIFC0

Laboratories (Detroit, Michigan, Estados Unidos).

El  hidr6xido  de  sodio  se  compr6  en  J.  T.  Baker (Xalostoc,  Estado  de Mexico,

Mexico).

La Kanamicina y el cloramfenicol se compraron en  Bestpharma S.A.  (Santiago,

Chile).

La   amplcilin`a   se   compr6   en   U.S.   Biological   (Swampscott,   Massachusetts,

Estados Unidos).

El  anticuerpo  primario  policlonal  de  conejo  preparado  contra  los  tlltimos  20

aminoacidos de la MccE492 se obtuvo en Santa Cruz Biotechnology,  lnc.  (Santa Cruz,

California, Estados Unidos).

El  anticuerpo de cabra anticonejo  unido a  la peroxidasa del  rabano  picante se

compr6 en Pierce Biotechnology (Rockford,  Illinois, Estados Unidos).

La  resina  Silica  Gel  100-C18  para  la  purificaci6n  de  la  MccE492  en  batch  se

compfo en Waters (Milford, Massachusetts, E§tados Unidos).

La  pelicula  autoradiogfafica  HR-U30  Super Medical  X-Ray film.  se  compr6  en

Fujifilm Corporation (Tokio, Jap6n).

2.1:2   Las cepas bacterjanas y los plasmidos

La fuente externa y 61 fenotipo de los microorganisinos y los  plasmidos  usados en

este trabajo se muestran en la Tabla I.
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Tabla 1. Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo

Cepas                                       Genotipo/Fenotipo Fuente

EIL2\                           F-ompIT gal [dcm] flon] hsdsB (rET mB;) Novagen

BL2i^(DE3)        BL21 con DE3, un profago^que pohael gen de |apolimerasadelbacteri6fagoT7.' Novagen

X8605                            F-fxpR A (Iac)U169 sfIA A (fonB-facp)
Guarente yBeckwith,1978

HEl                             ara A(lac pro) thi F' lac pro exbB::Tn70 Braun,1989

Plasmidos            Genotipo/Fenotipo           Replic6n      COOP::uS.ap°r              Fuente

Portador de los
determ inantes geneticos

pjEMi5        pr8taeri::ad¥i:Fn4£:hy,lad.
Duplicaci6n de un

fragmento Sa/ I de 2,5 kb
(gen mceF). Ampr.

pT7-7 portando un
fragmento de 0,3 kb

Ivde I - Eco Rl del
sistema de la M6cE492

(gen mceB), Ampr.

plM91

colE1                 15 -20

colE1                 15 -20

PSU271f:„PBO,rt€#.Oelgen          pi5A               18-22

Wilkens y cols.
1997

Lagos y cols.,
1999

Traub y cols.,
1993

plM91  portando la

p,Mto8h           mutaci6nTonBA109-239           pi5A               18.22               Baeza,2003generada par
hidroxilamina.
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2.2   M6todos

2.2.1    M6todos de biologia molecular, de secuenciaci6n de ADN y de anali§is

Los   procedimientos   de   biologia   molecular,   como   el   aislamiento   del   ADN

plasmidial,  la  preparaci6n  de  las  celulas  electrocompetentes,  Ia  transformaci6n  por

electroporaci6n,  la digesti6n  con enzimas de restricci6n,  Ia autoligaci6n de fragmentos

de ADN, la PCR y la PCR mutagenica se realizaron acorde a los m6todos previamente

estandarizados  (Sambrook  y  Russell,   1989).   La  proteina  trunca  TonBA109-239  se

obtuvo  mediante  la  PCR  inversa  del  plasmido  plM91   (fonB,  Cmr)  con  los  partidores

TonBP1,  que  proporciona  dos  codones de termino  en  las  posiciones  de  los codones

109  y  110  del  gen  fonB  y  un  sitio  de  corte  Xf]o  I,  y  TonBP2,  que  amplifica  en  una

posici6n fuera del gen fonB y proporciona otro sitio de corte Xf7o I  ITabla 2).  Mediante

la   digestj6n   del    producto   de    la    PCR   inversa   con   Xno   I,    la   autoligaci6n,    la

electrotransformaci6n en E.  co//. X8605 (fonB-,  Kan? y la selecoi6n en placas de medio

LB   suplementadas   con   antibi6ticos   (Cm   y   Kan),   se   obtuvieron   las   celulas   que

expresaban  el  gen  de  la  mutante  trilnca  de  TonB.  Las  secuencias  de  ADN  fueron

determinadas    en    Macrogen    (Korea    del    sur).    El    gen    fonB    mutagenizado   fue

secuenciado  usando los  partidores  MP18 y M13-F  ITabla 2).  Las secuencias de ADN

fueron analizadas con el software Vector NTI Advance 10.3 (Invitrogen Corporation).

2.2.2   Purificaci6n de la MccE492, PAGE e lnmunoblot

El  m6todo  de  purificaci6n  empleado  fue  desarrollado  en  nuestro  raboratorio

(Garcia, 2008). Se activaron 50 g de la resina Silica Gel  100-C18 (Waters) con 300 mL

de acetonitri|o  al  100°/o  y se  agit6  durante toda  la  noche  a  4 °C.  Posteriormente,  se

decant6  la resina por 30 min,  se retir6 el acetonitrilo y se hidrat6 con 300 mL de agua

nanopura   en   agitaci6n   durante   30   mln.   La   MccE492   se   extrajo   a   partir  de   los
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sobrenadantes  de  los  cultivos  correspondientes  a  E.   co//.  BL21^(DE3)pJEM15.   Las

celulas  fueron  crecidas  a  37  °C  en  medio  minimo  M9  suplementado  con  citrato  y

gluco§a  (Miller,  1972)  a 220 rpm  durante 20 hr en  agitaci6n  orbital,  y el sobrenadante

fue  colectado  mediante  centrifugaci6n  a  5.000  x  g  por  10  min.  Este  fue  filtrado  y

mezclado  con  la   resina   activada.   Esta   mezcla  fue   agitada  por  20   min   a  4  °C.

Posteriormente  se  lav6  con   100  mL  de  metanol  al  `40%  y  luego  con   100  mL  de

acetonitrilo    al   25%.    Las   eluciones   se    hicieron    con    50    mL   de   acetonitrilo    a

concentraciones  crecientes  (30,  40,  50,  60,  70,  80,  90  y  100%).  De  esta  fomia  se

obtuvieron 8 eluciones de 50 mL cada una, y se determin6 que las eluciones al 50, 60 y

70%  de  acetonitrilo  fueron  las  que  presentaron  la  mayor  actividad  bactericida.  Las

muestras  sometidas  a  PAGE  en  condiciones  denaturantes  fueron  concentradas  por

evaporaci6n al vacio (Centrivac, Labconco) a 65 °C para retirar el acetonitrilo.

EI  PAGE  en  condiciones  denaturantes  se  llev6  a  cabo  bajo  las  condiciones

de§critas   por  Schagger  y  von  Jaggow  (1987)   y  las   membranas   de  nitrocelulosa

(Millipore) se utilizaron en  la transferencia del  lnmunoblot (1  h 30 min,100 V a -2o°C,

usandQ como amortiguador de transferencia 25  mM Tris-Hcl,190  mM glicina frio).  La

MccE492 fue detectada  con  un  anticuerpo  policlonal  preparado  en  conejo  contra  los

tiltimos  20  aminoacidos  de  la  proteina  (suero  antis6rico  en  diluci6n  1:500)  y  con  un

anticuerpo  de  cabra  anticonejo  unido  a  la  peroxidasa  del   fabano  picante  (Pierce

Biotechnology)  (diluci6n  1:20.000).  La  reacci6n  de  quimioluminiscencia  fue  llevada  a

cabo  en   100  mM  TrisrHcl  pH  8,5,   1,25  mM  luminol,   0,2  mM  acido  p-cumarico.   La

teacci6n  fue  iniciada  con  la  adici6n  de  una  alicuota  de  3  uL  de  H202  (concentraci6n

final  0,01%).  La  membrana  fue  expuesta  a  la  pelicula  autoradiogfafica  durante  un  1

min.
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Se  determin6  la  concentraci6n  de  la  MccE492  de  cada  eluci6n  mediante  el

m6todo  de Warburg y Christian  (1942).  Se  midi6 directamente la  absorbancia a 260 y

280 nm y luego se calcu[6 Ia concentraci6n utilizando la siguiente f6rrriula:

[LIg/ml] =  1.000 X [(A28ox  1,55) -(A26ox 0,76)I

2.2.3    Preparaci6n de [as mL(estras de ]a MccE492 para e[ ensayo sabre cLi[tivos

celulares

Cada vez que se ensay6 Ia actividad de la MccE492 en los cultivos celulares, el

acetonitrilo de la  muestra fue evaporado al vacio  a 35  °C y la  MccE492 fue diluida en

agua hasta alcanzar la concentraci6n de§eada.

2.2.4   Ensayos de fomaci6n de Ila[os de inhibici6n de crecimiento

Para determinar si  las cepas  presentan  sensibilidad  a  la  MccE492,  se hicieron

`c6spedes con alicuotas entre 50 y 100 prL de los cultivos celulares liquidos crecidos en

mediq LB  (suplementados con el antibi6tico correspondiente) sobre p[acas de agar LB

y se incluyeron en 3 mL de agar blando. Se ensay6 sobre estos la actividad bactericida

de   5   uL  de  una   diluci6n   seriada   en   base   2  de   la   MccE492   purificada   con   una

concentraci6n inicial de  1.000 Lig/mL.  Despues qe una incubaci6n a 37 °C por 20 h,  la

actividad bactericida fue visualizada como un halo de inhibici6n de crecimiento.

2.2.5   Ensayo de sensibilidad a la IvlccE492 en los cultivos liquidos

Para los ensayos de sensibilidad se centrifug6 1  mL de cultivo liquido a ensayar

(D.O.6oo= 0,3 -  0,4)  a 9.800 x g  durante  5  min.  El  precipitado  obtenido fue  lavado dos

veces con  1  mL de medio liquido LB fresco, y posteriormehte fu,e homogeneizado en  1

mL  de   media  liquido   LB.  .Las   alicuotas   de   100  prL  de  esta   homogeneizaci6n   se

mezclaron  con  100  prL  de  MccE492  purificada  (hasta  concentraciones finales  de  20,
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500  y  1.000  pug/mL)  y  luego  se  incubaron  a  37  °C  por  20  min.  La  sobrevida  de  las

celulas  se  determin6  mediante  el  conteo  de  las  c6lulas  viables  sembradas  en  las

placas de agar LB.

2.2.6   Preparaci6n de los esferoplastos y de los ensayos con la MccE492

Los esferoplastos se brepararon de acuerdb a una modificaci6n de lo descrito

por Weiss  (1976).  Los  cultivos  se  crecieron  durante  toda  la  noche,  sin  agitaci6n,  en

medio  liquido  LB  (supleinentado con  el  antibi6tico  correspondiente)  hasta  una  D.O.45o

cercana  a 0,9.  La§  celulas fueron  obtenidas  por centrifugaci6n  a  940 x g  por  10  min,

lavadas   dos   veces   con   10   mL   de   amortiguador   Tris-HCI,   10   mM,   pH      8,0   y

homogeneizadas  suavemente  en  Tri§-Hcl,   100  mM  pH  8,0,  20%  p/v  de  sacarosa

usando la sigiliente f6rmula de acuerdo a las convenciones de Osbom (1972): X mL de

cultivo x D.O.45o=  10 unidades de densidad 6ptica  (U.D.O.),  donde X es el volumen de

c6lulas   centrifugado   y   posteriormente   es   homogeneizado   hasta   un   valor   de   10

U.D.O./mL.  Luego, al cultivo en agitaci6n se le agregaron 2 mL de una soluci6n EDTA

0,1  M,  pH  8,0,  hasta  alcanzar una  concentraci6n final  cercana  a  EDTA  10  mM.  Esta

mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 15 min para luego agregarle lentamente

1   mL  de  una  sQluci6n  de  lisozim'a  de  huevo  (Sigma)  2  mg/mL,  hasta  alcanzar  una

concentraci6n final cercana a 0,6 mg/mL. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente

por 15 min. Los esferopla§tos obtenidos en este paso estaban listos para los ensayos

de   sensibilidad   a   la   MccE492.   La  cantidad   de  e§feroplastos   par  preparaci6n   se

determin6 por la disminuci6n  del titulo  celu[ar despues de incubar por 20 min en agua

nanopura.
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2.2.7   Analisis estadi§tico de los resulta'dos

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizaron dos estadigrafos: el

test  de  F  de  Snedecor,  para  comparar  las  van.anzas  mLlestrales  y  asl  clasificar  el

analisis estadistico posterior, y el test i de Student como la prueba final para comparar

las   medias   de   sobrevida  entre   las   cepa   o   para   una   misma   cepa   con   distintos

tratamientos de  MccE492.  Todos  los  ensayos  se  llevaron  a  cabo  en  triplicado  y  los

datos se procesaron con-el programa Microsoft Office Excel 2007.

24



3. Resultados

3,1     Estudio de la participaci6n del dominio C-terminal  de TonB en  la actividad

bactericida de la IvlccE492

3.1.1    Generaci6n de Lna proteina TohB carente del dontinio C-terminal

En  nuestro  laboratorio  se  han  caracterizado  distintas  mutantes  de  la  proteina

TonB.  Se  aislaron  dos  clones  con  una  miltaci6n  sin  sentido  en  el  gen  fonB.  Una  de

ellas  se  localiza  en  el  cod6n  43,  por  lo  due  generaria  una  proteina  sin  dominio  C-

terminal  (TonBA43-239)  y  la  otra  que  se  localiza  en  el  cod6n  108  (TonRA109-239h).

Las  cepa§  que  expresan  estas  proteinas  truncas  pre§entan  un  fenotipo  intermedio

entre las cepas fonB+ y fonB- (fenotipo rezumante) y fueron  obtenida tras la  btlsqueda

de  posibles  mutaciones  compensatorias  en  TonB  que  fueran  capaces  de  suplir  la

perdida  de  la funcionalidad  de  las  protelnas  mutantes  de  la  inmunidad  MceBA17V y

MceBA77V.  El fenotipo  intermedio que presentan  amba§  mutantes llev6  a  pen§ar que

ambas Tnutactones sin sentido podrian ser sobrepasadas en el proceso de traducci6n.

Por esta raz6n,  se decidi6 construir nuevas mutantes truncas de TonB.  pero esta vez

mediante la remoci6n de una parte del gen fonB.  Par consiguiente,  uno de los opi.etivo

de esta  memoria es generar una construcci6n  para Ja  expresi6n  de  la  protefna TonB

sin el dominio C-terminal ITonBA109-239).

Mediante mutag6nesis dirigida con partidores se gener6 una mutaci6n en el gen

fonB  portado  por  el  plasmido  plM91   (Traub  y  cols.,   1993)  de  manera  tal  que  se

generaran dos codones de termino adyacentes y posteriores al cod6n 108 (codones de

termino  ambar y  6palo,  TAG  y TGA respectivamente),  seguidos  de  un  sitio  de  cort?

para  la enzima Xf7o I,  con el  objetivo de  remover la secuencia codificante del dominio
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C-terminal  (codones  109-239),  lo  que  conlleva  a  la  expresi6n  de  una  proteina  trunca

(Figura 3).

Como  resultado  se  obtuvo  una  construcci6n  que  expresa  una  protelna  trunca

(TonBA109-2?9P,  p por partidor)  (Figura 36).  Mediante un experimento similar, en este

trabajo  se  logr6  obtener  una  mutante  de  la  proteina  TonB  con  una  remoci6n  de  la

secuencia   aminoacidica   109-239,   pero   que   incorpor6   una   secuencia   nucleotidica

distinta  a  la  esperada  por la  estrategia,  agregandose  una  secuencia  con  13 codones

codificantes  para  aminoacidos  sin  homologia  a  los  de  la  proteina  TonB.   E§ta  foe

denominada  TonBA109-23913  (13   por  la   secuencia   aminoacidica   aberrante   de   13

aminoacidos)    (Figura    4C).    Las    tres    proteinas    mutantes    fueron    analizadas    y

comparadas durante el transcurso de este trabajo.

Para verificar el 6xito de la metodologia,  se  hizo un  mapa de restricci6n de  los

productos   de   PCR  especificos   (Figura   5)   y   una  secuenciaci6n   de   los   plasmidos

mutagenizados  (Figura  4  y  6).  Se  verific6  tanto  la  inserci6n  de  los  dos  codones  de

termino como la remoci6n del segmento de ADN deseado.

3.1.2     Las  cepas  que  expresan  la  proteina  mufante TonBA109-239P  presentan

insensibilidad a la IvlccE492

La   proteina  TonB  interacttla  con   los  receptores  de  la  membrana  extema,

desencadenando translocaci6n de los sider6foros acomplejados con  hierro al espacio

periplasmatico. Para que esta actividad se lleve a cabo, es necesario que los dominios

N-y C-terminales de TonB  est6n  presentes  (Larsen y cols.,  1993;  Khursigara  y cols.,

2005).  El  dominio  C-terminal  interactda  con  la  caja TonB  [ocalizada  en  el  extremo  N-

terminal  de todos  los  receptores  dependientes  de  TonB,  en tanto  que  el  dominio  N-
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A

MP18
P(LAG)

plM91
4038 pb

Amplificaci6n
TonBPIITonBP2

Digestion Xho I
Autoligaci6n

plM91  A  109 -239
3654 pb

Figura 3. E8trategia de la mutaci6n dirigida sabre ol gen tonB.

A)  Se us6  un  partidor que  insertara  dos codones de  termino  distintos  y consecutivos  despues

del cod6n que codifica para el aminoacido  108 de la  proteina TonB (codones ambar y 6palo),  y

adyacente a estas mutaciones, se introdujo un sitio de restricci6n Xho I (TonBP1).  Se usa como

molde  el  plasmido  plM91  (pSU2718  portando  tonB,  Cmr)  (Traub  y cols.,  1993).  El  otro  partidor

utilizado  hibrida  en  un  sitio  distal  al  gen  tonB  y  genera  un  sitio  de  corte  Xt}ol  (TonBP2).  a)  Se

generaron  amplicones  mediante  PCR  inversa  sin  los  codones  codificantes  para  los  residuos

aminoacldicos  109  -239  del  gen  fonB  y  con  un  sitio  de  corte  Xf}o  I  en  ambos  extremos.  C)

Posterlormente por digestion y autoligaci6n se geneto un plasmido con el gen tonB truncado. Se

transform6 mediante electroporaci6n el producto de ligacidn en la cepa X8605 (AlonB,  Kanr) y la

selecci6n  se  llev6 a cabo  por resistencia a antibi6ticos.  MP18 y M13-F,  partidores usados para

la secuenciaci6n.
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A    tonB

lonB A log -239 P
1onB A log -239
TonBplc
TonBP2

eecaLrmcGcaTGTcrmcccmatHCG
maziflcJ`A7\AGccTccG

----cGffffiaamcGmcaecnmaffGrmcGacnTercrmcccG--------
--------------------CaccGanamtTCGacREcamerairmGcercc-

Figura  4.  Analisi8  I)ioinformatico  de  las  secu®ncias  nucleoti'dicas  de  las  mutant®s  en

to„B.

Se  obtuvieron  dos  mutantes  truncas  tipo  TonBA109-239.  A)  Secuencia  nucleotldica  del  gen

fonB,  a)  secuencia  nucleotidica  del  gen  que  expresa  la  protelna  mutante  TonBA109-239P,  C)

secuencia nucleotidica del gen que expresa la protelna mutante TonBA109-239.3, D) secuencia

nucleotldica  complementaria  al   partidor  mutagenico  TonpB1,   E)   secuencia   nucleotldica  del

partldor  mutagenico  TonBP2.   EI   procedimiento  para  la  mutaci6n  dirigida  se  explica  en   los

Materiales y  Metodos.  Enmarcado en  rojo,  mutaci6n ambar y 6palo;  enmarcado en  verde,  sitio

de corte Xho  I;  en  amarillo,  secuencia correspondiente a  los  codones  100  -108  del  gen  tonB.

Se utilize el programa Vector NTl advance 10.3 pare generar estos alineamientos.
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Figura 5. Mapa de restricci6n de los productos de PCR de las diferentes constl.ucciories.

Para  la  amplificaci6n  sobre  los  respectivos  pla§midos  como  molde  se  utilizaron  los  partidores

MP18  y  M13-F.  El  producto  de  PCR  se  trat6  con  la  enzima  Xho  I  para  ver  diferencies  en  el

patron de digestion.  Se observa que el clan 39 ITonBA109-239P) presenta una remoci6n parcial

en  el  gen  tonB  y  la  inserci6n  de  un  sitio Xno  I  (fragmentos esperado de  amplificaci6n:  700  pb

aproximadamente; digestion: 500 y 200 pb aproximadamente).
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Plasmido     Vector de origen + Mutante                                Descripci6n

PIM108P          PIM91  + TonBAlog-239P        8:i::3:Tonrd:u':gmeunE:,'S:,::#:log-239

Como plM108P,  pero que  lleva  ademas  un

p|M|o8`3          p|M9|  i> TonBA109-23913        %:J6unntt°08ddee, ::n fco°„dB:ns:: h8:Soi#Fa cdoen'
la secuencia del gen.

L95       Val     Gln     ffl`i     'ff     Plo   Lgs       AIg     Asp    Vat Lus      Pia    Vat     eni      Sei      Aig    Plo      Aid      S€r    Pro     Phe

mG  flAEziGGnGc:  AEccnzLAZLcti  cezLIGlffizLA  cccHAffiGI   cGCGTccGGc  ATcnct:I;ITT

•..       Plo    Lps      Aig      Asp    Yal      lps      Plo    Val    Glu      Sei      Arg    Plo      Ate      §er     Plo     Phe

TonmfagL2ae'' I  AGccaziziAc:G  cGalercnziA  cccGTAGAGT   cGCETccEGc  ATcnccETTI

TonErm09-239P'T  AG-in -

Tgi        Arg    car        Aig      Lgs     Set       Lgs       Plo    Pi®    Thi       Chu       Gig      Phe      ...

A"caGat=aG AaActcaAAG  c-GJxrG ffGGt:HIIGA

Figura 6. Descripci6n y comparac]6n de secLlencias de las protefnas TonB mutantes.

Se  compara  el  gen   tonB  con   las  mutantes  obtenidas  por  mutaci6n  dirigida  con  partidores

(TonBAIO9-239P  y  TonBA109-23913)  y  por  hjdroxilamina  (TonBA109-239h).   Se  muestran  las

diferencjas en rojo.
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teminal  de  TonB   posee  una  h6lice  de  transmembrana  que  esta  insertada  en  la

membrana citoplasmatica.

La MccE492 utiliza los receptores de la membrana externa FepA, Cir y Fiu para

su  ingreso  al  espacio  periplasmatico  y  para  ejercer asi  su  acci6n  bactericida,  por lo

tanto,  una  cepa  sin  ninguno  de  estos  receptores  es  resistente  a  la  MccE492.  Sin

embargo,  los esferoplastos de esta cepa sin los receptores son sensibles a la acci6n

de  la  MccE492,  lo  cual  indica  que  no  se  requiere  de  la  interacci6n  entre TonB  y  los

receptores para ejercer su acci6n bactericida (Strahsburger y cols., 2005).

Se utilLz6 la cepa X8605 (AfonB,  Kan) para probar la funcionalidad de todas las

proteinas  mutantes  de TonB  de  este trabajo.  Se  complement6  en  !rans mediante  la

electroporaci6n  de  los plasmidos que  portan  los genes  tonB que derivan del  plasmido

plM91  (fonB, Cmr). En todos los ensayos,  como control de resistencia se utiliz6 Ia cepa

X8605  y  como  control  de  sensibilidad  se  utiliz6  la  cepa X8605  que  porta ,el  plasmido

plM91.

La  actividad   bactericida  de  la   MccE492  fue  determinada  cuantitativamente

mediante  el  metodo  de formaci6n  de  halos  de  inhibici6n  de  crecimiento  (Materiale§  y

Metodos) sobre los c6spedes de una cepa sensible y sobre las cepas que expresan las

proteinas TonB mutantes, en triplicado ITabla 3). Los resilltados indican que las cepas

que     expre§an     las     proteinas     TonBA109-239P     y     TonBA109-23913     presentan

insensibilidad  en  las  condiciones  experimentales.   La  cepa  que  expresa  la  proteina

TonBA109-239h   presenta   una   sensibilidad   muy   reducida   con   formaci6n   de   halos

difusos   en   el  cesped,   lo   que  corresponde   a  `la   diluci6n   1/2  de   la   muestra.   Estos

resultados indican que la actividad  bactericida de la MccE492 reqiiiere de la protelna

TonB,  como  se  ha  descrito  para  colicinas  dependientes  de  TonB  (Cascales  y  cols.,

2007).
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Tab]a 3. Ensayos de actividad bactericida per e[ m6todo del m6todo de la diluci6n cn.tica

para [as cepas mutantes en TonB

aLos nt]meros corresponden al reciproco de la potencia en base 2 del tlltino ninero de la diluci6n que presenta un halo

de inhibici6n de creciniento sobre cespedes de la cepa analizada (tn.plicado).

bHalo de inhibici6n de crecimlento difuso.

El control negativo corresponde a la cepa X8605 TonB-(AfonB), el control positivo corresponde

la  misma  cepa  complementada  con  fonB  en   trans  (X8605  fonB+).   Las  distintas  miitantes

ensayadas   corresponden   a   X8605   portando   los   distintos   pla§midos   mutantes.   El   tltulo

bactericida  de  la  MccE492  utilizada  en  este  ensayo  fue  estandarizado  en  la  cepa  BL21   y

corresponde a 1 o24 U.A.a.
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3.1.3    Las cepas que expresan [as proteinas mutantes en el extremo C-terrnina[

de TonB son insensibles a distintas concentTaciones de MccE492

Se cuantific6  la actividad  bactericida de la MccE492 mediante el conteo de las

celulas  viables  de  un  cultivo  liquido,  sembradas  en  placas  LB,  para  establecer  si  la

insensibilidad a la MccE492 es dependiente de la concentraci6n de la MccE492 usada.

Se   realizaron   los  ensayos  a  tres  concentraciones  (100,   500  y   1.000     ug/mL)   de

MccE492.  Los  resultados  muestran  que  las  cepas  que  expresan  las  tres  proteinas

mutantes  de  TonB  en  el  extremo  C-terminal  presentan  diferencias  pequefias  en  la

sensibilidad  a  la  MccE492  (Figura  7).  La  sensibilidad  se  ve  levemente  aumentada  a

mayor concentraci6n  de  la  MccE492.  El  control positivo  (cepa X8605  complementada

en !rans) fue sensible a todas las concentraciones ensayadas.

Una  cepa que expresa la  proteina mutante TonBA109-239h presenta la mayor

sensibilidad  a  la  MccE492  entre  todas  (Figura  7),  pues,  como  ya  se  mencion6,  se

genera un fenotipo rezumante,  con una sensipilidad intermedia entre una cepa fonB+ y

una   fonB-.   Su   sensibilidad   es   similar   la   cepa   control   fonB-   s6lo   a   la   mas   baja

concentraci6n  de  MccE492  iltilizada  (el  analisis  estadistico  de  los  resultados  de  esta

memoria se adjuntan en el Apendice).  La sensibilidad a la MccE492 de las cepas que

expresan  las  proteinas  mutantes TonBA109-239P y TonBA109-239t3 es  comparable  a

la de la cepa en todas las concentraciones de MccE492 ensayadas.

3.1.4   Los esferoplastos de una cepa que expresa L]na proteina TonB mufante en

el extremo C-terminal son insensib[es a [a MccE492

Con  el  objetivo  de  examinar  la  posibilidad  de  que  las  cepas  que  expresan

mutantes de TonB truncas en el C-terminal fueran insensibles a MccE492 debido a una

p6rdida  de  la  interacci6n  con  los  receptores  de  la  membrana extema,  y  por lo  tanto
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130

120

110

1cO

Tomb+                       TonEr                   TonBjal89L239P        TonBalo9eeb       TonRA109rm"

% de c6lulas viables

MccE492 (pg/in L)

Cepa E. coli 100 500 1.000

X8605 TonB+ 1,13 ± 0,22 0,16 ± 0,049 0,018 ± 0,0008

X8605 TonB- 91,39 ± 9,93 108,16 ± 21,50 83,33 ± 22,96

X8605 TonBA109-239P 90,24 ± 8,45 91,3 ±  13,04 58,18 ± 8,33

X8605 TonBA109-239h 71,65 ± 6,82 41,88 ±  18,01 38,94 ± 6,68

X8605TonBA109-239" 110,17  ±  17,31 86,05 ± 4,03 71,03 ±  10,61

Figura   7.   Tratamiento   de   lae   mutantes   en   fonB   colt   distintas  concentraciones   de

MccE492.

Los  resultados  son  representativos  de  tres  ensayos  realizados  en  un  cultivo  liquido.   En  el

grafico se incluye el error en unidades de poroentaje.  La cantidad de celulas utilizada para este

ensayo  se  estandariz6  en  100  Ill  de  cultivo  a  una  D.O.6oo=  0,3-0,4.   EI  100%  de  sobrevida

corresponde a las c6lulas sin tratamiento con McoE492. Analisis estadlstico I de Student,  a/2  =

0,025.
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resultaran  ser  deficientes  en  el  paso  de  translocaci6n  al  espacio  periplasmatico,  se

hicieron ensayos de sensibilidad sobre esferoplasto§, los cuales son preparaciones de

c6lulas que tienen permeabilizada la membrana extema Oveis§,1976). En este ensayo

las cepas que expresan las mutantes en el extremo C-terminal de TonB presentan iina

membrana  citoplasmatica  que  es  accesible  para  la  MccE492,  y por tanto  se  pueden

eliminar las  variables  membrana  extema  (funcionalidad  de  los  receptores  membrana

extema) y actividad de TonB, dejando que la MccE492 entre al periplasma.

Los resultados que se muestran en la Tabla 4 indican que los esferoplastos de

la  cepa X8605  (AtonB)  que expresan  las tres mutantes en TonB son  resistentes a la

MccE492, con viabilidades similares a los ensayos de sensibilidad sobre las celulas sin

tratamiento.  De todas las cepas ensayadas,  la cepa X8605 AfonB complementada en

!rahs  con  tonB  es  la  dnica  que  presenta  una  sensibilidad  total  a   MccE492.   Las

diferencias   observadas   entre   las   mutantes   no   son   significativas   y   todas   son

comparables al control AfonB ITabla 4).  Estos resultados sugieren filertemente que la

actividad bacterictda de la MccE492 necesita de la presencia del extremo C-terminal de

TonB  y  que  es  independiente  de  la  interacci6n  de  esta  regi6n  de  TDnB  con  los

receptores de la membrana externa.

3.1.5        Estudio   de   la   participaci6n   del   dominio   C-terminal   de  TonB   en   la

inmunidad a [a MccE492

Con el objetivo de verificar si la proteina mutante TonBA109-239h, que presenta

una  sensibilidad  muy  reducida  a  la  MccE492  (Tabla  3)  adquiere  el  fenotipo  immune

(inm+)  cuando  expresa  el  gen  de  la  proteina  qe  la  inmunidad.  mceB,  presente  en  el

plasmidio  pl57,  se  realiz6  un  ensayo  de  sensibilidad  a  la  MccE492  con  e§ta  cepa

complementada en frans con el gen mceB ITabla 5). Los resultados obtenidos indican
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Tabla 4. Ensayo de sobrevida a la MccE492 sobre esferoplastos que expresan mutantes

en TonB

Cepa de E. coil Porcentaje de sobrevida

X8605 TonB+X8605TonB- 0,027±0,01185,0±11,5

X8605 TonBA109-239P 76,5±7,9

X8605 TonBA1 o9-239h 70,83±13,01

X8605 TonBA| og.23913 103,08±13.32

Los  ensayos  se  llevaron  a  cabo  con  una  concentraci6n  de  100  ug/mL  de  MccE492.   Los

resulfados usados en esta Tabla son representativos de tres ensayos.  El  |00% corresponde a

la  sobrevida  de  celulas  sin  tratamiento  con  MccE92.  La  cantidad  de  celulas  usadas  en  este

ensayo se explica en  ]a secci6n  Materiales y Metodos. Analisis  estadistico  I de Stiident,  ct/2 =

0,025.
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Tabla 5. Caracterizaci6n fenofipica de ]a mL]tante TonBA109-239h mediante el elisayo de

inmunidad a la MccE492 par el metodo de la diluci6n critica

Cepa de E. colt                             A®#3da

X8605 TonBAl og-239h                                 2b

X8605 TonBA109-239h / MceB                  o

®Los ntimeros corresponden al reclproco de la potencia en base 2 del tiltimo ndmero de la diluct6n que presenta un halo

de inhibici6n de crectmiento sabre cespedes de la cepa analizada (trlplicado).

bHalo de lnhibici6n de crecimiento difuso.

La mutante TonBA109-239h adquiere un fenotipo inmune a MccE492 cuando porta el gen de la

prote[na  de  la  inmunidad  a  |a  MccE492.  El  titu[o  Pactericida  de  la  MccE492  utilizada  en  este

ensayo fue esfandarizado en la cepa BL21  y Corresponde a 1024 U.A.a.
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que una cepa que expresa esta proteina mutante con sensibilidad disminuida adquiere

el  fenotipo  inm+  frente  a  la  MccE492.  Este  resultado  sugiere  que  la  proteina  MceB

podria  prescindir  del  dQminio  C-terminal  de  TonB  para  ejercer  su  acci6n  protectora,

pero debido al  cafacter rezumante de  la mutante,  se di§efiaron  los experimentos que

se detallan a continuaci6n.

3.1.6      EI  extremo  C-terminal  de  TonB  no  es  necesario  en  el  mecanismo  de

inmunidad de ]a MccE492

Una  de  las  posibilidades  que  se  esgn.men  en  el  mecanismo  de  inmunidad  a

MccE492  es  la  capacidad  que tendria  MceB  de  interactuar  con  TonB,  evitando  una

posible  interacci6n  con  ]a  MccE492.  Para  complementar  los  estudios  iniciales  de  la

proteina  de   la  inmunidad   con  la   proteina  mutante  TonBA109-239h,   se  tran§form6

mediante electroporaci6n con el plasmido pl57,  portador del gen mceB,  |a§ cepas qi]e

expresan  las  otras  dos  mutantes  en  el  dominio  C-terminal  de  TonB  y  se  realizaron

ensayos  de  sobrevida  sobre  esferoplastos  ITabla  6).  La  cepa TonBA109-239h/MceB,

como  ya  se  ha  observado  por  el  ensayo  de  formaci6n  de  lialos  de  inhibici6n  de

crecimiento, es completamente inmune a la MccE492 y aumenta significativamente su

sobrevida cuando expresa el gen mceB ITabla 5),  asi como todas las cepas probadas

ITonBA109-239P y TonBA109-239.3), las que incluso mejoraron levemente la sobrevida

en  esferoplastos  al  expresar  la  protelna  MceB,  pero  sin  una  diferencia  significativa

(Tabla 6).
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Tabla 6. Ensayos de inmunidad der esferoplastos en las cepas qtie portan las mLitarites de

TonB y el gen de la jnmunidad a la MccE492

Cepa de E. co//.                                Porcentaje de sobrevida

X8605 TonB+/MceB                                           90,2 ± 6,79

X8605 TonBA109-239P/MceB                      117,24 ± 21,54

X8605 TonBA109-239h/MceB                       106,45 ± 9,68

X8605 TonBA109-23913/MceB                    100,00 ± 10,83

Los  ensayos  §e  llevaron  a  cabo  con  una  concentraci6n  de  100  ug/mL  de  MccE492.   Los

resultados usados en esfa Tabla son representativos de tres ensayos.  El  100% corresponde a

la  sobrevida  de  celulas  sin  tratamiento  con  MccE492.  La  cantidad  de  celulas  usadas  en  este

ensayo se explica en  la secci6n  Materiales y Metodo§. Analisis estadlstico  f de Student,  a/2  =

0,025-
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3.2   Participaci6n de la proteina ExbB en la actividad bactericida de la MccE492

3.2.1    La MccE492 presenta una menor actividad bactericida sabre un cesped de

una cepa mutante exbB-

Se ha observado que en ausencia de la funci6n de las proteinas ExbB y ExbD,

los  procesos  que  dependen  de  TdnB  pueden  llevarse  a  cabo,  pero  en  forma  muy

reducida. Esto resulta de la complementaci6n imperfecta con las proteinas TolQ y TolR

del    sistema    Tol    (Brinkman    y    Larsen,    2008),    pafalogas    de    ExbB    y    ExbD

respectivamente.   Debido   a   que   la   MccE492   depende   de   TonB   para   su   acci6n

bactericida,  es importante caracterizar las cepas mutantes en el complejo transductor

de energfa de TonB, a modo de verificar si la MccE492 requiere que TonB este en un

estado conformacional sensible a la fpm.

Los   reportes   de   ensayos   sobre   cepas   mutantes   exbB-   indican   que   son

altamente    resistentes    a    la    MccE492    (Pugsley,     1984).    Sin    embargo,    estas

caracteristicas  fenotipicas  fueron   descritas  a  una  concentraci6n   de  20   i]g/mL  de

MccE492,  la  cual  es  bastante  inferior  a  las  utilizadas  en  este  trabajo  (hasta  1.000

Lig/mL).  Se determin6 la actividad b\actericida de la MccE492 en  un cesped de la cepa

HE1   (exbB::Tnlo)  (Tabla  7).   Los  resultados  indican  que  presenta  una  sensibilidad

intermedia  (32  U.A.),  pues  el  control  A{onB  fue  resistente,  en  tanto  que  las  cepas

sensibles X8605 {onB+ (256  U.A.) y BL21  (1024  U.A.,  control  no-isog6nico),  presentan

Lina mayor sensibilidad (Tabla 7).

E§tos  resultados  sugieren  que  la  actividad  bactericida  de  la  MccE492  se  ve

afectada de forma moderada cuando disminuye la funcionalidad del complejo TonB,  Ia

cual afecta a los receptores de membrana externa involucrados en la translocaci6n de

la MccE492 al espacio periplasmatico.
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Tabla 7. Caracterizaci6n fenotipica de la mutante HE1 (exbB::Tn70) mediante el m6todo

de la diluci6n critica

Cepade E. coii      hot#rv..lEda

BL21                                      1024X8605TonB-0

X8605 TonB+                     256HEIExbB-32

®Los ntimeros comesponden al reciproco de la potencia en base 2 del t]ltimo ntiniero de la dilllci6n que presenta un halo

de inhibici6n de crecimiento sabre cespedes de la cepa analizada (triplicado).

El control  negativo corresponde a la cepa X8605 TonB-(AfonB),  el control positivo corresponde

la  misma  cepa  complementada  con  fonB  en  hens (X8605  TonB+).  La  MccE492  presenta  una

actividad intermedia frente a la mutante E.  co//. HE1 ;  como control no-isogenico, E.  co//. BL21.  El

titulo bactericida de la MccE492 utilizada para este ensayo flle estandarizado en `la cepa BL21  y

Corresponde a  1024 U.A.a.
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3.2.2       La  sensibilidad  parcia]  a  [a  IvlccE492  de  una  cepa  mLitante  exbB-  es

dependiente de la concentraci6n

Con   el   objetivo   de   establecer   si   la   resistencia   parcial   de   la   cepa   HE1

(exbB::Tn70)  a  la  MccE492  sufre  un  efecto  dependiente  de  la  concentraci6n  de  la

MccE492, se realizaron ensayos de viabilidad empleando cuatro concentraciones (20,

100,  500 y 1.000 ilg/mL) de la MccE492.  Los resultados que se muestran en la Figura

8  indican  que  la  cepa  mutante  por transposici6n  en  exbB  presenta  sensibilidad  a  la

MccE492   en   todas   las   concentracione.s   de   MccE492   ensayadas   y   no   presenta

diferencias significativas con la cepa control fonB+.  La sobrevida aumenta en el ensayo

con la menor concentraci6n de MccE492 (11,7°/a de sobrevida), pero es comparable al

control   de  sensibilidad   fonB+   (19,3%   de   sobrevida).   Este   resultado   indica   que   la

MccE492 es capaz de ejercer su actividad bactericida en ausencia de ExbB,  por ende,

en presencia de un complejo TonB imperfecto y poco funcional.

3.2.3 La actividad de la MccE492 disminuye en un cesped de una cepa mutante

en exbB qLle expresa la proteina de la inmunidad

Estudios  con  mutantes  compensatorias  sugi8ren  que  existiria  una  interacci6n

entre la proteina de la inmunidad MceB y TonB (Baeza, 2003).  Esta interacci6n seria a

nivel del dominio de transmembrana de TonB y la  helice  I  de MceB.  Mediante analisis

bioinformatico  §e  ha  visto  que  las  proteinas  ExbB  y  MceB  presentan  patrones  de

residuds aminoacidicos conservados en sus h6lices de transmembrana, lo cual permite

esp6cular  sobre  una  posible  interacci6n  de  MceB  con  TonB  a  nivel  de  dominios  de

transmembrana,   Ia  cual  serfa  analoga  a  la  interacci6n  entre  TonB  y  ExbB.   Esta

inferencia    se    basa    en    los    estudios    de    entrecruzamiento    y    de    mutaciones

compensaton.as,  que han demostrado que ExbB y ExbD  interactdan con TonB a nivel
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ExbB_

% de c6lulas viables

MccE492 (ilg/mL)

Copa E. co/i.                      20                            100 500                              1.000

X8605TonB+             19,31  ±4,78            1,13 ±0,22 0,16± 0,049            0,018 ± 0,0008

X8605TonB-          106, 85± 10,87       91,39±9,93 108,16± 21,50            83,33 ± 22,96

HEI  ExbB-                   11,67±  1,26             0,87±0,0144 0,03±0,0038        0,00128±0,0003

FigLira  8.  Viabilidad  celular  de  la  mutante  en   ExbB  a  distlntas  concelitraciones  de

lvlccE492.

Los  resultados  son   representativos  de  tres  ensayos.   En  el  grafico  se  incluye  el  error  en

unidades  de  porcentaje.  La  cantidad  de  celulas  utilizadas  para  este  ensayo se  se  estandariz6

en  1   mL  de  cultivo  a  D.O.6co=  0,3  -0,4.  El  100%  de  sobrevida  corresponde  a  las  celulas  sin

tratamiento con MccE492. Analisis estadlstico I de Student, a/2 = 0,025.
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de  dominios  de transmembrana  (Higgs y cols.,  2002b;  Larsen  y  cols.,1999;  Ghosh  y

Postle, 2005).

Se  determin6  la  actividad  bactericida  de  la  MccE492  mediante  el  ensayo  de

formaci6n  del   halo  de   inhibici6n   de  crecimiento  sobre  cespedes  de  la  cepa   HE1

(exbB::Tn70)   que  expresa   la   proteina   de   la   inmunidad   ITabla   8).   Los   resultados

muestran   que   esta   cepa   mutante   disminuye   notablemente   la   sensibilidad   a   la

MccE492,  pero no se vuelve completamente insensible o inmun'e.

3.2.4   Una cepa mutante en exbB es inmuTle a la MccE492 cuando expresa e[ gen

de la inmunidad a MccE492

Debido   a   que   una   cepa   mutante   exbB-   es   parcialmente   resistente   a   la

MccE492,  es  importante  determinar el  grad6  de  inmunidad  otbrgado  por  la  proteina

MceB. Para ello se hicieron ensayos de sensibilidad a la MccE492 sabre e§feroplastos

de  HEl  que  expresan  la  proteina  MceB.  Los  resultados  indican  que  una  cepa  que

presenta  el  complejo  TonB  incompleto  es  capaz  de  adquirir  una  alta  inmunidad  a  la

MccE492  en  esferoplastos  y  sin  diferencias  significativas  al  comparar  con  la  cepa

control de inmunidad X8605 TonB+/MceB (Tabla 9).  Los esferoplastos de la cepa  HEI

son sensibles a Ja MccE492 y adquieren un fenotipo inm+ al estar presente la proteina

MceB.   Estos  resultados  sugieren  fuertemente  que  el   mecanismo  de  la  inmunidad

puede  llevarse  a  cabo  en  presencia  de  un  complejo TonB  imperfecto,  en el  cual  no

seria  necesaria  la  bresencia  de  ExbB.  La  resistencia  a  la  acci6n  bactericida  de  la

mutantes  ExbB  sin  el  tratamiento  para  formar esferoplastos  seria  posiblemente  una

conpecuencia   de   un   complejo   TonB   no   funcional,   y   necesario   para   el   paso   de

translocaci6n de la MccE492 al periplasma.
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Tabla 8. Caracterizaci6n fenofu'pica mediante el metodo de la diluci6n critica de la mutante

HE1 (exbB::Tnl0) que expresa la proteina de la inmunidad

Cepade E. colt       Act#rv.E£:da

HE1                              32

HE1/MceB                       ib

aLos ntlmeros corresponden al rec[proco de la potencia en base 2 qel tlltjmo nLimero de la diluci6n que presenta un halo

de inhibici6n de crecimiento sabre c6specles de la cepa analizada (triplicado).

blialo de lnhibict6n de crecmiento difuso visto en todas las diluciones.

La MccE492 presenta una actividad in{ermedia frente a la mutante E.  co//. HE1; como control no-

isogenico,  E.  co//.  BL21.   El  tltulo  bactericida  de  la  MccE492  utilizada  para  este  ensayo  fue

estandarizado en la cepa BL21  y corresponde a 1024 U.A.a.
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Tabla 9. Ensayos de inmuriidad de esferoplastos en mutante ExbB- portando e[ gen de la

jnmunidad a la MccE492

Cepa de E. co//.             Porcentaje de sobrevida

X8605 TonB+/MceB                       90,2 ± 6,79HEIExbB-0,0772±0.00273HEIExbB-/MceB98,9±4,3

Los  ensayos  se  llevaron   a  cabo  con   una  concentraci6n   de   100  Lig/mL  de  MccE492.   Los

resu[fados usados en esfa Tabla son representativos de tree ensayos,  E[  100% corresponde a

la  sobrevida  de  celulas  sin  tratamiento  con  MccE492.  La  cantidad  de  celulas  usadas  en  este

ensayo se explica en  la secci6n  Materiales y Metodos. Analisis estadlstico  f de Student,  at2  =

0,025.
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4.  Discusi6n

4.1       La  actividad  bactericida  de  la  IvlccE492  e§  dependiente  del  extremo  C-

termina[ de la proteina TonB

Las   bacterias   han   desarrollado   diversos   mecanismos   de   defensa   en   la

competencia por nichos ecol6gicos y recursos.  Entre los mas renombrados destaca la

capacidad   de   producir   bacteriQcinas,   que   corresponden   a   antibi6ticos   proteicos

sintetizados por casi todas las bacterias Gram-negativas o Gram-positivas descritas a

la   fecha.    Mas   de   treinta    bacteriocinas    han   sido   identificadas   en   E.    co//.,    e

indudablemente  muchas  mss  quedan  por descubrirse.  La  diversidad  presente  en  las

otras   especies    Gram-negativas,    y   que    incluye   otros    miembros   de    la   familia

Enterobacteriaceae, es casi inexplorada (Riley y Chavan, 2007).

En tei.minos evolutivos,  parece  §er que la  gran  diversidad  de  las  bacteriocinas

se   ha   desarrollado   en   el   escenario   de   maxima   competencia   entre   cepas   con

requerimientos nutricionales y nichos similares (Riley y Ct}avan, 2007; Cascales y cols.,

2007),   y   dentro   de   sus   nichos   ecol6gicos   las   bacterias   han   de§arrollado   las

bacteriocinas para el control de las poblaciones cuyos requerimientos ambientales son

similares,  en  vez  de  dirigir  la  competencia  a  generos  diferentes.  Exi§te  un  ntimero

acotado  de  blancos  celulares  para  la  acci6n  de  6stas,   entre  los  cuales  estan  la

formaci6n de poros en la membrana citoplasmatica, la actividad nucleasa contra ADN,

ARN y t-ARN y la actividad inhibidora de la bioslntesis de la mureina (Cascales y cols.,

2007).

La  MccE492  es  un  ejemplo  de  una  bacteriocina  formadora  de  pores  en  la

membrana citoplasmatica. Al igual que muchas bacteriocina§, ha parasitado el sistema

TonB  para  ejercer su  actividad  bactericida  en  la  c6Iula  blanco.  Pero  a  diferencia  de
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muchos  casos  descritos  de  este tipo  de  bacteriocinas,  los  mecanismos  de  la  acci6n

bactericida, de la inmunidad y de la interacci6n con TonB son pobremente entendidos.

Como se mencion6 anteriormente, se determin6 que la actividad bactericida de

la  MccE492  es  independiente  de  una  interacci6n  entre  TonB  y  los  receptores  de

membrana  extema,  cuando  se  ha  permeabilizado  la  membrana  extema  de  la  c6[ula

blanco.  En  la  secuencia  primaria  de  la  MccE492  no  se  encuentra  un  motivo  del  tipo

caja  TonB.  y  los  estudios  de  este  laboraton.o  sugieren  fuertemente  que  el  sitio  de

interacci6n  con  la  caja  TonB  no  es  requerido  para  una  interacci6n  con  la  MccE492

(Baeza, 2003).

Lbs  resultados  presentados  en  este  trabajo  demuestran  qlje  se  requiere  del

dominio C-terminal de TonB para la actividad bactericida. Sin embargo, aunque resulta

plausible, no permiten afirmar qiie ocurra una interacci6n entre el C-terminal de TonB y

los   receptores   para   promover   la   entrada   de   la   MccE492.    Por   otro   lado,    los

experimentos  con  esferoplastos  permiten  afirmar  que  es  necesaria  la  presencia  del

dominio  C-terminal  de TonB  para  la  actividad  bactericida  de la  MccE492  una vez que

esta en el espacio periplasmatico.  Estos resultados son importantes para establecer el

mecanismo  de  acci6n  bactericida  de  la  MccE492,   y  se  generan   dos   potenciales

explicaciones  para  este fen6meno:  que  la  MccE492  requiera  una  interacci6n  directa

con el extremo C-terminal de TonB a que la MccE492 requiera de una interacci6n con

una   proteina   TonB   funcional,   la   cual   oscilaria   entre   la   membrana   interna   y   la

membrana  externa,   de  modo  que  el  dominio   N-terminal  quedaria  expuesto  en  el

espacio periplasmatico (Figura 9).

EI  primer mecanismo propuesto se basa en parfe en el mecanismo usado  por

algunas  colicinas  y  bacteri6fagos  dependientes  de  TonB,   como  la  colicina  a  y  el

bacteri6fago H8,  que sdn capaces de interactuar con TonB a nivel de sus respectivas
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MccE492 inactiva

MccE492 activa

E.P.

E.P.

Figure 9. Modelce propuestos para el mecanismo de acci6n de la MccE492.

En A)  la MccE492 ingresa al periplasma a traves de un  proceso mediado por los receptores de

membrana  extema  FepA,  Cir  y  Fiu  (1)  y  luego  mediante  una  interaccion  con  el  extremo  C-

termjnal   de  TonB,   es  capaz  de  adquirir  actividad   bactericida   (2).   MceB   impediria   que   la

MccE492 formara el poro o que interactuara con el extremo C-terminal de TonB.  En algun punto

habrla  una  participaci6n  del  complejo  ManYZ.  En  a)  la  MccE492  una  vez  dentro  del  espacio

periplasmatico  interactuarla  con  el  dominio  N-terminal  de TonB,  probablemente  el  que  guarda

energla  conformacional,   para   llevar  a  cabo  un  cambio  conformacional  y  adquirir  actividad

bactericida   y   asi   formar   el   poro.    MceB   impedirla   que   se   insertara   en    la   membrana

citoplasmatica  (3)  o que  interactuara con  el  extremo  N-terminal  de TonB  (4).  La formaci6n  del

poro  serla  un  proceso  que  involucrarla  mss  de  una  mol6cula  de  MccE492.  M.E.,  membrama

externa;  E.P..  espacio periplasmatico;  M.I.,  membrana interna.
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cajas TonB.  En el caso de la MccE492.  habria una interacci6n necesaria para adquirir

una conformaci6n activa (Figura 9 A).

Esta   intefacci6n   entre   la   MccE492   y   TonB   §eria   independiente   de   iina

interacci6h entre TonB y uno de los receptores de la membrana extema como ya se ha

descrito (Strahsburger y cols., 2005) o tal vez serian procesos que ocurren en paralelo.

EI  segundo  mecanismo  se  basa  en  la  capacidad  que tienen  los  dominios  N- y

C-terminal  de  funcionar  independientemente  para  que  TonB  sea  Sensible  a  la  fpm  y

para que se genere la o§cilaci6n entre las membranas.  En  la literatura se reporta que

una  proteina  trunca  TonBA168-239  es  capaz  de  acoplar  la  fpm  para  el  transporfe

activo en la membrana extema de E. co//., posiblemente debido a un cambio estructural,

pero es incapaz de exponer su extremo N-terminal al espacio periplasmatico (Larsen y

cols.,  2003).  Se  ha  demostrado  que  los  esferoplastos  de  las  cepas  que  expresan  la

proteina  mutante TonBS16L  son  parcialmente  sensibles  a  la  acci6n  bactericida  de  la

MccE492  (Baeza,  2003;  Garcia,  2008).  Se  ha  reportado  en  la  literatura  que  esta

proteina  mutante  es incapaz de transducir la energia,  pero que es capaz de generar

una  oscilaci6n  de  la  proteina  entre  las  membranas.   Por  otro  lado,   una  cepa  que

expresa la proteina mutante TonBA109-239 es completamente resistente a la MccE492

y  esta  proteina  seria  incapaz  de  oscilar  entre  las  dos  membranas,  por  lo  tanto  no

expondria su extremo N-terminal al espacio periplasmatico.

Se  hah  propuesto  muchos  modelos  para  explicar  el  mecanisino  por  el  cual

TonB  transduce  la  fpm  desde  la  membrana  intema  a  los  receptores  de  membrana

externa. Uno de los mss actuale§ propane que ]a energia capaz de generar un cambio

confomacional en los receptores de transmembrana estaria retenida en el extremo N-

terminal  de  TonB,  especificamente  en  los  primeros  66  residuos  aminoacldicos.  Este

dominio viajaria hasta los receptores, guiado por la uni6n del extremo C-terminal unido
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a los receptores mediante una interacci6n del  tipo caja TonB, pues, se ha probado que

por si solo es  capaz d6 unirse a los receptores de  la membrana externa,  pero sin  la

transducci6n de energia   (Larsen   y cols.,  2003).  Los resultados  presentados en este

trabajo  indican  que  el  extremo  C-terminal  de TonB  seria fundamental  para  la  acci6n

bactericida de la MccE492,  una vez que esta en el espacio periplasmatico y que esta

interacci6n no se relacionaria a la actMdad transductora de energia de TonB, sino mss

bien a la presencia necesaria de este d6minio para que la MccE4§2 pueda ejercer su

accionar  bactericida.  No  obstante,  esto  no  excluye  la  posibilidad  de  que  en  forma

paralela,   tanto  la  regi6n  C-terminal  de  TonE}  como  el   complejo  TonB  activo  sean

necesarios para la etapa previa de translocaci6n.

4.2          La   actividad   de   [a   lv]ccE492   y   e[   mecanismo   de   jnmunidad   son

independientes de la proteina ExbB

El  sistema Ton  incluye  a  las  proteinas TonB,  ExbB y  ExbD.  Mucho  menos  se

sabe de estas dos illtimas que de TonB y los transportadores en la membrana externa.

La  hip6tesis  que  se  maneja  actualmente  es  que  estas  dos  proteinas  integrales  de

membrana citoplasmatica de algtln modo cosechan la energia de§de la fpm generada

en  la  membrana  citoplasmatica  y  la  utilizan  para  energizar  a  TonB  (Ahmer  y  cols.,

1995;  Held  y  Postle,  2002;  Brinkman  y  Larsen,  2008).    La funci6n  de estas  proteinas

puede  ser  complementada  en  forma  impeifecta  por  las  protelnas  TolQ  y  TolR  del

sistema  hom6logo  Tol  (Braun,   1989;   Braun  y  Hermann,  2004;  Brinkman  y  Larsen,

2008).

Los  resultados  de  otro  laboratorio  indican  que  las  cepas  mutantes  en  ExbB

presentan  insensibilidad  a  la  acci6n  bactericida  de  la  MccE492  a  una  concentraci6n

final de 20  ilg/mL (Pugsley y cols.,  1986).  En  esta  memorl.a  se demostr6 que  la  cepa
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HE1     (exbB::Tnl0)    muestra    sensibilidad    a    la    MccE492    en    casi    todas    las

concentraciones probadas,  excepto a 20  ug/mL,  en  la  cual se observa una sobrevida

parcial   sin   diferencias   significativas   al   control   positivo,   alrededor   del   10°/o.   Esta

discrepancia  con  el  trabajo  publicado  puede  deberse  a  lo  siguiente:  i)  la  forma  de

purificaci6n  de  la  MccE492  a  gran  escala  con  alto  titulo  bactericida,  la  que  podria

marcar una gran  diferencia entre  los  resultados  optenidos en  ambos trabajos,    ii)  las

pepa§ exbB- usadas, pues, se sabe que hay una complementaci6n imperfecta de parte

del  sistema  hom6Iogo  Tol,  y  que  podria  ser  mayor  para  la  cepa  litilizada  en  este

trabajo.

Con respecto al mecanismo de la inmunidad a la MccE492, se ha demostrado

en  este  trabajo  que  los  esferoplastos  de  la  cepa  HE1  (exbB1::Tnl0)  adquieren  una

inmunidad tot'al a la MccE492 cuando expresan la proteina de la inmunidad y muestran

diferencias  estadisticamente  significativas  al  comparar  con  los  esferoplastos  de  la

misma cepa sin la proteina de inmunidad. Esto es de gran importancia para esclarecer

c6mo  es  la  acci6n  protectora  de  MceB.  Se  ha  demostrado  la  interacci6n  de  esta

proteina con TonB mediante la obtenci6n de mutaciones compensatorias entre ambas

proteinas   (Baeza,   2003),   y  mediante   el   analisis   informatico   se   propone   en   esta

memon.a qiie interactuaria con TonB de una forma similar a ExbB y TolQ.

Exi§ten  dos  mecanismo  posibles  por  los  cuales  la  proteina  de  la  inmunidad

inhibiria la acci6n de la MccE492 a trav6s de una interacci6n con TonB (Baeza, 2003):

i)   Ia   uni6n   de  MceB   a  TonB  inhibiria   la   interacci6n  de   la  MccE492   con  TonB  e

impediria  que  la  MccE492  pueda  alcanzar  la  membrana  citoplasmatica;  ii)  MceB  no

impediria   la   interacci6n   entre   la   MccE492   y  TonB,   sino   que   la   uni6n   con  TonB

tlnicamente   le   permitiria   a   la   proteina  de   la   inmllnidad   posesionarse  en  el   lugar

adecuado   para  evitar  que   la   MccE492  forme  el   canal.   El   primero   impediria   iina
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interacci6n  de  la  MccE492  a  nivel  de  dominio  N-terminal,  y  el  segundo  impediria  la

formaci6n  del  canal  de  la  MccE492.   EI  primer  meQanismo  es  compatible  con   los

resultados  obtenidos  en  nuestro  laboratorio  a  la  fecha,  y  explica  por  qua  hay  una

interacci6n entre TonB y MceB, y por qua MceB a muy bajas concentraciones es capaz

de  otorgar inmunidad  a  trav6s  de  un  mecanismo  altamente  eficiente  (Lagos  y  cols.,

1999).

Finalmente se estableci6 que MceB es independiente de la piesencia de ExbB

para  ejercer  su   acci6n   protectora   contra   la   MccE492,   sin   embargo,   se   necesita

profundizar  en  este  estudio  para  esclarecer  el  mecanismo  de  la  inmunidad.  Seria

importante ,realizar experimentos  con  las  cepas mutantes  en todas  las  proteinas  que

son capaces de cosechar la fpm para energizar a TonB, y encontrar otras mutaciones

compensatorias entre TonB y MceB para avalgr esta interacci6n u otras entre MceB y

una de las proteinas del complejo Ton.
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5. Conclusiones

•     EI dominio carboxilo terminal de TonB es fundamental para la actividad  bactericida

de  la  MccE492  en  dos  etapas:  primero,  para  el  ingreso  de  la  MccE492  al  espacio

periplasmatico y segundo, para la inserci6n de esta en la membrana intema.

•     La  actividad   bactericida  y  el   mecanismo  de  inmunidad  contra  la   MccE492   no

estarian mediados por iina interacci6n directa con la proteina ExbB.
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6. Analisis esfadistico

6.1 Comparacjones entre dos medias muestrales

En  este  trabajo  se  utilizal.on  dos  estadigrafos  para  probar  si  la  media  de  la

sobrevida   en   cada   ensayo   realizado   presenta   diferencias   que   son   significativas

estadisticamente entre cada cepa o entre cada tratamiento con la  MccE492.  Para vcr

diferencias  en  las  medias  poblacionales  (££) obtenidas  se  utiliz6  la  distribuci6n  f y  el

test de  I de  Student,  y  para  establecer si  se  cumplen  la  homocedasticidad  entre  las

medias comparadas y elegir asi el test de f de Student adecuado,  se utiliz6 el criterio

de la distribuci6n F y el test de F de Snedecor.

En el caso de las hip6tesis referidas a dos medias,  es necesario distinguir dos

situaciones:  La primera es que son a) dos muestras independientes y b) son muestras

relacionadas  por una  misma  situaci6n  experimental,  En  el  caso de  esta  memoria,  se

compararon  medias de  muestras independientes,  es decir,  se compar6 uno  es a  uno

las  distintas  cepas  y  el  criterio  de  comparaci6n  se  bas6  en  la  semejanza  entre  los

tratamiento con la MccE492 y el numero de tratamientos (n,).

Por  razones  estadi§ticas,  la  comparaci6n  entre  dos  muestras  independientes

depende de si las varianzas muestrales (S,2) cumplen el principio de homocedasticidad

(similitud de variarizas) o bien si son diferentes. Se considera el test de F de Snedecor

come  el  adecuado  para  estimar si  dos  varianzas  son  iguales  o  no,  con  un  nivel  de

significancia del 95% y grados de libertad (nrl) y (n2-1) (Ecuaci6n  1 ):

f{n]-i},{ns~|) = 3
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Si   las   varianzas   se   consideran   iguales   (principio   de   homocedasticidad),

entonces se utiliza el test de f de Student para muestras con varianzas sin diferencias

estadisticamente significativas (Ecuaci6n 2):

t"1+ng-a  =

J3-

donde'

Jrl - #Z

(n, -1)s,2 + (tfa -1)S2
fll + n2 - 2

Ecuaci6n 2

Ecuaci6n 3

Si no se cumple el principio de homocedasticidad, entonces se utiliza el test de I

de Student para varianzas diferentes (Ecuaci6n 4):

tgl-- *1 -X2

g[-    [=+=,z._+I  2            ._.`  Z

+ffff
m| - 1  I  nz - 1
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6.2   Docimasias o pruebas de hip6tesis

Para simplificar el analisis de estos datos, la estrategia estadistica se destina al

rechazo  de  la  hip6tesis  de  nulidad,  lie,  y  esto  nos  permitifa  sostener  la  liip6tesis

altemativa, Hi. par este motivo, ambas hip6tesis son estrictamente complementarias.

Hip6tesis para la comparaci6n de las medias:

•     Ilo:  |Jli - u2 = 0,  las medias de los ensayos de sobrevida son iguales, pues,  no

muestran diferencias estadisticas significativas.

•     lil:  Ill  -  i]2  i  0,  las  medias  de  los  ensayos  de  sobrevida  son  diferentes  y

muestran diferencias estadisticas significativas.

Para el planteamiento inicial sobre la igualdad o la desigualdad de las varianza§

(principio de homocedasticidad) es fundamental plantear una docima§ia mss estricta.

Hip6tesis para la comparaci6n de las varianzas:

•     Ho: S42 = S22, [as varianzas analizadas son similares y no muestran diferencias

significativas estadisticamente.

•     H,:  S]2 ± S22,  las varianza§  analizadas  son  diferentes y  muestran  diferencias

sig nificativas estadisticamente.

Ambos tipos  de  hip6tesis  (para  la  comparaci6n  de  medias y de  varianzas)  sefan

utilizadas en todas las comparaciones.
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6.3        Analisis  de  las  diferencias  en   la  sobrevida  de   los  cultivos  liquidos

somctidos a tratamieritos de distinfas concentraciones de MccE499

6.3.1    Analisis de la sobrevida de los cultivos liquidos de las cepas X8605 TonB-,

X8605  TonB+,  X8605  TonBA109-239P,  X8605  TonBA109-239h  y  X8605  TonBA109-

239`3

6.3.1.1    Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 100 ug/mL

Erisayos/Cope X8605 X8605 X8605 X8805 X8e05
TonB+ TorlB- TonBA109-239P TonBA109-239h TonBAIO9.23913

Ensayo 1 1,58300 77.00000 121`50000 55,55000 136,23000

Ensayo 2 1,12000 121,84000 83,30000 77,12500 110,20000

Ensayo 3 0,05700 91,39000 90,17000 92.86000 88,40000

Promedlo i] 0,92000 96,74333 98.32333 75,17833 111,61000

variarca s2 0,61217 524.15003 414,66763 350,85116 573,41830

Test de F de SnedecoT
-::.:;f:t;;2isparalaestl-maci6nde'asvarianzas

-     Criterio de conti.aste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debjdo a que cada todas las muestras tiene 3 repeticiones
Valor F critico= 19,0

Variable Variable' Valor F Doci§i6n
nomlna[ 1 noiTlinal 2 de variarcas

TonB+ TonB1 856,21786 ±

Tol,B+ TonBA109-239P e;m3h444 ±

TonB+ TonBA109-239h 573,12794 ±

TonB- TonBAIO9-239'3 936,69934 i
TonB- TonBA109-239P 1,26402

TonB- TonBA109-239h 1,49394

TollB- TonBA109.2391S 1,09400

TonBA109-239P TonBA109-239h 1,18189

TonBA109-239P TonBAIO9-2391a 1,38284

TonBA109-239'` TonBAIO9-239`' 1,63436
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Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  LJ1  - u2 = 0
Hi:  u1 -u2 = 0

-     Criterio de contraste de I
dr2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Varlable
01

Test deVan.anzae Test deVaria- Valor do Decisl6n Mediasnomlnal 1 nomlnal 2 diforento8 iauales cn'tlco do ltip6tosls

TonB+ TonB- 2,00467 7,24520 • 4,30300 Rechazo i
TonB+ TonBA109-239P 2,00591 8,27873 - 4,30300 Rechazo ±

TonB+ TollBA109-239h 2.00698 6,86065 . 4,30300 Rechazo I
TohB+ TonBA109-239`. 2,00427 8,00205 - 4,30300 Rechazo ±

TonB- TonBA109-2390 4.00000 - a,08932 2,77600 Aceptaci6n

TonB- TonBA109-239'1 4.00000 - 1,26272 2,77600 Aceptacl6n

Tolls- TonBAIO9-239'. 4,00000 - 0,77725 2.77600 Aceptacl6n

TonBA109-239P TonBA109-239h 4.00000 - 1.44890 2,77600 Aceptacl6n

TonBAIO9-239'' TonBAIO9-23913 4,00000 - 0,73212 2,77600 Acepfaci6n

TonBAIO9-239h TonBAIO9-239`3 4,00000 . 2,07558 2,77600 Acept8ct6n

6.3.1.2   Tratamiento con la MccE492 a llna concentraci6n final de 500 |jg/mL

Eesayos/Cepa X8605 X8605 X860§ X8805 X8605
TollB+ TorlB- TonBA109-239P TonBAIO9-239h TonBA109-239`.

Ensayo 1 0,20100 74.90000 126,00000 32,86000 89,83000

linsayo 2 0,16000 108.18000 91.26000 42,88000 88,37000

Ensayo 3 0,03950 1 1 0,07000 133,30000 97,82000 88.19000

pi.omodlo u 0.13350 97.71667 116,85333 57,85333 88,79667

Variarra sZ 0,00705 391,34323 504,58653 1223,10093 a,80893

Test de F de Snedecor
-E:.:;::t§;:jsparalaestimaci6nde[asvariamas

-     Criterio de contrasts de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada todas las muestras tiene 3 repeticiones
Valor F critico= 19,0
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Variable Variable Valol. F Decisi6n
nomillal 1 nominal 2 de valfarcas

TonB+ TollB- 55531,33965 ±

TonB+ TonBA10g-239P 71600.48719 i
TollB+ TonBAIO9-239h 173557,1937 ±

TonB+ TonBAIO9-2391I 114,7870919 i6

TonB. TonBA109-239P 1.289370788

TorlB- TonBA109-239h 3,125391802

TonB- TonBA109-239'3 483,7768667 I
TonBAIO9-239P TonBA109-239h 2,423966659
TonBA109£39l] TonBA109-239'3 623,76776 i
TonBAIO9-239" TonBAlo9-239`3 1511,992253 i

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  LJ1  - u2 = 0
Hi:  Ll1  -L12 ± 0

-     Criteriode contraste de I
dr2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Variable
9'

Test de Test de Va'ol. Decisl6n
Mediasnomlnal 1 iiomiTial 2 Varialmas Varlaras de de

dlferentes ]9uales I critico hlp6tesis
TonB+ TonB- 2,00007 8,54383 4,30300 Rechazo I
TonB+ TonBAIO9~Z39'' 2,00005 8,99983 - 4.30300 F`echazo ±

TonB+ TonBAIO9-239h 2,00002 2,85859 - 4,30300 Aceptaci6n Intermedio

TonB+ TonBAlog-239`S 2,03484 170.00588 - 4,30300 Rechazo I
TollB- TonBA109-239P 4,00000 - 1,10736 2,77600 Aceptaci6ri

TonB- TonBA109-239h 4,00000 2,43017 2,77800 Aceptaci6n lntermedlo

TollB- TonBA109.23913 2,00826 0.78018 4.30300 Acepfaci6n

TonBA109-239P TonBAIO9-239h 4.00000 - 2,45855 2,77600 Aceptaci6n lnteTmedio

TonBA109-239'' TonBA109.23913 2,00641 2,16162 - 4,30300 Aceptaci6n

TollBA10g-239b ToilBA109-2391. 2.00264 1.53197 - 4,30300 Aceptaci6n

6.3.1.3   Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 1.000 ug/mL

Enaayos/Copa X8cO5 X860§ X8805 X8605 X8605
TollB+ TonB- TonBA109-239P TonBA109-239t' TonBAIO9.239`3

Ensayo 1 0.24500 83,33000 58,20000 25.82000 78,62000

Ensayo 2 0,10200 94.44000 87,51000 65.00600 48.88000

Ensayo 3 0.18100 77,94000 88.40000 38,94000 71,04000
Promedio u 0,17600 85,23667 78.03667 43,25533 66,18000

varianra s2 0.00513 70.78903 295.31803 397.85223 238.83160
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Estimaci6n de varianzas

#S:?S=ESs:22
Hi: Si2 ± S22

Criterio de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Varlable Variablo Valor F Decls!6n
Iiomlfral 1 nomlma] 2 do varialras

TonB+ TollB- 13796.34249 ±

TonB+ TortBA109-239P 57555,64867 I
Tol,B+ TonBA109-239" 77538,92523 ±

TonB+ TonBAtog.23913 46546,79400 i
TollB- TonBAIO9,239P 4.17180 =

Tol,B- TonBAlog-239h 5,62025

TonB- TonBA109-239'' 3,37385

TonBAIO9-239P TonBA109-239h 1.34719

TonBA109-239P TonBAlo9.23913 0,80872

TonBAIO9-239h TonBA109-239`3 1 ,66582

Test de I de Student
-     Hip6tes-Fs para ]a estimaci6n de medias
Ho:  IJ1  - u2 = 0
H1: ul -u2 I 0

-     Criferio decontraste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Vahable
91

Test do Test de Valor do DOcl§i6n
Med]asnomil,al 1 nom]nal 2 Varla"zasdiferontes Varlattzas]qlralos

I crff]cO de hlp6tesls

TonB+ TonB. 2.00028 17,51018 4,30300 Rechazo I
TonB+ TonBA109-239P 2,00006 7,84748 - 4,30300 Rechazo I
TonB+ TonBAIO9.239h 2.00005 3,74081 • 4,30300 Aceptaci6n =

TonB+ TonBAlog-239'S 2,00008 7,39742 . 4,30300 Rechazo ±

TonB- TonBAIO9-239P 4,00000 0,65176 2,77600 Aceptact6n

TonB- TollBA109.239h 4,00000 3.35890 2,77600 Rechazo i
TonB- TonBAIO9-2391. 4.00000 1,87583 2,77600 Aceptaci6n

TonBA109-239P TonBAIO9-239h 4,00000 - 2,28816 2,77600 Aceptoci6n

TonBAIO9-239P TonBA109.23913 4,00000 0,88857 2,77600 Aceptaci6n

TonBAIO9-239h TonBA109-2391. 4,00000 - 1,57363 2.77600 Aceptaci6n
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6.3.2    Comparaci6n per cepa entre los tratamientos a distintas concentraciones

de la MccE492

6.3.2.1    Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa x8605 TonB+

Emsayos/Cepa 100   lJg'mL 500  uB/mL 1.COO   lJg/mL

Ensayo 1 1'58300 0,20100 0,24500

Ensayo 2 1.12000 0.16000 0.10200

Emsayo 3 0.05700 0,03950 0,18100

Promedlo i] 0,92000 0,13350 0,17600

Varfarra s2 0,61217 0,00705 0,00513

Estimacj6n de varianzas

#S:?S=ESS22
Hi:  Si2 i S22

Criterjo de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Van.able Variable Valor F Decisi6n
nominal 1 nominal 2 de varfaftzas

100  lJg/mL 500  I,g/mL 86,83262 i
100  ug/mL 1'000 lJg/mL 119,33138 ±

500  LIg/mL 1.000 LIg/mL 1,37426

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  LJ1  - LJ2 =  0

Hi:  Ll1  -L12 ± 0

-     Criterjo de contraste de I
a/2 = 0,b25 como nivel de significancia

Variable Variable
91

Test deVarianzas Test deVarializas Valol. de Deci§16n MedlasIiomlnal 1 nom[nal 2 diferentes igluales I critlco de hip6tesls

100  lJg/mL §00   Llg'mL 2,04605 1,73115 - 4.30300 Acepfaci6n

100   lJg/mL 1.COO iJ9/mL 2,03351 1,64015 4.30300 Aceptaci6n

500   Llg/mL 1.000 lJg/mL 4,00000 - 0.66700 2,77600 Aceptaci6n
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6.3.2.2    Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa X8605 TonB-

Ensayos/Cepa 100   lJg/mL 500  lJg/mL 1.000  iig/mL

Ensayo 1 77,00000 74,90000 83.33000

Ensayo 2 121,84000 108,18000 94,44000

Ensayo 3 91,39000 110,07000 77.94000

Promedlo |] 96,74333 97.71667 85,23667

varianza s2 524.15003 391,34323 70,78903

Estimaci6n de varianzas

I:Psfs=i%22
Hi: Si2 I S22

Criterjo de contraste de F
a = 0,05
g[i= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

varfeblo Variable Valor F Docl9i6n
nomhal 1 nominal 2 de varlanzas

100  IJg/mL 500  pg/mL 1,33938

100  pg/mL 1 '000 lJg/mL 7,40439

500  ugivL 1 .000 vg/mL 5.52830

Test de I de Student
-     Hip6tesis para [a estimaci6n de medias
Ho:  LJ1 -u2 = 0
H|: ul -u2 ± 0

-     Criterio de contrasfede I
a/2 = 0,025 coma nivel de significancia

Variable Variable
01

Test deVaria-ifluale8 Valor de D®clsl6n Medlasnomlnal 1 nominal 2 f critico de hip6tesis

100   L[g/mL 500  pg/mL 4,00000 0.05572 2,77600 Aceptect6n

100   Llg/mL 1.COO LIg/mL 4,00000 0.81710 2.77cOO Aceptaci6n

500  lJg/mL 1'000 pg/mL 4,00000 1.00552 2,77600 Aceptaci6n



6.3.2.3    Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa X8605 TonBA109-239P

Eesayos/Cepa 100   IJg/mL 500  lJg/mL 1'000   LIB/mL

Encayo 1 121,50000 126,00000 58,20000

EI,Sayo 2 83.30000 91,26000 87,51000

Ensayo 3 90,17000 133,30000 88.40000

promedlo u 98.32333 116.85333 78,03667

variarca s2 414,66763 504.58653 295,31803

Estimaci6n de vaTianzas

#S¥S=jss:22
Hi: Si2 i S22

Criterjo de contTaste de F
a = 0,05
g]i= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Variable Variable
Valol` F Decl816n

nominal 1 nomirLal 2 de variarcas
too  pg/mL 500  llg'mL 1,21685

100  lJg'mL 1.000 vg/mL 1,40414

500   lJg/mL 1.000 LIg/mL 1,70862

Test de I de StL]dent
-     Hip6tesis para la estimaci6rl de medias
Ho:  LJ1  - lJ2 =  0

H1,  lJ1 -u2 I 0

-     Criterio de contraste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancta

Variable Varlable
91

Test de Valor de Declsi6n Medlasnominal 1 nominal 2 Varla-iaLrales 'crl,tico de hip6tesfs

1oo   l]g,mL 500  pg/mL 4,00000 1,05856 2,77600 Aceptaci6n

100  llg/mL 1'000 IJg/mL 4.00000 1,31870 2,77600 Aceptaci6n

500  lJ9/mL 1.000 pg/mL 4,00000 2,37716 2,77600 Aceptacj6n



6.3.2.4   Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa X8605 TonBA109-239h

Ei"yos/Cepe loo  lJg/mL 500  pg'mL 1.000  IJg'mL

Ensayo 1 55,55000 32,86000 25,82000

Ensayo 2 77.12500 42.88000 65.00600

ETlsayo 3 92,86000 97,82000 38,94000

Promedlo |] 75.17833 57,85333 43,25533

Varfuma s2 350,85116 1223,10093 397,85223

Estimacj6n de varianzas

:;p:;:s;is:::
Criterio de contrasts de F
a = 0,05
gli= 2: g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

V8riable Valable Valor F Decisi6n
nominal 1 nominal 2 do varianzas

100   Llg/mL 500  l]g/mL 3,48610

100   lJg'mL 1.000 vg/mL 1.13396

500  lJg/mL 1.COO I,g/mL 3,07426

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  LJ1  - lJ2 =  0
H1:  ul -lJ2 ± 0

-     Criterio de contraste de t
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Valfable
g1

Test doVariarmasifluales Valor de Declsl6n Mediasnominal 1 nom]fral 2 f crftico de liip6tesls

100  ug'mL GOO   LIB/mL 4,00000 0.75638 2,77600 Acaptaci6n

100  pg'mL 1.000 IJg/mL 4.00000 2,02074 2,77600 Aceptacl6n

500  pg'mL 1.000TJg/mL 4.00000 0,62801 2.77600 Aceptaci6n



6.3.2.5    Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa X8605 TonBA109-239t3

EnsayoF/Cepe 100  pg/mL 500  pg/mL 1.000  ug'mL

Emsayo 1 136.23000 89,83000 78,62000

Ensayo 2 110.20000 88,37000 48,88000

Ensayo 3 88,40000 88,19000 71.04000

Promedio i] 111,61000 88,79667 66,18000

Variariza sZ 573,41830 0.80893 238,83160

Estimaci6n de varianzas

:;p::::is:::
Criterio de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debjdo a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Val.iable Variable Valor F Declsi6n
nominal 1 Tlomil,al 2 de variarras
100   lJg/mL 500  ug'mL 708,86022 =

100   lJg/mL 1.000 lJg/mL 2,40093

500  lJg/mL 1.000 i]g/mL 295,24384 I

Test de I de Student
-     Hip6tesis papa la estimaci6n de medias
Ho:  lJ1 - LJ2 = 0
Hi:  LJi -LJ2 I 0

-     Criterio de contraste de f
dr2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Variable
91

Test do Test de Valorde
Docl816n

Medlasnomlnal 1 nominal 2 Vanartza§d]ferentes VanalizasIguales
Icl.'tlco dohfp6tesls

100   LJg/mL 500  I,g/mL 2,00564285 2.760949931 4,303 Aceptact6n

100  lJg/mL 1 .COO pg/mL 4 - 2.760949931 2.776 Aceptaci6n

§00  lJg/mL 1.000 IJg'mL 2,013547968 2,530516381 - 2.776 Aceptaci6ri
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23913

Ensayos/Cepa X8605 X8605 X8605 X8605 X8605
TonB+ TonB- TonBA109-239P Tor.BAIO9-239h TonBAlog.2391S

Ensayo 1 0,00027 83,33000 85,74000 70,81300 107.33000

Ensayo 2 0.02668 75.06600 88,35000 75,57000 77,96000

`   Ensayo3 0,00179 91,52000 70,00000 58,25000 103,20000

Promed]o p 0,00957 83,30533 80.69667 68,21100 96,16333

Varialra sZ 0.00022 67,68399 85,90703 80,07340 252,78523

Estimaci6n de varianzas

#§fs=iss:22
Hi:  Si2 ± S22

Criterio de contraste de F
a = 0,05
g]i= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Vahable Van-able Valor F Decision
riomfnal 1 nom]nal 2 do varianzas

TonB+ TonB- 308320.69253 ±

TollB+ TonBAIO9-239P 391332,09843 I
TonB+ TonBA10g.239h 364758,17647 I
TonB+ TonBA109-2391. 1151511,95397 I
TonB- TonBAIO9-239P 1,26924

TonB- TonBA109-239b 1,18305

TonB- TonBA109-239'3 3,73479

TonBA109-239P TonBA109-239h 1'07285

TonBA109-239P TonBA109-2391. 2.94254

TonBA109-23911 TonBAIO9-239'' 3,15692

Test de f de Student
-     Hip6tesis para [a estimaci6n de medias
Ho:  ul - LJ2 = 0
Hi:  ul -L12 I 0

-     Crjterio de contraste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
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Variable Variable
91

Test deVarlalrasdiferento§ Test daVariaiiza8iguales Valor de Dec'S16n Mediasnomliial 1 nom]nal 2 tcrftico de hlp6te§Ls

TonB+ TonB- 2.00001 17.53637 4.30300 Rechazo ±

TonB+ TonBA109-239.I 2.00001 15,07820 4,30300 F2echaro ±

TonB+ TonBA109-239h 2,00001 13,20107 4,30300 Rechazo I
TonB+ TonBA109-2391. 2,00000 10,47492 - 4,30300 Rechazo iE

TonB- TonBA109-239P 4 0,36458 2.77600 Aceptaci6n

TonB- TonBA109-239t' 4 - 2'15079 2,77600 Aceptaci6n

TonB- TonBA109-239`' 4 1,24405 2.77600 Aceptaci6n

TonBA109-239'' TonBAlog-239h 4 - 1,67858 2'77600 Acepfaci6n

TonBA109-239P TonBA10g-239'3 4 • 1,45564 2,77600 Aceptact6n

TonBA109-239b TonBA100-239`3 4 - 2,65368 2,77600 Aceptaci6n

i.836:§AE5Lj:i:.t:.]f3S93,bri:j6doa5deT:°nsBCAu4[!j;.°2S3;jhqu;d°xS88::asT::EaAS4#.620359,i°nq:+:
expresan la protefna de inmunidad a [a MccE492

Ensayos/Cepa X8605 X8805 X8605 X8605
TonB+"coB TonBA109-239P"coB TonBA109-239hmnceB TorlBAIO9-2391.AlcoB

Elisayo 1 90,22000 116,90000 100,00000 93,20000

Ensayo 2 88,37200 137,70000 87,43000 100,00000

Ensayo 3 66.17600 77,78000 106,49000 130,08000

Promodio u 81.58933 110,79333 97.97333 107.76000

variaica s2 179,03191 925,57013 93.90143 385,19680

Estimaci6n de varianzas

#S¥S=jss22
Hi: Si2 I S22

Criterio de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Variable Variable Valor F Deci§16n
nominal 1 nominal 2 de var].ai€

TonB` TonB+AlceB 815543,61788 I
Toi`BAll}9-239P TonBAIO9-239PAlceB 10,77409

TonBA109-239h TonBAIO9-239hAIceB 1,17269

TonBAIO9-239`S TonBAIO9-239'3AlceB 1,52381
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Test de f de Student
-     lijp6fesis para la estimaci6n de medias
Ho:  ul - LJ2 = 0
H1:  lJ1  -u2 ± 0

-     Cn.terio de contrasfede I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Val.iable Variable
91

Test deVariar"Sdiforentes Test deVarial-lquales Valor dB Decisi6n Medlasnominal 1 nomlnal 2 crftieo de hlp6tesis

TonB+ TonB+ MceB 2.00000 7,46728 - 4.30300 F`echazo ±

TonBAI09-239'' TonBA109-239rAIceB 4,00000 1,63908 2,77600 Acepfaci6n

TonBAIO9-239t`
TonBA109-239.'AIceB

4,00000 3.90827 2,77600 Rechazo I
TonBAIO9-2391. TonBA109-239'.rmceB 4,00000 . 0,79522 2,77600 Aceptaci6n

6.3.4   Analisis de la sobrevida de los cultivos liquidos de las cepas X8605 TonB-,

X8605 TonB+ y HEI ExbB-

6.3.4.1    Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 20 ug/mL

ETisayos/Cepa X8605TonB+ X8805TonB- HE1ExbB'

Ensayo 1 20.46000 106.86000 1 1 ,67000

Er"yo 2 19.00000 150,00000 5.20000

Ensayo 3 14,09000 107.40000 12.41000

Promedlo u 17,85000 121,42000 9.76000

valiaim s2 11.13610 612,68520 15,73210

Estimac[6n de variarEas

#S:gs=i:22
Hi: Si2 ± S22

Criterio de contraste de F
c( = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a qile cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Variable Var]abl® Valor F Docisi6n
nominal 1 nomlnal 2 do van.ares

TollB+ TonB- 55,01793 =
TonB+ EkeEL 1,41271

TonB- EXBB+ 38,94490 ±
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Test de I de StLldent
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medjas
Ho:  ul - P2 = 0
H1,  ul -lJ2 * 0

-     Criterio de contraste de f
dr2 = 0,025 como nivel de significancia

Variab'® Variable
01

Test deVarianzasdiferentos Test deVariamas]Hua'es Valor de Declsl6n
lvlediasnominal 1 nominal 2 f c,'tleo de hip6tesls

TonB+ TonB- 2,07267 5.07866 . 4,30300 Rechazo i
Tal,B+ ExbB- 4,00000 - 2,70327 2,77600 Acepfaci6n

TonB- EXBB+ 3,88628 5,45530 - 2,77600 Rech8zo I

5.3.4.2   Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 100 ijg/mL

Ensayos/Cepa X8605 X8605 HEll
TonB+ TonB- ExbB.

Erisayo 1 1,58300 77,00000 1,75000

Ensayo 2 1,12000 121,84000 0.86600

Ensayo 3 0.05700 91,39000 0,10900

P`omedio 1] 0,92000 96,74333 0,90833

Varlama sZ 0,61216 524,15003 0,67456

Estimaci6n de varianzas

EPS:?s=i%22
Hi:  Si2 I S22

Criterio de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a qile cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Variable Variable Valor F Declsl6n
nominal 1 nominal 2 de variamas

TonB+ TonB- 856,21786 ±

TonB+ ExbB- 1,10192

TonB- EXBB+ 777,02008 i£

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  lJ1 - LJ2 = 0
H1:  ul -u2 = 0

-     Criterio de contraste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
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Variable Var[able
g'

Test devariarEasdifeientes Test deVarianzas'quales Valor de Doclsl6n Medlas
nomlnal 1 nominal 2 f crftico de hip6tesls

TonB+ TonB- 2,00467 5,12313 4,30300 Rechazo I
TonB+ ExbB- 4,00000 - 0,01781 2,77600 Aceptaci6n

TonB- EXBB+ 2,00467 5,12345 - 4,30300 Rechazo ±

6.3.4.3   Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 500 ug/mL

Ensayos/Cepa X8605 X8605 IiE1
TonB+ TonB- ExbB-

Ensayo 1 0,20100 74.90000 1,17E-07

Ensayo 2 0,16000 108,18000 0,01200

Ensayo 3 0,03950 110,07000 0,03000

Promedio |J 0,13350 97,71667 0,01400

varializa s2 0,00705 391.34323 0,00022

Estimacj6n de var].anzas

#S:?S=jss22
Hi:  Si2 I S22

Criteri.o de contraste de F

2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.

Variablo Variable Valor F Decisl6n
nolTiiiial  1 rtomina] 2 de varianzas

TonB+ TonB- 55509,67801 #

TonB+ ExbB- 30,92127 ±

TonB- EXBB+ 1716430,00700 #

Test de { de Student
-     11jp6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  H1 - u2 = 0
H1:  lJ1 -u2 j£ 0

-     Criterio de conl:Taste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Van.able Variable
g1

Test doVat(anzasdiferentes Valor de Docisi6n Medias
nomlrral 1 nomlnal 2 critico de hip6tesls

TonB+ Tons- 2,00007 6.05793 4,30300 Rechazo ±

TonB+ ExbB- 2.12922 2.11754 4.30300 Aceptaci6n

1'onB- EXBB+ 2,00000 6,05058 4,30300 Rechazo I
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6.3.4.4   Tratamiento con la MccE492 a una concentraci6n final de 1.000 ijg/mL

Ensayos/Cope X8605 X8605 HE1
TonB+ TonB- ExbB'

Emsayo 1 0,24500 83,33000 4,50E-09

Ensayo 2 0,10200 94,44000 0,05000

Eneayo 3 0.18100 77,94000 3,74E-05

Promed[o ii 0,17600 85.23667 1.67E-02

vaTianza s2 0,00513 70,78903 8,3271EJ)4

Estimaci6n de varianzas

#p!f:is;::
Criterio de contrasts de F:
a = 0,05
g]i= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=  19.0

Variable Variable Valor F Decisi6l,
nomina) 1 nominal 2 de variarus

Tone+ TonB- 13799.03119 ±

TonB+ Exbl3- 6,16060

TollB- EXBB+ 85010.38386 I

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  IJ1 - u2 = 0
H1:  lJ1 -u2 I 0

-     Criterio de contraste de f
dr2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Va,fable
g'

Test deVariartzasdiferontes Test de Valor de Decisi6n Medlasnomlnal 1 nominal 2 VaTiarras igunles I crltlco do hlp6tesls

TonB+ Tol,B- 2,00029 17.510184 4,30300 F`echazo ¢

TonB+ l±bB- 4,00000 . 3,57364 2,776oo Ftechazo ±

TonB- 1*88+ 2,00004 12,40513 - 4,30300 Rechazo I



6.3.4.5   Comparaci6n entre los tratamientos de la cepa HEI  ExbB-

En8ayos/Cepa 20   lJg/rT'L 100  lJg'mL SOO  vg/mL 1.000  pg/mL

Ersayo 1 11,67000 1,75000 1,17E-07 4,50E-09

Ensayo 2 5,20000 0,86600 0,01200 0,05

Ensayo 3 12,41000 0,10900 0,03000 3.74E-05

Promedlo i] 9,76000 0,90833 0,01400 1,67E-02

Varfaira s2 15,73210 0,67456 0.00022 8.32E-04

Estimaci6n de varianzas

:;p:;:s:is:::
Criteria de contraste de F
c( = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19.0

Variable Variable Va'o, F Docisi6n
nominal 1 rlomlnal 2 de variarus
20  vg/mL 100  IJg/mL 23,32201731 ±

20  IJg/mL 500  ug'mL 71509,54545 *

20  pg'mL 1.000  qg/mL 18892,6517 ±

100  pg/mL 500  lJg/mL 3066,18182 ±

100   LIg/mL 1.000  iJ9/mL 810.077938 iE

GOO   pg/mL 1.000   LI9/mL 0.26419762

Test de I de Student
-     Hip6tesis para la estjmaci6n de medias
Ho:  lJ1  - lJ2 = 0
H1:  IJ1  -L,2 I 0

-     Criterio de contraste de f
dr2 = 0,025 come nivel de significancia

Variable Variable
g1

Test deVaria- Test deVarianzas Valor de Doclsl6n Medlasnomlnal 1 nomlnal 2 dlforontos 19Llale8
crlt'co de lilp6tes[s

20  lJg/mL 100   Llg'mL 2,17120 3,78509 - 4.30300 Aceptacj6n

20  pg/mL 500  lJg'mL 2,00006 4,25589 . 4.30300 Aceptaci6n I
20  lJg/mL 1.000   Llg/mL 2,00021 4.25463 - 4.30300 Aceptaci6n ±

100  pg/mL §00  IJg/mL 2.00130 1 ,88572 - 4,30300 Aceptaci6n

100  ug/mL 1.000   lJg/mL 2,00494 1,87917 - 4,30300 Aceptaci6n

500  lJg/mL 1.COO   |lg/mL 4,00000 - 47,59824 2,77600 Rechazo ±



6.3.5    Analisis de la sobrevida de los esferoplastos de las cepas X8605 TonB+,
HEI  ExbB. y HEI  ExbB-/mceB

Erisayos/Cepa X8605Tone+AIceB
HE1 HEl  tvlceB

Elisayo 1 90,22000 0.08740 98,80000

Erlsayo 2 88.37200 0.76000 73.52000

Ensayo 3 66,17600 8.02E-04 107,10000

Promedio LI 81.58933 0,282734 93.14000

van.ar|za s2 179.03190 0.17271 305,9308

Estimaci6n de varianzas

:;p:::s;is:::
Criterio de contraste de F
a = 0,05
gli= 2; g12=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0

Variable Variable Valor F DecL§[6n
nominal 1, nom[rral 2 de varianza§

TonB TonB+"ceB 815543,61800 ±

HE1 HEI MceB 1771,33566 I

Test de f de Student
-     Hip6tesis para la estimaci6n de medias
Ho:  ul - lJ2 = 0
H1: ul -lJ2 I 0

-     Criteria de contraste de I
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Variable Varial,'e
g1

Test deVariarizasdiferentes Valor do Decisl6n Medlas
nomlnal 1 nomlnal 2 I c,'tico de hip6tesis

TonB+ TonB+ MceB 2,00000 7,46728 4,30300 Rechazo I
l|E1 iiEi mcoB 2,00226 8,50021 4,30300 Recharo ±
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