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Resumen.

Streptococcus mutans es una bacteria Gram positivo que se encuentra en la cavidad oral, siendo
uno de los principales patdgenos asociados a la cariogénesis. Posee variadas cualidades que le
permiten establecerse en la cavidad oral, entre ellas encontramos su gran capacidad de adhesion,
formacion de biopelicula y sintesis de bacteriocinas, siendo esta Ultima la mas atractiva desde el
punto de vista biotecnoldgico. Estas bacteriocinas producidas por S. mutans son denominadas
mutacinas y han sido clasificadas segin su composicion aminoacidica en mutacinas lantibidticas
y no-lantibidticas. Entre las mutacinas no lantibioticas, encontramos a la mutacina IV, codificada

por el operdn nim, la cual posee 2 genes estructurales denominados nimA y nimB.

El objetivo de esta tesis es crear un sistema de expresion heteréloga con el fin de producir y
caracterizar el producto del componente nimA de la mutacina IV.

Empleando el vector RSF-duet, el cual posee 2 sitios de multiple clonamiento, hemos clonado de
forma independiente, los genes del sistema transportador de la microcina V en el MCS 2 y uno de
los genes del sistema mutacina IV (componente nlmA antecedido por la secuencia que codifica
para el péptido seiial de la microcina V), en el MCS 1. De esta manera utilizando la cepa E. coli
BL21 (DE3), hemos logrado sintetizar y exportar hacia el medio extracelular el producto del
componente nlmA (NImA). Se determind que la 6ptima produccién de NImA recombinante, se
obtiene empleado una concentracién de 1 mM del inductor IPTG, alcanzando una concentracion
de 63,7ug/mL de proteina, luego de ser purificada desde el medio de cultivo. NImA recombinante
presentd termostabilidad en un amplio rango de temperaturas (-80 a 100°C) y su actividad no se
vié afectada frente a variados solventes ya sean estos organicos o inorgéanicos. Por otra parte,
NImA recombinante, posee actividad frente a S. salivarius, S. gordonii, S. sanguinis y bacterias
Gram positivo de interés clinico como Listeria monocitogenes, Staphylococcus aureus vy

Enterococcus spp., sin embargo, no prensent6 actividad sobre aislados clinicos de S. mutans

Estos resultados contribuyen con el disefio de una nueva herramienta para la produccién y estudio
de polipéptidos pequefios tipo bacteriocina y, por otra parte, permitié la caracterizacion del

producto codificado por el componente nimA de la mutacina IV.

Vi



Abstract

Streptococcus mutans is a Gram positive bacteria found in the oral cavity, pathogens associated
with cariogenesis. It has varied qualities that allow it to settle down in the oral cavity, within them
find their adhesion, biofilm formation and synthesis of bacteriocins, the latter being the most
attractive from the point of biotechnologically. These bacteriocins produced by S. mutans are
termed mutacins and are divide into two groups: lantibiotics mutacins and non-lantibiotic
mutacins. Mutacin IV is a dipeptide non-lantibiotic mutacin encoded by operon nlm and being

nimA and nlmB the structural genes.

The aims of study is develop a polypeptide production heterologous system for produce and

characterize the nlmA component of mutacin IV.

Using the RSF-duet vector, wich has two multiple cloning site, we cloned independently
transporter microcin V in MCS 2 and recombinant mutacin (nImA component preceded by the
signal microcin V peptide), in MCS 1. Thereby using the strain E. coli strain BL21 (DE3), we have
successfully synthesized and export into the extracellular medium the nimA component. We found
that optimal production of NImA recombinant, employee 1 mM IPTG inducer, reaching a

concentration of 63,7ug / mL of protein, after being purified from the culture medium.

Subsequently characterization showed thermostability in a wide temperature range (-80 to 100°C),

retains its activity against various solvents whether they are organic and inorganic.

Regarding, the inhibitory activity of NImA recombinant component exhibit activity against S.
salivarius, S. gordonii, S. sanguinis and other clinical interest Gram positive bacterias as Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. However is unsuccessful against

clinical isolates of S. mutans

These results contribute a new tool for production and study of small peptides like bacteriocin and

on the other hand have en elucidated new features nlmA component mutacin IV.

Vi



1. Introduccion

1.1. Streptococcus mutans.

Streptococcus mutans es una bacteria Gram positivo que se encuentra en la cavidad oral y es uno
de los principales patdgenos asociados a la cariogénesis (Loesche, 1986). Esta bacteria fue aislada
por primera vez en 1924 desde una lesion de caries dentaria, donde observo que a pH neutros tenia
la forma de un coco y que a pH acidos se veian como bacilos, este cambio de forma dependiente
del pH llevo a que se nombrara como Streptococcus mutans (Clarke, 1924). No fue hasta el afio
1960, que S. mutans generd interés en los cientificos y luego de varios estudios se pudo asociar las
lesiones de caries con esta bacteria (Banas, 2004). La caries dental, es una de las infecciones mas
comunes y cronicas en el mundo y se han postulado 3 hipotesis para explicar su origen. La primera
corresponde a la hip6tesis de la placa especifica que propone que S. mutans y Streptococcus
sobrinus son las bacterias involucrados en el desarrollo de esta patologia. En segundo lugar
tenemos la hipotesis de la placa no especifica, que postula que la formacion de caries es el resultado
de la actividad del conjunto de especies bacterianas existentes en la placa o biofilm, y la tercera es
la hipétesis de placa ecoldgica, que sugiere que las caries son el resultado de un cambio en el
balance de la microbiota de la placa por cambios de las condiciones locales del entorno (Aas et al.,
2008). La placa bacteriana o biopelicula oral es formada inicialmente por Streptococcus sanguinis
y Streptococcus gordonii, estos al estar en mayor nimero pueden contener a colonizadores
secundarios como lo es S. mutans, sin embargo una de las cualidades de S. mutans es producir
compuestos antimicrobianos, proporcionandole la capacidad de cambiar el balance de la
biopelicula oral compitiendo con S. sanguinis y S. gordonii cuando llega a la biopelicula (Kreth et
al., 2008). Dentro de sus factores de virulencia, S. mutans posee una gran habilidad para adherirse
y formar biopelicula en la superficie dental. También posee la capacidad de generar acidos desde
el metabolismo de carbohidratos, tiene capacidad de sobrevivir a pH bajo y sintetiza variados
polipéptidos antimicrobianos llamados mutacinas. Estas propiedades le entregan una gran
resistencia en la placa dental donde compite en un entorno con mas de 700 especies bacterianas
distintas (Xie et al., 2010).

En este trabajo nos enfocaremos en las mutacinas producidas por S. mutans y la forma de conseguir

un sistema para la produccion de estos polipéptidos de forma controlada.



Las mutacinas son un grupo de polipéptidos con actividad antibacteriana producida por cepas de
S. mutans, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias de la misma especie o
especies relacionadas (Medina et al., 2008). Este tipo de polipéptidos se agrupan dentro de las
proteinas y péptidos antibacterianos llamados bacteriocinas.

1.2 Péptidos antimicrobianos y bacteriocinas

Una de las estrategias mas antiguas y que se ha conservado durante la evolucion es la produccién
de péptidos con actividad antimicrobiana. En eucariotas encontramos las defensinas a producidas
por neutréfilos del intestino delgado de humanos, las células T y células dendriticas. También
encontramos péptidos antimicrobianos en bacterias, las que son llamadas bacteriocinas (Medina et
al., 2008). Las bacteriocinas son polipéptidos de sintesis ribosomal, secretados por una gran
variedad de bacterias, que tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de bacterias
estrechamente relacionadas (Hossain y Biswas, 2011). Estas sustancias antibacterianas son
sintetizadas por la gran mayoria de los grupos bacterianos y han sido utilizadas como una
importante herramienta en estudios evolutivos y ecoldgicos. Sin embargo, con el desarrollo
comercial exitoso de la bacteriocina Nisina producida por Lactococcus lactis y las herramientas
existentes en biologia molecular e ingenieria genética, el estudio de las bacteriocinas ha tomado
gran importancia por sus aplicaciones biotecnoldgicas en biomedicina y en la bioconservacion de

los alimentos (Medina et al., 2008).

El criterio de clasificacion de las bacteriocinas es variable, pudiendo agruparse segun el
microrganismo que las produce, su masa molecular, su estructura quimica o el modo de accion
(Cotter et al., 2005; Mufioz-Rojas, 2004). En general podemos clasificar las bacteriocinas en dos
grandes grupos: las producidas por bacterias Gram negativo y las producidas por bacterias
Gram positivo (Jenssen et al., 2006). Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativo se
clasifican segun la masa molecular que éstas poseen, distinguiendo asi bacteriocinas que poseen
una masa superior a 10 kDa denominadas colicinas y las que poseen una masa inferior a 10 kDa,
Ilamadas microcinas (Jenssen et al., 2006). Este tipo de bacteriocinas ejercen su accion
antimicrobiana a través de la disrupcion del potencial de membrana (Gillor et al., 2004; Pons et
al., 2002; Lagos et al., 2001; Baquero y Moreno, 1984) o a través del blogueo de la sintesis proteica

o0 de &cido nucleico (Duquesne y Destoumieux-Garzon, 2007)



Toda bacteria productora de estos polipéptidos con actividad antimicrobiana deben poseer los
elementos genéticos necesarios para asegurar la funcionalidad de estos. Encontramos que los
sistemas para producir bacteriocinas del tipo microcinas estan constituidos por el gen estructural,
genes del sistema de exportacion y un gen de inmunidad para la célula productora. (Figura 1.)

A B C D E

e

Figura 1. Sistema genético minimo caracteristico de bacteriocinas del tipo microcina. A y B representan los componentes del
sistema de exportaciéon, C es el gen estructural de la bacteriocinay D el gen de inmunidad. Para las bacteriocinas con modificaciones
postraduccionales requiere de la accion del producto de otros genes que efectian el proceso de maduracion (gen E).

Por otra parte, las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivo también estan codificadas
en clusters génicos, donde el gen estructural de la bacteriocina es acompafiado por el gen de la
inmunidad. Estas bacteriocinas han sido clasificadas preferentemente por su estructura primaria 'y
sus caracteristicas bioquimicas, dividiéndose en 4 clases las que se muestran en la Tabla 1(Nicolas
y Mota-Meira, 2007).

Tabla 1. Clases de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivo.

Clase I-Lantibi6ticos Clase Il Clase Il Clase IV

Definicion polipéptido con Polipéptido sin Proteinas grandes Polipéptidos ciclicos
modificaciones post- modificaciones post- termolébiles
traduccionales traducionales

conteniendo lantioninas | termoestables

Masa molecular | <5 kDa. <10 kDa >10 kDa Variable

Ejemplos Nisina Pediocina PAl Lisostafina Enterocina AS-48

Modificada de Nicolas et al., 2007.

Basandose en esta clasificacion, las bacteriocinas producidas por S. mutans (mutacinas), mas
estudiadas pertenecen a la Clase | tales como la mutacina I, 11, 1140 (Hossain y Biswas, 2011).

Pero existen otras como la mutacina IV y V que pertenecen a la Clase Il. (Hossain y Biswas, 2011)

1.3. Bacteriocinas de S. mutans.

Las bacteriocinas producidas por S. mutans se estudiaron por primera vez en 1969 (Kelstrup y

Gibbons, 1969) y el término mutacina fue acufiado por Hamada y Ooshima en 1975 (Nicolas y

3



Mota-Meira, 2007). Entre las bacteriocinas de S. mutans encontramos un variado repertorio de

estas en la clase | y clase Il, como se mencioné anteriormente.

Las mutacinas de clase | se dividen en 2 tipos, los monopéptidos lantibioticos y los dipéptidos
lantibidticos denominadas la y 1b respectivamente. Lo mismo ocurre con las mutacinas de clase
I1, que se dividen en clase lla que engloba a los monopéptidos no lantibioticos y la clase I1b que

contiene a los dipéptidos no lantibidticos (Nicolas et al., 2007).

La mutacina | producida por S. mutans CH43 y S. mutans UA140, es un péptido de 24 aminoacidos
con una masa molecular de 2364 Dalton, perteneciente a la clase la. En esta misma clase
encontramos a la mutacina Il 0 J-T8 producida por S. mutans T8, que es un polipéptido hidrofébico
de 27 amino &cidos con una masa molecular de 3245 Day a la mutacina H-29B, la cual es idéntica
a la mutacina I, pero es sintetizada solamente cuando los nutrientes de medio de cultivo escasean
(Nicolas et al., 2007). Siguiendo con las mutacinas de clase la, se han descrito a la mutacina 11l
producida por S. mutans UA787 y a la mutacina 1140 producida por S. mutans JH1140, que poseen

secuencias génicas idénticas entre si. (Nicolas et al., 2007).

Dentro de la clase Ib, encontramos a la mutacina GS-5 producida por S. mutans GS-5. Su masa
molecular ha sido estimada sobre los 20000 Da y su actividad se ve afectada por tripsina o pronasa
E, pero es termoestable (100°C por 10 min) (Nicolas et al., 2007). En el 2005, Yonezawa y
Kuramitsu hallaron el operén que codifica a esta mutacina. Este operdn, llamado Smb, esta
compuesto por 7 marcos de lectura abiertos con un total de 9,5 kb de extension en el DNA

cromosomico (Yonezawa y Kuramitsu 2005).

Por otro lado, en las mutacinas de clase lla, podemos encontrar a la mutacina V, que fue
descubierta a través del analisis en una biblioteca de mutantes de la cepa S. mutans UA159 (Qi et
al. 2001), codificada por el locus SMU.1914c (nimero de acceso Gen Bank NC_004350). En el
2005, el grupo de Hale le dio el nombre de nImC a este locus (Hale et al,. 2005). Sin embargo,
aun no ha sido purificada y por lo tanto, se desconoce su actividad antimicrobiana. Otra mutacina
de este tipo es la mutacina N producida por S. mutans N, compuesta por 49 amino acidos con una

masa molecular de 4806 Da. (Nicolas et al., 2007).



La Unica mutacina perteneciente a la clase Ilb descrita hasta el momento es la mutacina 1V,
producida por las cepas S. mutans UA159 y S. mutans UA140, codificada por el operon nlm que
consta de dos genes nimA y nimB (Figura 2). Se ha descrito en algunos trabajos que se necesitan
ambos genes para producir la inhibicion de las bacterias sensibles aspi No obstante, mutantes en
el gen nlmB mantienen su actividad frente a bacterias sensibles (Hossain y Biswas, 2011).
Recientemente ha sido dilucidado que el gen SMU. 152, codifica para la proteina que confiere
inmunidad para esta mutacina a la cepa productora, el cual se encuentra rio abajo de los genes

estructurales (Figura 2), (Hossain y Biswas, 2012).

Un punto a destacar, es el ordenamiento génico de la mutacina IV, ya que su sistema de
exportacion no se encuentra en el mismo operon nlm, sino que se localiza en otra region del

cromosoma de S. mutans UA159, denominado nImTE (Hale et al., 2005).

-

SMU.149 nima nimg SMU. 152

Figura 2. Operon nim. Se representan ambos genes que componen a la mutacina IV. Gen nImA y gen nlmB, corresponden a los
genes estructurales de la mutacina IV. Gen SMU.152, gen de inmunidad. (Nicolas et al., 2007).

En el proceso de exportacion de las bacteriocinas de clase 11, de bacterias Gram positivo, éstas se
sintetizan como precursores, es decir genera una pre-bacteriocina o pre-proteina, que es un
mecanismo muy similar a lo que ocurre en las microcinas de bacterias Gram negativo y se
procesan de manera parecida eliminando un péptido sefial antes de ser exportada y ambas utilizan
los transportadores dedicados de tipo ABC, para que la bacteriocina pase al medio extracelular
(Duquesne y Destoumieux-Garzon, 2007). El objetivo de sintetizar la bacteriocina como pre-
proteina es mantenerla de forma inactiva dentro de la bacteria productora. La pre-bacteriocina
posee una secuencia sefial o peptido sefial que generalmente se localiza en el extremo N-terminal
de su secuencia aminoacidica y que constituye la sefial de reconocimiento para el procesado,
transporte y secrecion del polipéptido o proteina madura a través de una ruta general de secrecion,
sistema sec-dependiente u otros mas especificos como los sistemas de trasporte ABC o sistemas

de trasporte dedicados (Duquesne y Destoumieux-Garzon, 2007).



1.4 Exportadores ABC y sus componentes accesorios

Los exportadores ABC, por lo general, son proteinas de tamafio intermedio (entre 600 y 750
amino&cidos), que poseen sus dos dominios caracteristicos en una misma cadena polipeptidica. El
primero es el dominio transmembrana o0 TMN, que es el que ancla la proteina a la membrana
celular y que estd normalmente compuesto por hélices alfa que atraviesan la membrana. El otro
dominio funcional es el dominio de unién a nucleétido o NBD, al cual se une el ATP aportando la
energia necesaria para el cambio conformacional que, en ultima instancia, provoca el transporte
(Rees et al., 2009). Estos transportadores son capaces de exportar una amplia variedad de sustratos
de estructura proteica o peptidica. De esta manera, se han identificado exportadores ABC de
enzimas extracelulares y de toxinas, muchas de ellas de accion antibiotica, producidas por bacterias
Gram negativo (Fath y Kolter 1993).

Algunas proteinas exportadoras ABC cuyos sustratos son polipeptidicos, presentan un dominio
adicional en su extremo N-terminal que tiene actividad proteolitica sobre el sustrato. A su vez, los
sustratos de estos exportadores son sintetizados como precursores que contienen un péptido lider
en su extremo N-terminal. Este péptido lider presenta una secuencia consenso (Figura 3), donde
el residuo glicina de la posicion 14 esta conservado en un 100%, y es procesado luego de los dos
ultimos residuos glicina (Havarstein et al., 1995). Denominandose a esta region como “péptido

lider doble glicina”.

Las proteinas accesorias constituyen una familia de proteinas extracitoplasmicas, de 300 a 450
aminoacidos, necesarias para el transporte de moléculas hacia el medio extracelular. Se ha
propuesto incluir este conjunto de proteinas accesorias en una nueva familia llamada proteinas de
fusion de membrana (MFP) que atravesarian el espacio periplasmico contactando sus extremos
con ambas membranas, citoplasmica y externa. Los miembros de esta familia son localizados en

bacterias Gram negativo (Vassiliadis, 2011).
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1 10 J 20 30 40 50
M

McmA (1) MRKLSENEIKQISGGDG-NDGQAELIAIGSLAGTFISPGFGSIAGAYIGDK
MchS2 (1) MREISDNMLDSVKGG--—---—-———— MNLNGLPASTNVIDLRGKDMGTYIDA
CvaC (1) MRTLTLNELDSVSGG---ASGRDIAMAIGTLSGQFVAGGIGAAAGGVAGGA
MceA (1) MREISQKDLNLAFGAG-—-—-—-ETDPNTQLLNDLGNNMAWGAALGAPGGLGSA
MchB (1) MREITESQLRYISGAG----G--APATSANAAGAAAIVGALAGIPGGPLGV
MclC (1) MREITLNEMNNVSGAG-DVNWVDVGKTVATNGAGVIGGAFGAGLCGPVCAG
McnN (1) MRELDREELNCVGGAGD--PLADPNSQIVRQIMSNAAWGAAFGARGGLGGM

Figura 3. Alineamiento multiple entre secuencias de microcinas sin procesar. Alineamiento multiple entre las secuencias amino
terminal de las microcinas. McmA corresponde a la microcina M (acceso N2 Q83TS1), MchS2 corresponde a la microcina 147
(acceso N2 Q712Q0), CvaC corresponde a la microcina V (acceso N2 P22522), MceA corresponde a la microcina E492 (acceso
N2 Q9Z4N4), MchB corresponde a la microcina H47 (acceso N2 P62530), MclIC corresponde a la microcina L (acceso N2 Q841V4)
y McnN corresponde a la microcina 24 (acceso N2 C3VUZ5). Se destaca ademas el sitio proteolitico en diferentes microcinas
exportadas por el sistema ABC. En amarillo los aminodcidos conservados en un 100%. Los aminoacidos destacados en verde y
azul se muestran semi-conservados en este tipo de microcinas. La flecha indica el motivo doble glicina de la pre-bacteriocina.

El tercer componente de los sistemas exportadores ABC en bacterias Gram negativo, es la proteina
de membrana externa, que exporta la microcina al espacio extracelular denominado TolC en E.
coli y es ampliamente conocida por su participacion en la expulsion de metales como el Cu?* y
Zn?*, proteasas, hemolisinas, antibidticos y detergentes (Destoumieux-Garzon et al., 2002). Asi
mismo estudios genéticos muestran que TolC participa en la exportacion de MccV, Mccl25,
MccH47 y MccE492 (Destoumieux-Garzon et al., 2002).

La microcina V, sintetizada por Escherichia coli MC4100, estd compuesta por 4 genes, el gen
estructural (cvaC), gen de inmunidad (cvi), y dos genes del transportador (cvaA y cvaB)
codificados en el operon ColV. Este transportador pertenece a la familia de los transportadores
del tipo ABC, que junto a la proteina TolC permite que la microcina llegue al medio extracelular
y cruzar ambas membranas (Zhong et al., 1996). Este transportador es dedicado ya que reconoce
el péptido sefial de la microcina V conformado por 15 aminoéacidos, el cual es procesado para la
exportacion (Zhong et al., 1996). Aprovechando la capacidad de este sistema dedicado de
exportacion, se logro realizar con éxito la exportacion de otra microcina como la H47 (Azpiroz et
al., 2001).



1.5. Expresién heteréloga.

La produccion de proteinas de forma heter6loga en modelos bacterianos es una forma atractiva
para producir moléculas, péptidos, debido a su rapido crecimiento y costos relativamente bajos
(Terpe 2006). Esto gracias a que, mediante ingenieria genética podemos controlar la produccion
de la molécula de interés a través de promotores inducibles bajo las condiciones deseadas, en

fondo genético conocido y manipulable.

Para la realizacion de expresiones heterélogas, encontramos varios microorganismos tales como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, (Terpe, 2006), Pichia pastoris
(Balamurugan, 2007), Aspergillus nidulans (Chiang et al., 2013), entre otros modelos.
Escherichia coli es uno de los sistemas preferidos debido a que es uno de los organismos mas
conocidos y los protocolos para su us6 estan muy bien recabados tanto en laboratorios como en
industrias farmacéuticas para la produccion de proteinas (Terpe, 2006). Por otro lado E. coli posee
gran versatilidad en sus herramientas, para realizar ingenieria genética, dentro de ellas
encontramos un gran numero de plasmidos, promotores, cepas deficientes de proteasas, gran
velocidad de crecimiento, alto rendimiento de produccion, (Rosano y Ceccarelli., 2014). Una de
las desventajas en la produccién de proteinas terapéuticas en E. coli es la acumulacion de
lipopolisacérido junto con la proteina heteréloga, que en humanos y otros mamiferos se comporta
como un pirégeno (Terpe, 2006). Otra desventaja es la formacion de cuerpos de inclusion de la
proteina heteréloga, ya sea en el citoplasma como en el periplasma, lo que con lleva a la perdida
de funcién de la proteina o la inactivacion de esta, requiriendo un paso extra que incluye un

replegamiento de la proteina heteréloga (Demain y Vaishnav 2009).

La solucién a este problema es emplear un mecanismo de secrecién dedicado, con el fin de
minimizar estas desventajas, promoviendo la secrecion de la proteina heter6loga hacia el medio

extracelular a través del uso de transportadores.

En nuestro laboratorio nos ha interesado abordar el estudio de Streptococcus mutans, debido a su
gran habilidad de producir bacteriocinas. La cepa de S. mutans UA159 produce, entre otras
bacteriocinas, la denominada mutacina 1V. Esta cepa ha sido descrita con la capacidad de inhibir
el crecimiento de otros Streptococcus y en nuestro laboratorio hemos observado que tiene la

capacidad de inhibir el crecimiento de aislados clinicos de S. mutans. Siendo de gran interés
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caracterizar las distintas mutacinas producidas por S. mutans UA159 con el fin de encontrar una
nueva herramienta para control de patdgenos causantes de la enfermedad de caries dental. Desde
esta premisa hemos decidido estudiar la mutacina IV. Sin embargo la produccion y purificacion a
partir de la cepa de S. mutans UA159 es dificil de llevar acabo, debido a que esta cepa produce
otras mutacina como la mutacina V y mutacina VI, junto con ello en nuestro laboratorio, hemos
observado que la secrecion de estas mutacinas es en baja cantidad. Por lo que crear una forma facil
y controlada de produccion es necesario para poder emplear biotecnolégicamente esta
bacteriocina. Una alternativa atractiva es realizar expresion heter6loga para producir Unicamente

la mutacina IV de forma controlada conociendo el contexto génico involucrado en la produccion.

En este trabajo se ha escogido el gen nlImA de la mutacina IV para ser producido de forma
heter6loga por medio de un sistema de expresion controlado y que a su vez, sea capaz de exportar

hacia el medio extracelular dicho componente de la mutacina IV



2. Hipotesis.

La expresion heterdloga del producto codificado por el componente nimA, de la mutacina IV, en
la cepa de Escherichia coli BL21 (DE3), genera una proteina que posee actividad antibacteriana

frente a Streptococcus salivarius y Streptococcus. mutans

3. Objetivos

3.1 Objetivo General.

Construir un sistema de expresion heterologa, utilizando Escherichia coli BL21 (DE3), para la
produccién recombinante del componente NImA de la mutacina IV, generando un polipéptido

funcional que presenta actividad frente a Streptococcus salivarius y Streptococcus mutans.

3.2 Objetivos Especificos.

I.  Construir un sistema de expresion heter6logo capaz de generar y exportar el producto
codificado por el gen nlmA de la mutacina IV en E. coli BL21 (DE3).

Il.  Caracterizar el polipéptido NImA recombinante de la mutacina IV, producido E. coli BL21

(DE3) y evaluar su actividad frente a S. salivarius y S. mutans
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4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales.

4.1.1 Reactivos

De Winkler Ltda, Santiago Chile se obtuvo: glicina, glicerol, acrilamida, bis acrilamida, p-

mercaptoetanol, citrato de sodio, TEMED, cloroformo, ampicilina, alcohol isoamilico,

isopropanol, etanol, metanol, acetonitrilo, fosfato de sodio, glucosa, DMSO, cloruro de sodio,

hidroxido de sodio, antibiéticos y Tris Base.

De TCL, Santiago, Chile se obtuvo: Solventes y reactivos grado técnico (acido acético, etanol,

metanol, acetona, &cido clorhidrico).

De Waters, Milford, MA E.E.U.U. se obtuvo: Cartuchos Sep-Pak C18.

4.1.2 Cepas Bacterianas y plasmidos

Para la realizacion de esta tesis se emplearon las siguientes cepas bacterianas:

Tabla 2 Cepas Bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Bacteria
Streptococcus mutans UA159
Streptococcus salivarius ATCC 25975
Streptococcus oralis ATCC 35037
Streptococcus mitis ATCC 49456
Streptococcus mutans U20
Streptococcus mutans U22
Streptococcus mutans U23
Streptococcus mutans G07
Streptococcus mutans G14
Streptococcus mutans G22

Streptococcus mutans G26

Caracteristica

Productora de mutacina IV

Sensible a mutacina IV

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

Fuente
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
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Streptococcus mutans G29 1P
Streptococcus mutans G29 2P
Streptococcus mutans G30 1S
Streptococcus mutans G30 2S
Streptococcus mutans G60 3P
Streptococcus mutans G71 1S
Streptococcus mutans G81 2S
Streptococcus mutans G81 3S
Streptococcus mutans G82 1P
Streptococcus mutans G82 2P
Streptococcus mutans U26 1S
Streptococcus mutans U26 2S
Streptococcus mutans G81 1P
Streptococcus mutans U25 1S
Streptococcus mutans U26 1P
Streptococcus mutans U28 1S
Streptococcus mutans U28 2S
Streptococcus mutans U28 1P
Streptococcus mutans U28 2P
Streptococcus mutans U29 1S
Streptococcus mutans U29 2S
Streptococcus mutans U29 1P
Streptococcus mutans U29 2P
Streptococcus mutans G86 1P
Streptococcus mutans G86 2P
Streptococcus mutans G90 1P
Streptococcus mutans G46 1P
Streptococcus mutans G46 2P
Streptococcus mutans G46 2S
Streptococcus mutans G81 1S

Bacillus subtilis BFS2470

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nlmA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nlmA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nlmA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nlmA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nlmA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

sin nimA

Sistema LiaRS

Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
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Bacillus subtilis CU1065
Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus ATCC25923
Staphylococcus aureus Newman
Staphylococcus aureus ANG133
Staphylococcus aureus

Listeria monocitogenes

Listeria cruda

Micrococcus luteus

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Citrobacter freundii

Proteus spp

Shigella flexneri

Shigella sonnei
Salmonella sv Enteritidis
Escherichia coli K12

Escherichia coli DH5a

Escherichia coli BL21 (DE3)

Isogénica de BFS2470

Isogénica de ANG133

-femAB

F—ompT hsdSB(rB—, mB-) gal decm
(DE3)

Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA

Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA
Coleccion Laboratorio de Bacteriologia
Molecular UA

Invitrogen.

Plasmidos

pColV Operon microcina Coleccién Laboratorio de Bacteriologia
V(cvaC,cval,cvaA,cvaB) Molecular UA

pSC-A Vector Strataclone™ Agilent Technologies

pRSF-Duet 2 sitios de multiple clonamiento, KanR  Novagen

pGW-5 Gen nlmA , AmpE Esta tesis

pST-2 Genes cvaA-cvaB, AmpR Esta tesis

pGWP-4 Gen nlmA, Genes cvaA-cvaB, KmR Esta tesis
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4.1.3 Medios de cultivo

Se emplearon los siguientes medios de cultivo: Nutritivo (Nut) pluripeptona 5 gr/L; extracto de
carne 3 gr/L, Mueller Hinton (MH) infusion de carne 3 gr/L; peptona acida de caseina 17,5 gr/L;
almidon 1,5 gr/L, Luria Bertani (LB) Triptona 10gr/L; extracto de levadura 5 gr/L; NaCl 10 gr/L
Tripticasa de soya (TSB). Agar trpticasa soya (TSA) digerido de caseina 15 gr/L; digerido papaico
de harina de soya 5 gr/L; NaCl 5 gr/L; Agar 15gr/L.

4.2 Métodos

4.2.1 Purificacion de DNA gendmico y DNA plasmidial.

La obtencion de DNA gendmico se realizd a partir de 3 mL de un cultivo de S. mutans UA159
crecido en caldo TSB por 48h bajo condiciones de capnofilia a 37°C, empleando el sistema
comercial MasterPure™ Complete DNA Epicentre Biotechnologies, siguiendo las

especificaciones del fabricante.

La extraccién de DNA plasmidial se llevo acabo empleando el método de lisis alcalina (Bimboim
y Doly 1979) mediante el sistema comercial E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit II.

Para evaluar la integridad del DNA obtenido se realizé electroforesis en gel de agarosa (Agarosa
1% y TAE 0,5%) durante 60 minutos a 50 Volt. El gel se tifi6 con bromuro de etidio (10mg/L) y

se visualizd en un transluminador de luz UV a 254 nm.

4.2.2 Partidores y Amplificacion de DNA.

Los partidores usados en este trabajo se detallan en la tabla 3. Se descargaron las secuencias
completas de los genes nImA, cvaA y cvaB tomadas de la base de datos NCBI (acc.number
NC 004350.2, CAA40743 y CAA40744 respectivamente). Estos partidores han sido
especialmente disefiados para amplificar el gen nlmA antecedido por el péptido sefial de la

microcina V. También se les adiciond sitios de restriccion para facilitar su clonamiento.
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo.

Gen | Nombre Secuencia de Primers Tamaido
(5’-3) Amplicé
n

NDEmutlV | F:GACCACGTCATATGAGAACTCTGACTCTAAATGAAATGAAT
nimA -F TAGATTCTGTTTCTGGTGGTAAGGTATCGGGTGGAGAAGCAGT 184 pb

R:TTAATGAGATCGAATGAGTCCCCA
mutlV-R

NCOIColv- | F: ATCACCATGGGCCACACTGATATATCTTGACTTT
cvaA- | F 3700 pb

cvaB HINDColv R:CTTCACTCAAGCTTGTAAATAGAAATAACTCTATCAACAGT

R

En negrita se muestra el péptido sefial de la microcina V. El subrayado marca el sitio de corte de las enzimas de
restriccion (Ndel; CATATG, Ncol; CCATGG, Hindlll; AAGCTT).

Se realiz6 un master mix para el PCR (5 puL de Buffer 10X, 2 pL. MgCl2 (25 mM), 1 uL dNTPs
(10mM c/u), 1 pL Primer F (25 pmol/uL), 1 pl Primer R (25 pmol/pL), 34,5 puL de agua miliQ y
0,5 uL de Taqg DNA polimerasa (0,5 U). Para amplificar los transportadores cvaA y cvaB se utiliz6
Platinum Taq polimerasa). A cada tubo se agregd 45 uL del master mix y 5 uL de DNA templado
(DNA genomico S, mutans UA159 y DNA plasmidial pColV).

Las condiciones generales de la PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 10
minutos; 30 ciclos en los que se repitid la siguiente secuencia: desnaturalizacion a 94 °C durante
1 minuto, aparamiento de los partidores a la temperatura adecuada durante 1 minuto,
polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto (3 minutos en el caso de los genes transportadores de la
microcina V); y por ultimo la reaccion se concluyd con una polimerizacion a 72 °C durante 10

minutos.
4.2.3 Purificacion de DNA amplificado.

Los productos de PCR, asi como los fragmentos digeridos se separaron en gel de agarosa 1 %
(para los genes cvaA y cvaB) y 2% (para el gen nlmA), durante 2 horas a 60 Volts. El fragmento

de gel que contiene el DNA a recuperar se procesé con el kit comercial “Purification gel kit” de
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E.Z.N.A, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se resuspendio en un volumen final de 40 pL

en todos los casos.

4.2.4 Clonamiento de los genes de interés.

El producto de amplificacion del gen nlmA y cvaA y cvaB purificados se ligaron a un vector
comercial de clonacion pSC-A (StrataClone™ PCR Cloning Kit) (Figura 4), se mezcl6 4 uL del
producto de PCR de cada amplificacién con 3 uL de buffer StrataClone® Cloning Buffer y 1 uL
de StrataCloneTM Vector Mix amp/kan. Luego, estas soluciones se incubaron durante 40 minutos
a temperatura ambiente. En este paso se obtuvo la ligacion de los productos de PCR a un plasmido
(Vector Mix StrataCloneTM) que posee su sitio de multiple clonamiento dividido en 2 (MCS),
unidos cada uno a una topoisomerasa | que mantiene al plasmido dividido en dos partes, en estos
puntos se introducen los productos de PCR y mediante la enzima recombinante cre del
bacteriofago P1 se logrd la uniéon y formacién del plasmido circular que sera introducido

posteriormente en células competentes para su transformacion.

Una vez finalizado el ligamiento se realizd la transformacién de células competentes
StrataCloneTM SoloPack® Competent Cells. En este proceso se mezclaron 8 pL del producto de
ligacion con 25 pL de células competentes StrataCloneTM SoloPack® Competent Cells. Luego
de preparada la mezcla se incubd en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se incub6 1 minuto
a 42°C, lo que provoco un shock térmico, aumentando la permeabilidad de la membrana,
permitiendo el ingreso de plasmidos de DNA al protoplasma bacteriano. En este paso las células
competentes son transformadas debido a la captacion del DNA exo6geno. Una vez pasado el
minuto, la mezcla se volvié a poner inmediatamente en hielo durante dos minutos, tiempo en el
cual se le agregaran 300 pL del medio caldo LB. Posteriormente esta mezcla se incubd en
agitacion constante (180 rpm) durante 1 hora a 37°C, para regeneracion de las membranas de las
células competentes. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se tomaron 300 pL de esta
solucion y se sembré en placas de agar LB —ampicilina a las cuales se les agregd previamente 40

ML de X-gal al 2% y se incubaron las placas durante 24 hrs a 37°C.
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4.2.5 Analisis de clones recombinantes

Posteriormente al clonamiento, se obtuvo colonias blancas y azules, ya que el sistema
“StrataClone™ PCR Cloning Kit”, permite hacer un “screening” rapido a través del color de las
colonias, debido a que el MCS de este sistema se encuentra dentro del gen lacZ, el cual codifica
para una betagalactosidasa, por lo que las colonias que poseen el inserto se observan de color
blanco y las que no integraron el inserto se observan azules, por la degradacién del anélogo de

lactosa, X-gal.

Las colonias blancas se crecieron en 5 mL de medio LB-amp y se analizaron mediante la técnica
“One-Step” para realizar un“screening” de plasmidios recombinantes por tamafio (Beuken y cols,
1998), donde 150 pL de cultivo se centrifugaron durante 15-20 s a 11000x g. Posteriormente se
descarto el sobrenadante y se adicionaron 40 uL de colorante de carga (azul de bromofenol 0,1 %,
sacarosa 6%) y 14 uL de una mezcla de fenol:cloroformo 1:1, seguido de cortos periodos de
mezcla por vortex (5-10 segundos) para lisar las células. A continuacion las muestras se
centrifugaron por 3 minutos para separar la fase acuosa de la fase organica. Finalmente 10 pL de
la fase acuosa (superior) se cargo directamente en un gel de agarosa 1% junto con una muestra del

vector como referencia.

A los clones que tenian el producto de interés, se les extrajo DNA plasmidial. Para evaluar la
calidad de la extraccion se realizo electroforesis en gel de agarosa (Agarosa 1%, TAE 0,5%)

durante 60 minutos a voltaje constante de 50 V.

Finalmente el DNA plasmidial extraido se analizd6 mediante restriccién con la enzima Ndel y
EcoRV y PCR utilizando la pareja de partidores M13 forward/M13 reverse o con los partidores
NDEmutlV-F /mutlV-R para el gen nimA (mutacina 1V), restriccion con la enzima Ncol y Hindll1
y PCR utilizando la pareja de partidores NcolcolV-F/HindColV-R para los genes cvaA y

cvaB(trasportador microcina V).
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Figura 4. Mapa del vector de clonamiento StrataClone™ pSC-A amp/kan.

4.2.6 Generacion del sistema de expresion heterdloga del componente nImA de la mutacina

v

Clonamiento de los genes que codifican para el transportador de microcina V

Para llevar a cabo este procedimiento se utilizo el plasmido pRSF-Duet (Figura 5), que entre sus

caracteristicas posee 2 sitios de multiple clonamiento (MCS), antecedidos por un promotor

inducible (T7). EI MCS 1 fue digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Hindlll, utilizando

las mismas enzimas se liber0 el inserto de los genes cvA-cvB desde el plasmido denominado pST-

2, utilizando el tampdn mas eficiente para ambas enzimas siguiendo las especificaciones del

fabricante. Tras la digestion se purifico el vector lineal y el transportador de la microcina V. El

resultado de la digestion fue purificado desde un gel de agarosa al 1 % empleando el kit comercial
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“Purification kit” de E.Z.N.A siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizo

la reaccion de ligacion utilizando 100 ng de plasmido, una cantidad equimolar del DNA a ligar, 1
uL de tampdn de ligacion (Tris-HCI 200 mM pH 7,6; MgCI2 50 mM, DTT 50 mM), 4uL de la

enzima ligasa T4 (5 U/uL; Invitrogen) y agua bidestilada hasta un volumen final de 10 uL. La

reaccion se incubo a 25 °C durante la noche. Enseguida se realiz6 la transformacion por medio de

electroporacion en cepa de E. coli DH50. como se menciona en el apartado 4.2.8. De los clones

resultantes se seleccionaron 10, los que se cultivaron en medio liquido suplementado con

kanamicina 50 pg /mL con el fin de realizar una extraccion plasmidial y posterior identificacion

por PCR y digestion enzimatica. La identidad de la secuencia de DNA de los fragmentos clonados,

asi como la pauta de lectura se confirmd por secuenciacion.
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Figura 5. Plasmido RSF-Duetl que sera utilizado para la generacion del sistema de
mutacina IV. Se observan los 2 MCS y los sitios de restriccion que posee, el cassete de resistencia a kanamicina y el

gen lacl.
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Clonamiento del componente nImA la mutacina IV

Los clones resultantes del paso anterior se seleccionaron para el clonamineto del gen nimA de la
mutacina IV recombinante. EI MCS 2 del plasmido pRSF-Duet (Figura 5) fue digerido con las
enzimas de restriccion Ndel y EcoRV, utilizando las mismas enzimas se libero el inserto del gen
nimA desde el plasmido denominado pGW-5, siguiendo el mismo método del apartado anterior,
denominando al vector resultante pPGWP-4 (Figura 6), transformandolo en E.coli DH5a para ser
almacenada a -80°C y en E.coli BL21 (DE3) para expresar la componente NImA recombinante

de la mutacina IV.

i
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Figura 6: Generacion del sistema de exportacién del componente NImA recombinante de la mutacina IV. A) Se
observa la digestion en los distintos plasmidos a utilizar. B) Ligamiento del gen nimA y los genes del transportador
de microcina V (cvaA y cvaB) al pladsmido RSF-Duetl dando como resultado el plasmido pGWP-4. PS: péptido
sefial microcina V.
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4.2.7 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli DH5a y E. coli BL21 (DE3).

A partir de 2 mL de un cultivo bacteriano de E. coli DH5a o E. coli BL21 (DE3) crecido durante
toda la noche, se inocularon 600 pL en 5 mL de medio LB fresco y se dejé crecer hasta obtener
una ODego nm de 0,4. Se centrifugd a 6000x g para sedimentar las bacterias. El precipitado se
resuspendio en 20 mL de glicerol 10% y se centrifugd nuevamente a 6000x g. Este lavado con
glicerol 10% se repitio 2 veces. En el dltimo lavado se dejaron las células resuspendidas con
glicerol 10% remanente en el tubo, se alicuotaron 40 pL en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y

se almacenaron a -80°C para su posterior uso.

4.2.8 Transformacion por electroporacion de E. coli DH5a y E. coli BL21 (DE3).

Para la transformacion se utilizé un equipo Eppendorf modelo Electroporator 2510 acoplado a un
controlador de pulso. Se emplearon las siguientes condiciones de electroporacion: 2000 V, 200 Q
y 25 pF de capacitancia. Para la transformacion se mezclaron 40 pL de las células
electrocompetentes con 2 pL del plasmidos o la ligacion de interés, en un tubo y la mezcla se
electropor6 en una cubeta de electroporacion de 2 mm de espesor (previamente enfriada a -20°C).

Posteriormente las células electrotransformadas se resuspendieron en 1 mL de medio LB y se
incubo a 37 °C durante 1 hora. Las células transformadas se sembraron en placas de agar LB méas

kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron durante 24 horas a 30°C.

4.2.9 Expresion del componente NImA de la mutacina 1V recombinante

A partir de 2 mL de un cultivo bacteriano de la cepa denominada pGWP-4 crecido durante toda
la noche, se inocularon 300 uL de cultivo en 5 mL de medio LB fresco con 5 pL de kanamicina
50 pg/ml y se dejo crecer hasta obtener una ODsoo nm de 0,3, en este punto se adiciond IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido), a una concentracion de 1 mM y se recogieron muestras
de 200 pL para periodos de 0, 1, 2, 3, 4,5, 10 y 18 horas.
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4.2.10 Purificacion del componente NImA recombinante de la mutacina IV.

Utilizando la cepa pGWP-4, la cual posee el sistema de expresion heter6logo denominado
pGWP4, se sembro dicha cepa en placas de 20 mL de agar nutritivo con 20 pL de Kanamicin 50
pg/mL durante 24 horas a 37°C. Se tomé una o dos colonias y se llevaron a 500 mL de caldo
nutritivo mas 500 pL de kanamicina 50 pg /mL. Luego con el cultivo a una densidad dptica de
0,3 a 600nm, se procede a inducir con IPTG 1mM vy se cultivé durante 24 horas a 37°C con

agitacion 180 rpm.

Para obtener el sobrenadante que contiene la bacteriocina, se centrifug6 el cultivo a 13000x g por
10 minutos. Una vez obtenido el sobrenadante libre de células, este se cargd en una columna de
interaccion hidrofobica con resina Cis, previamente activada. La mutacina IV recombinante se
eluyé con una gradiente escalonada de concentraciones crecientes de solucion metanol/agua (0-
100% metanol). Las fracciones se sometieron al Ensayo de deteccion de actividad antimicrobiana
en placa, (4.2.11 de esta seccidn), para detectar la presencia de componente NImA recombinante

de la mutacina IV.

4.2.11 Ensayo de deteccion de actividad antimicrobiana en placa.

Se utiliz6 S. salivarius como especie indicadora de la actividad antimicrobiana de la mutacina IV
recombinante. Se agregaron alicuotas de 100 pL de cultivo de la cepa indicadora crecida a una
DOeoo de 0,4 a 3 mL de TSB con 0,8% p/v de agar previamente fundido y estabilizado a 50°C.
Esta mezcla se depositd sobre placas con 20 mL de TSA. La actividad de las bacteriocinas se
detect6 depositando 5 pL de cada fraccion de eluido a analizar sobre el césped de la cepa
indicadora. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. La actividad del polipéptido se
visualizo por la presencia de una zona inhibicion de crecimiento sobre el césped bacteriano. Como
control negativo se utiliz6 el solvente sélo, y como control positivo se utilizé una colonia de la
cepa productora de bacteriocina y un disco de kanamicina 50 pg /mL. Este ensayo se repitio
utilizando como cepa indicadora 32 aislados clinicos de S. mutans que no poseen el gel nimA

mencionadas en la tabla 3.

22



4.2.12 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de las proteina totales se determino utilizando el kit comercial BCA “Protein
Assay kit de Thermo Scientific”, segun las instrucciones del fabricante. Para medir la
concentracion de las muestras de bacteriocinas, se evaporé el solvente en el que se encontraban
las bacteriocinas purificadas y se resuspendieron en el mismo volumen de solucién Tris-HCI 0,1
M, pH 7. Se realiz6 una curva de calibracion con albumina en el rango de 25 a 2000 ug/mL, y el
blanco utilizado fue solucion Tris-HCI 0,1 M, pH 7 con igual cantidad de reactivo. Se midi6 la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 495 nm. Las diferentes muestras se midieron

en triplicado y a dos diluciones diferentes.

4.2.13 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Los geles de poliacrilamida/bisacrilamida se prepararon seguin el método descrito por Schéagger y
von Jagow (1987), el cual permite separar proteinas de un rango de masa molecular de 1 a 100
kDa. Se prepararon dos geles separadores de distinto porcentaje de poliacrilamida y un gel
concentrador. El primer gel separador se prepard con 20 % de poliacrilamida; Tris-HCI 1 M, pH
8,5; SDS 0,1 % y glicerol al 10 %. El segundo gel separador se prepard con 10 % de poliacrilamida;
Tris-HCI 1 M, pH 8,5; SDS 0,1 % y glicerol al 10%. EI gel concentrador se prepard con 4 % de
poliacrilamida; Tris-HCI 1 M pH, 6,8; SDS 0,1 %. A cada una de estas soluciones se les agregd
0,01 % de persulfato de amonio y 2,2 mM de Temed. Los geles se sometieron a un campo eléctrico
de 50 y 100 V, empleando un amortiguador catodico (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, Tricina 0,1 M y
SDS 0,1 %) y un amortiguador anddico (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,9).

Las muestras que se obtuvieron de la semipurificacion, se concentraron 10 veces mediante la
evaporacion del solvente. A los concentrados se les agregd 10 pL de amortiguador de carga que
contiene glicerol 40 %, Tris-HCI 50 mM pH 7,6; SDS 10, B-mercaptoetanol 20 % y azul de
bromofenol 0.04 % p/v. La mezcla se dejé incubar por 5 minutos a 80°C y los péptidos se separaron
mediante SDS-PAGE. Se empled el estandar de masa molecular Novex SeeBlue Plus 2 Pre-stained
que tiene fragmentos con masas moleculares aparentes de: 188, 98, 62, 49, 38, 28, 17, 14,6y 3
kDa.
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Para visualizar la presencia de proteinas y péptidos, los geles se tifieron con nitrato de plata, para
lo cual se incubaron por 30 minutos en solucion fijadora (50% metanol, 10% acido acético y 0,1
M acetato de amonio), se lavaron con agua nanopura dos veces por 30 minutos, luego se incubaron
por 30 minutos en una solucion 0,005% tiosulfato de sodio y mas tarde se incubaron por la misma
cantidad de tiempo en solucion 0,1% nitrato de plata. Los geles se lavaron en agua nanopura y se
incubaron en la solucion reveladora (0,036% formaldehido, 2% carbonato de sodio) por 1 a 2
minutos, luego se incubaron en la solucion de detencion (50 mM EDTA) por 15 a 60 minutos y
finalmente se almacenaron en agua nanopura. Ademas se realizd un ensayo de actividad en placa
del gel para determinar la presencia de la mutacina IV recombinante, para lo cual el gel se cortd
en tiras correspondientes a un carril, se lavo con agua destilada 5 a 6 veces durante 5 minutos cada
vez, para extraer el SDS presente en el gel y se colocd la tira sobre un césped de una cepa sensible,
tal como se explico en el apartado de Ensayo de deteccidn en placa. Se dejo incubar por 12 horas

y se observo la presencia de una zona de inhibicion de crecimiento.

4.2.14 Determinacion de la actividad y actividad especifica del polipéptido antibacteriano
NImA.

Para la determinacion de la actividad del componente NImA recombinante de la mutacina 1V, se
empled el método de dilucion critica descrito por Delgado et al., 2005. Se realizaron diluciones
seriadas en base 2 del componente NImA recombinante de la mutacina IV, en las mismas
soluciones en las que se encontraba. Se depositaron 5 pL de cada una de las diluciones sobre un
césped sensible, igual al descrito en la seccion Ensayo de deteccidn de actividad antimicrobiana

en placa. Unidad Arbitraria (UA) de actividad se definié como la maxima dilucion realizada, la

cual genere inhibicidn de crecimiento de la bacteria sensible y es expresada en :1—/2. Por ejemplo si
la dltima dilucion que generd6 inhibicion de crecimiento fue 6—14, existen 64 UA en 5 pL de muestra,
por lo tanto la actividad de la muestra es de 12.800 %. Por otra parte la actividad especifica se
definié como ————— Para ello se corrigio la actividad por el contenido de proteina totales

mg de proteina

que posee la muestra.
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4.2.15 Ensayo de estabilidad de la bacteriocina a solventes, temperaturay pH.

Se tomo una alicuota del polipéptido purificado y se evapord el solvente hasta sequedad en speed-
vac. El polipéptido se disolvio en el mismo volumen de solventes organicos como metanol, etanol,

butanol, acetonitrilo, PBS 1X y agua destilada y se incubé durante 1 horas a 37°C

Para en tratamiento con temperatura el polipéptido sin solvente se resuspendio en agua nanopura
esteril y se sometio a incubacion a las siguientes temperaturas -80°C, -20°C, 4°C, 25°C, 50°C,
80°C y 100°C durante 1 hora.

Para el tratamiento con pH, del componente NImA recombinante de la mutacina IV sin solvente
se resuspendio en el mismo volumen de amortiguador universal Britton-Robinson a pH en el rango
de 3a9. Y seincubd 2 horas a 37°C. El amortiguador universal Britton-Robinson se prerar6 con
volimenes equivalentes de soluciones 40 mM &cido bérico, 40 mM &cido fosforico, 40 mM écido
acético, a la cual se ajusto6 el pH con solucién 0,2 M hidréxido de sodio a un rango de pH de entre
2 hasta 12.

Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de actividad considerando como el 100% de
actividad la presentada por la bacteriocina incubada en ausencia de solventes organicos, en el caso
de los efectos de la temperatura se consideré como el 100% de actividad la presentada por la
bacteriocina a 37°C y en el caso del estudio del efecto del pH, se consideré como el 100% de

actividad la presentada por la bacteriocina a pH 7.

4.2.16 Ensayos de actividad con mutantes especificos de la sintesis del péptidoglicano

Para determinar si el blanco de accion de la mutacina recombinante esta relacionado con la sintesis
del peptidoglicano se utilizé un mutante de S. aureus, descritos por Olaf Schneewind et.al. 2006.
La cepa mutante ANG133 presenta una mutacion en los factores de resistencia a meticilina
(femAB), los cuales catalizan la sintesis de factores no-ribosomales de entrecruzamiento de puentes
de pentaglicina, afectando directamente la sintesis del peptidoglicano (Grundling et al. 2006).
Mediante ensayos de actividad en placa usando como césped S. aureus ANG133, se determino si
esta mutante es resistente o menos sensible a la accion de la mutacina recombinante, en

comparacion a la cepa isogénica NEWMAN que es sensible a la mutacina recombinante.
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4.2.17 Ensayo de actividad con mutantes reporteros para la interferencia del ciclo de lipid 11

Para comprobar o descartar el rol de lipid 11 como receptor para Mutacina IV, se empled B. subtillis
BFs2470 construido por Helman et al., 2004, esta cepa es reportera a la accion de compuestos
antimicrobianos que actuan mediante la disrupcion del ciclo de lipid 11, como Nisina, bacitracina
0 vancomicina. B. subtillis BFs2470 posee un sistema de dos componentes LiaRS que sensa la
interaccion de sustancias antibioticas con lipid Il. Este sistema se basa en la expresion de -
galactosidasa, cuando existen perturbaciones en el ciclo de lipid Il, para esto utiliza LiaS como
sensor y LiaR como factor de expresion de los genes de sintesis de peptidoglicano (Figura
7)iError! No se encuentra el origen de la referencia. .Se utiliz6 el método descrito por Stein et
al., 2008 para determinar la interferencia de mutacina IV en el ciclo de lipid 1. Este se basa en el
crecimiento de las cepa reportera, BFs2470, en placas agar MH suplementado con X-Gal,
agregando el compuesto que interfiere con la sintesis de peptidoglicano. Si se produce una zona
de coloracion azul en el limite externo de la zona de inhibicion de crecimiento esto indicaria que

el agente antibacteriano interactia mediante una perturbacion en el ciclo de lipid II.

Perturbacién en el

A } ciclo de lipid IT

Exterior

= ]

Figura 7. Sistema reportero LiaRS de la cepa de Bacillus subtilis BFs2470.(Modificada de (Mascher et al., 2004))
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4.2.18 Analisis de Secuencia de DNA.

Las construcciones realizadas se secuenciaron empleando el método de Sanger en la empresa
Macrogen Inc. Korea utilizando los oligonucle6tidos M13 Foward y M13 Reverse. Las secuencias
obtenidas se  analizaron  mediante la  herramienta  Bioinformatica  BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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5. Resultados

5.1 Construccioén del sistema de expresion heterélogo de mutacina IV en E. coli BL21
(DE3).

5.1.1 Clonamiento del gen nImA de la mutacina IV recombinante

Se llevo a cabo la obtencion de DNA genomico de S. mutans UA159, que presenta en su genoma
los genes del sistema productor de la mutacina 1V, para posteriormente realizar una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen nImA con partidores especificos detallados
en la Tabla 3, Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa 2%, obteniendo un amplicon de aproximadamente 180 pb (Figura 8A), lo que concuerda
con el tamafio tedrico del gen nimA (134 pb) mas la secuencia nucleotidica que codifica para el
péptido sefial de la microcina V (50 pb). La banda con el producto de PCR de interés se extrajo
del gel de agarosa y se purificoO como se describe en el punto de materiales y métodos.
Posteriormente el fragmento de DNA purificado se clono en el vector pSC-A (Figura 4). Se
analizaron 10 clones que presentaron coloracion blanca y celeste mediante PCR, con los partidores
M13 forward y M13 reverse generando un amplicon de 440 pb correspondiente a los 256 pb del
sitio de multiple clonamiento, del plasmido pSC-A mas los 184 pb de la mutacina recombinante
(Figura 8B). Con este primer resultado, el clon denominado pGH-5 fue seleccionado para su
secuenciacion (Figura 9). El analisis proporciond 97% de identidad debido a que nuestra
construccion poseen en el extremo 5° de la secuencia nucleotidica que codifica para el péptido

sefial de la microcina V.
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Figura 8. Electroforesis en geles de agarosa. A) Andlisis de la amplificacion del gen nlmA de la mutacina IV a partir
del DNA gendmico de S. mutans UA159. El carril 1 corresponde al estandar de peso molecular 100 bp. El carril 2
muestra la amplificacion del gen nimA B) Andlisis del producto de PCR obtenido a partir del DNA plasmidial de los
clones resultantes de la transformacion. El carril 1 y 12 corresponden a los estandares de peso molecular 100 bp y 1
kb respectivamente, carriles 2 al 11 corresponden al resultado del producto de PCR generado a partir del DNA
plasmidial de los clones obtenidos. La flecha sefiala el resultado esperado de la amplificacién correspondiente a 440
pb.

ARARATGARCCTGCATTACGCCTAGCGOGCAT TARCCCTCACTARAGSGAR
CARAAGCTGGGTACCGGGCCCOCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATARGCT

A) TGATATCCACTGTGGAATTCGCCCTTATGAGARCTCTGACTCTARATGAA
TTAGATTCTGTITCTGGTGGTARGGTATCGGGTGOAGARGCAGTCGCGGC
ARTTEEAATATGETEC CTGEC CRAGCAGCRAATTGGAGGACTGGECAGETG
CGACTCTTGITACCCCATATTGIGTAGGCACTTGEEGACTCATTCGATCT

CRATTAARTTGGEGCTGCAGCCCEEEEEATCCACTAGTTICTAGRAGCGEGCCECA
CCGCEEEAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCECTCAC
TEECCETCGITITACAACGTCCIGACTGEGAARACCCTGECETTACCCAR
CITAATCGEGCCTITGCAGCACATCCCCCTITCECCAGCTEECETAATAGCGR
AGARGECCCECACCGATTARATTITGETCATGACGATTATCAARARGEATCT
TCACCTAGATCCITITAAATTAAARATGAARGTTIITAAARTCARTCTAARRGT

Sequence I IC1951¢  Length: 184 Humber of Matchos: 1

B)
Farngs 1n 1 to 184 Sraphics
R T Empact Tl b e Caps Stwmarvd
303 bits{164) 9a-87 179/185(97%) 6/185(3%) Plus/Plus
Tuery 127 ATGAGAACTCTGACTC----T-AAMTGAATTAGATTICTCTITCTCOTGOTAAGGTATCCE 181
IRt nrenenennnl L rrnienenpnenenpnrppnrnrnnnny vepntninl
Sbjct 1 ATGAGAACTCTGACTCTARAATGAAATGAATTAGATTCTGTITCTEETEET-AGGTATCGE 59

Query 182 CGTGCAGAAGCACTCCCCGCAATTGCAATATCTGCAACTGCTTCAGCAGCAATTGCAGGAC 241
TRl Rr e rnrnnnnpnrnrnenpnrnrnrnnnnnneninrni
Sbjece &0 GTGCAGAAGCAGCTCCCCECAATTGCAATATCTGCAACTGCTTCAGCAGCAATTGCGAGGAC L1149
Query 242 TGGCAGCTGCGACTCTTGTTACCCCATATTGTGTAGGCACTTGGGGACTCATTCGATCTC 301
TRl prnnnnpn et nnpnpnrnrnrnpnrninrpnenpnpnininl
Sbject L1E0 TGGCAGGTGCGACTCTIGTTACCCCATATIGTGTAGGCACTTGGGGACTCATTCGATCTC 179
Query 302 ATTAA 306

1Lrni
Sbjce 180 ATTAA 154

Figura 9. Secuenciacién del fragmento clonado de la mutacina IV. A) En rojo se aprecia la secuencia correspondiente
a gen nlmA antecedido por el péptido lider de la microcina V entregada por Macrogen Inc. B) Analisis mediante Blastn
a la secuencia del gen nimA clonado, el cual posee un 97% de identidad con la secuencia del gen nlImA de la mutacina
V.
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5.1.2 Clonamiento del sistema transportador de la microcina V

Con el fin de secretar la mutacina recombinante hacia el medio extracelular de la bacteria
productora. Se decidio emplear el sistema exportador de la microcina V. Para ello extrajo DNA
plasmidial de la cepa de E.coli MK4100 pColV, cuya caracteristica es presentar un plasmido que
posee los genes necesarios para produccion de la microcina V. Este DNA se emple6 para
amplificar los genes cvaA y cvaB, que codifican para el sistema transportador de la microcina V,
mediante los partidores especificos detallados en la Tabla 3. Los productos de PCR obtenidos se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, obteniendo un amplicén de 3200 pb.
(Figura 10A). La banda con el producto de PCR de interés se extrajo del gel de agarosa y se
purifico como se describe en el punto de materiales y métodos. Posteriormente el fragmento de
DNA purificado se cloné en el vector pSC-A (Figura 4).

Se analizaron 10 clones que presentaron coloracion blanca y celeste por medio de PCR utilizando
los partidores NCOIColv-F/HINDColv-R, especificados en la Tabla 3, generando un amplicon de

3200 pb (Figura 10B) El clon denominado pST-2 fue seleccionado para continuar con los
experimentos.

A)

18_

-

FEEEBEES

3500 ——

7500 ——

Figura 10. A) Analisis del producto de PCR del transportador de la microcina V. El carril 1 corresponde al estandar
de tamafio molecular 1kb. El carril 2 muestra la amplificacion del segmento que abarca los genes cvaA y cvaB. El
carril 3 corresponde al control negativo de la reaccién B) Andlisis del producto de PCR a partir del DNA plasmidial
de los clones obtenidos luego de la transformacion. El carril 1 muestra el estandar de tamafio molecular 1 kb. Los
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carriles 2, 3y 4 corresponden al producto de la reaccién de PCR siendo su resultado negativo para los genes cvaA y
cvaB. En el carril 5 la flecha sefiala el resultado positivo para la reaccion de PCR correspondiente a 3200 pb.

5.1.3 Clonamiento de la mutacina recombinante y transportador dedicado en el vector pRSF-
Duet.

A partir del DNA plasmidial, de los clones pGH-5, se llevd a cabo la digestion con las enzimas
Ndel y EcoRV para liberar el inserto correspondiente al gen nlmA de la mutacina IV
recombinante. Asi mismo se realizo la digestion del sitio de multiple clonamiento 2 del plasmido
pRSF-duet con las mismas enzimas de restriccion. El resultado de la digestion se sometio a
electroforesis en gel de agarosa al 2% para el gen nImA y agarosa 1% para los demés, observando
una digestion exitosa (Figura 11). Este ensayo tuvo como resultado facilitar la clonacion,
linearizando el vector de expresion pRSF-duet y posteriormente ligarlo al gen nIlmA de la

mutacina IV recombinante.

Los segmentos lineales, tanto del vector como del inserto se recuperaron del gel para

posteriormente ser ligados. Tras el ligado se transformé el producto en células de E. coli DH5a.

1 = 1 2 3

A) B)
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Figura 11. A) Digestion del vector recombinante pGH-5 con las enzimas Ndel y EcoRV. La flecha indica el inserto
liberado del gen nlmA de la mutacina IV recombinante, teniendo como referencia el marcador 100 bp. B)
Linearizacion del vector de expresion pRSF-Duet. Se observa en el carril 2 el producto de la digestién con un tamafio
aprox. de 3800pb, teniendo como referencia el marcador 1kb de fermentas y en el carril 3 podemos observar el vector
de expresion sin someterse a ensayos de restriccion como control
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Posteriormente a la transformacion, se llevo a cabo la extraccion de DNA plasmidial de los clones
obtenidos. La identidad del plasmido recombinante, fue confirmada por digestion y PCR (Figura
12). Luego, utilizando el DNA plasmidial del clén positivo denominado pGW-1, se procedio a
clonar el fragmento de 3200 pb clonado en pST-4 que contiene los genes que codifican para el
transportador de la microcina V, en el sitio de multiple clonamiento 1 del plasmido pRSF-duet,
de forma similar al clonamiento del gen nImA de la mutacina recombinante, con la salvedad de
que en este caso, se utilizaron las enzimas de restriccion Ncol y Hindlll para liberar el inserto
correspondiente al transportador desde el plasmido pST-4 y para linearizar el vector pGW-1
(Figura 13).

A)

pb

10000
8000 -
6000
G000 ——
4000 ——
3400
00—

Figura 12. A) Analisis de la linearizacon del vector recombinante pGW-1 empleando la enzima de restriccion EcoRl.
El carril 1 muestra el estdndar 1kb. En el carril 2, la flecha indica el fragmento con un tamafio aprox. de 4000 pb, en
el carril 3, se observa el plasmido sin digerir como control de la reaccion. B) Producto de PCR del gen nImA de la
mutacina recombinante. El carril 1 es el estandar 1kb. En el carril 2 la flecha indica el fragmento con un tamafio aprox
de 200 pb, en el carril 3, se observa el control de la reaccion
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Figura 13. A) Carril 1 estandar de tamafio molecular 1 kb. Carril 2, digestion del plasmido recombinante pGW-1 con
las enzimas Ncol/HindlIll. La flecha muestra el fragmento del vector linearizado con un tamafio aprox de 4000pb B)
Carril 1 Estandar de tamafio molecular 1 kb. Carril 2, digestion del plasmido pST,-4 con las enzimas Ncol/Hindlll. La
flecha muestra el inserto liberado correspondiente a los genes del transportador de la microcina V.

Los fragmentos de DNA lineales, tanto del vector como del inserto, se recuperaron y purificaron
del gel de agarosa, para posteriormente ser ligados. El producto de esta ligacion se utilizé para

transformar células de E. coli DH5a.
5.1.4. Analisis de la secuencia del sistema de exportacion heter6logo de la mutacina 1V

De los clones obtenidos denominados pGWP, se extrajo DNA plasmidial y se analiz la presencia
de los genes del sistema transportador de la microcina V mediante digestion con enzimas de
restriccion Kpnl y Pstl, sitios de restriccion internos entre los genes cvaA y cvaB del sistema
transportador heter6logo, junto con esto se realizd la amplificacién de ambos genes del sistema
transportador mediante PCR, utilizando los primer NCOIColv-F y HINDColv-R detallados en la
Tabla 3. Los resultados de la digestion y de la reaccion de PCR se analizaron a través de
electroforesis en gel de agarosa 1%, donde se observa que la digestion realizada generd un
fragmentos de aproximadamente 2600 pb, correspondiendo al tamafio predicho mediante el

programa bioinformatico de acceso gratuito NEBcutter V2.0, de la empresa New Engand Bio
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Labs. El producto de PCR generado, correspondiente a 3200 pb aproximadamente, también
corresponde con el tamafio de los genes cvaA y cvaB del sistema de exportacion heterologo
(Figural4).

La secuencia de los genes del transportador clonados en el plasmido pRSF-Duet correspondiente
a la construccion pGWP-4 se confirmd mediante secuenciacién, realizada por la empresa

Macrogen Inc Confirmando la identidad tanto del gen cvaA como del gen cvaB.

10000

8000
6000 ——
5000 —
4000

3500 =—
3000 —
2500 m—

Figura 14. Analisis del clonpGWPA4. Carril 1: estandar de tamafio molecular 1kb. Carril 2: DNA de pGWP4 digerido
con las enzimas de restriccién Kpnl y Pstl. Estos 2 sitios de restriccion solamente se encuentran dentro de los genes
del sistema transportador de la microcina V. Carril 3 Producto de PCR del plasmido pGWP4, que muestra los genes
del sistema exportador (3200 pb). Carril 4 DNA plasmidial del ClonpGWP4 sin digerir, (7200 pb).
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5.2 Expresion del gen nImA de la mutacina IV en E. coli BL21 (DE3)

Con el fin de realizar la expresion de la mutacina heteréloga (componente nimA de la mutacina
IV), se transformaron células de de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pGWP4 mediante
electroporacion siguiendo el protocolo descrito en la seccion de materiales y métodos.
Posteriormente, se confirmd la presencia del plasmido pGWP4 en los clones obtenidos, mediante
extraccion de DNA plasmidial como se describio anteriormente en materiales y métodos. Para
verificar que el componente NImA recombinante de la mutacina IV es expresado y exportado, se
realiz6 un cultivo el cual se indujo con IPTG 1 mM. Luego de 18 hrs se tom6 muestra del cultivo
la que fue centrifugada a 13000x g por 5 min, obteniendo un sobrenadante sin células. Este
sobrenadante se calenté a 80°C por 15 min para eliminar restos de células bacterianas y
posteriormente se realizé el ensayo de actividad en placa como se menciona en materiales y
métodos, obteniendo resultados positivos (Figura 15), donde se aprecia una zona de inhibicién de
crecimiento de la cepa indicadora. Con el fin de determinar la cantidad de mutacina recombinante

generada, la induccion se realizo por distintos tiempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5y 10 horas.

| B | D-

pGWP4 en pGWP4 en pGWP4 en PGEWP4 en
BL21{DE3) BEL21{DE3) DH5a DH3x
c/IPTG s/IFTG c/IPTG 5/IPTG

Figura 15. Ensayo de actividad en placa del sobrenadante sin purificar, sobre la cepa indicadora S. salivarius ATCC
25975. A) cepa productora pPGWP4 en BL21 (DE3) inducida. B) cepa productora pGWP4 BL21 (DE3) sin inducir.
C) pGWP4 en DH5a inducida. D) pGWP4 en DH5a. sin inducir. La induccion del cultivo se realizdé con IPTG 1mM.

Se determind que la produccién de mutacina recombinante alcanza su maxima expresion después
de las 18 horas de induccion con IPTG a una concentracion de 1 mM, a concentraciones mayores
de IPTG no se aprecian mayores cambios en la produccion. Por otro lado a concentraciones

menores, resulta en un mayor tiempo necesario para la produccion. (Figura 16).
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Figura 16. Optimizacion de la produccién de mutacina recombinante. A) En el eje izquierdo se muestra el pardmetro
cantidad de proteina generada (linea continua) y en el eje derecho se muestra la actividad antimicrobiana (linea
segmentada) luego de ser inducido con IPTG a distintas concentraciones. B) Se muestra la cantidad de proteina
generada luego de ser inducido con IPTG 1mM a distintos tiempos.

5.3 Purificacién de la mutacina recombinante

La mutacina recombinante se purifico a partir del sobrenadante de un cultivo de la cepa productora
denominada pGWP4 inducida por 8 horas con una concentracién de IPTG 1 mM.
Previamente el cultivo fue centrifugado, para posteriormente ser cargado en una columna
con resina Cig Yy se eluyd con una gradiente escalonada y creciente de metanol. Se analizo

la actividad de las fracciones obtenidas de la columna, determinando la capacidad de
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generar zonas de inhibicion de crecimiento sobre un césped de la cepa indicadora S.
salivarius ATCC 25975 (Figura 17). Ademas se determind la concentracion de proteina,
de las fracciones mediante el método BCA (Tabla 4), segun lo descrito en materiales y

métodos.
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Figura 17 Purificacién de la mutacina mediante cromatografia en columna hidrofobica C18. A) Perfil de elucion del
sedimento de proteinas que contiene la mutacina recombinante sometido a cromatografia de interaccion hidrofdbica
con resina Cis. En el eje izquierdo se muestra el parametro de seguimiento, actividad antimicrobiana (linea continua),
y en el derecho se muestra la gradiente de concentracion de metanol utilizada (linea segmentada). B) Halos de
inhibicion de crecimiento. Se utilizé 5 uL de las fracciones eluidas sobre el césped de la cepa indicadora S. salivarius
ATCC 25975.
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Tabla 4 Purificacion de la mutacina recombinante mediante columna C18.

Fracciones Concentracion de Actividad Actividad especifica
(% metanol) proteina (ug/mL) (UA/mL) (UA/ug)

50 11,1 400 36

60 52,5 6400 122

70 63,7 12800 201

Los resultados de las fracciones muestran que la proteina es medianamente hidrofdébica ya que

eluye entre las fracciones que contienen 50% y 70% de metanol donde esta Gltima, es la fraccion

que posee la mayor actividad especifica.

Con la fraccion que posee la mayor actividad especifica obtenida, se realizé una electroforesis en
condiciones denaturantes en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Con el fin de comprobar la
presencia de la proteina. Los resultados de la electroforesis indican que en las fracciones existe un
polipéptido de masa molecular superior a 3 kDa (Figura 18B) y que posee actividad al ser incubado
sobre un césped de la cepa bacteriana indicadora S. salivarius ATCC 25975 (Figura 18C).

Previamente lavado con agua bidestilada esteril

Figura 18. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. A) Estandar de tamafio molecular B) muestra de la
fraccidén 70% recuperada desde la cromatografia en columna hidrofébica C18. Se observa una banda sobre los 3 kDa
C) Ensayo de actividad sobre el césped de la cepa indicadora S. salivarius ATCC 25975. Se observa la actividad
inhibitoria de la banda sobre los 3 kDa. La flecha indica la zona de inhibicién del carril 3, a la misma altura que se
observa la banda del carril B.

38



5.4 Efecto de temperatura sobre la estabilidad de la mutacina recombinante.

El efecto de la temperatura sobre la actividad de la mutacina recombinante se determiné incubando
durante 1 hora, 100 pL de la bacteriocina con actividad 12800 UA/mL, en un rango variado de
temperaturas que oscilan entre -80°C y 100°C. Los resultados indican que la mutacina

recombinante mantiene su actividad al ser incubada a distintas temperaturas (Tabla 5).

Tabla 5. Estabilidad de la mutacina recombinante frente a temperaturas distintas.

Temperatura Actividad antibacteriana
(UA/mL)

-80°C 12800
-20°C 12800

4°C 12800

25°C 12800

50°C 12800

80°C 12800
100°C 12800

5.5 Efecto de Solventes sobre la estabilidad de la mutacina recombinante

Para determinar si la actividad de mutacina recombinante es afectada por la exposicién a distintos
solventes con distintos grados de hidrofobicidad, se analiz6 la actividad antimicrobiana de la
bacteriocina, resuspendida en diferentes solventes. Para esto, la mutacina recombinante purificada
(12800 UA/mL) se evapor6 a 80°C hasta casi sequedad y posteriormente se resuspendio esta
bacteriocina en diversos solventes. La actividad de la mutacina recombinante resuspendida en los
distintos solventes se determind mediante el método de dilucion critica. El resultado de este ensayo
mostré que la actividad no se ve afectada en ninguno de los solventes utilizados (Tabla 6).
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Tabla 6. Estabilidad de la mutacina recombinante a diferentes solventes organicos.

Actividad

Solventes Antimicrobiana(*)
UA/mL
Acetonitrilo 12800
Butanol 12800
Etanol 12800
Isopropanol 12800
Metanol 12800
Dimetisulfoxido 12800
PBS 12800
H20O# 12800

Como control se utilizaron los solventes sin mutacina recombinante, los cuales no presentaron actividad
antimicrobiana. * Se empleé agua nanopura estéril

5.6 Efecto de pH sobre la estabilidad de la mutacina recombinante.

El efecto del pH sobre la mutacina recombinante se analiz6 resuspendiendo la mutacina
recombinante en soluciones amortiguadoras e incubando durante 2 horas a 37°C. La actividad de
la bacteriocina resuspendida en los distintos amortiguadores se determind mediante el método de
dilucion critica, realizando las diluciones en el mismo tampon que se incubé la bacteriocina. El
efecto de diferentes pH sobre la mutacina muestra que la actividad antimicrobiana se ve disminuida

a pH superiores a 8 0 menores a 6 (Figura 19).
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Figura 169. Efecto de pH sobre la actividad antimicrobiana. En el gréafico se muestran los resultados obtenidos para
la actividad de la mutacina luego 2 horas de incubacién en amortiguador universal Britton-Robinson a diferentes pH.
Los ensayos se realizaron en triplicado y se considerd un 100% de actividad presentada por la mutacina incubada a
pH 7.

5.7 Determinacion del perfil de actividad de la mutacina recombinante frente a bacterias
Gram positivo y Gram negativo

Como se observo con antelacion la mutacina recombinante generada, posee actividad frente a S.
salivarius, al igual que la mutacina IV enddgena de S. mutans UA159. Con el fin de determinar el
espectro de accion la mutacina recombinante, se analizé la actividad a través de ensayo en placa
sobre césped utilizando un panel de bacterias Gram negativo y Gram positivo como cepas
indicadoras, facilitadas por el cepario del Laboratorio de Bacteriologia Molecular de la
Universidad Auténoma de Chile, las que se han detallado en la Tabla 2. Los resultados se muestran
en la Tabla 5, donde se aprecia que 32 cepas clinicas de S. mutans incluyendo la cepa S. mutans
UA159 y las bacterias Gram negativo arrojaron resultados negativos para la actividad de la
mutacina recombinante, sin embargo, variados patégenos Gram positivo son sensibles a la accién
antibacteriana de la mutacina recombinante (Listeria monocitoneges, Listeria cruda,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus saprophyiticus, Bacillus

subtilis), lo cual no se habia reportado anteriormente (Tabla 7).
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Tabla 7. Accidn antibacteriana de la mutacina recombinante.

Cepas Indicadoras N° cepas inhibidas/Total de cepas
Streptococcus. mutans 0/33
Streptococcus salivarius 1/1
Streptococus gordonii 1/1
Staphylococcus aureus 5/5
Bacillus subtilis 2/2
Enterococcus faecalis 212
Enterococcus faecium 2/2
Listeria monocitogenes 2/2
Bacterias Gram Negativo* 0/10

* Se analiz0 la actividad frente a: E. coli, Shigella sonnei, Shillega flexneri, Salmonella enteritidis, klebsiella oxytoca,

klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Citrobacter freundii, Proteus spp.

5.8 Efecto de la mutacina recombinante sobre mutantes en la sintesis de peptidoglicano de
S. aureus.

Para determinar si la accion de la mutacina recombinante actia mediante una intervencion en la
sintesis del peptidoglicano, se utilizé una mutante en la sintesis del peptidoglicano. Esta cepa de
S. aureus, tiene mutado los genes femAB, que codifican para las enzimas encargadas de agregar
los péptidos de (Gly)s a las unidades monoméricas del peptidoglicano, si esto no ocurre, la unidad
no presentan el pentapéptido que permite el entrecruzamiento y lipid 11 no puede soltarse de la

unidad monomérica.

Para determinar si esta cepa mutante presenta una sensibilidad a la actividad de la mutacina
recombinante, se realizaron experimentos de actividad en placa como se describe en materiales y
métodos. Empleando como césped la cepa de S. aureus ANG133 que es un mutante para los genes

femAB, como se menciond anteriormente.

Los resultados muestran que S. aureus ANG133 es sensible a la accion de la mutacina
recombinante, al igual que la cepa isogénica Newman (Figura 19), por lo que la sobre exposicion

de lipid Il no seria un determinante en la accion de la mutacina.
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Figura 170. Ensayo de actividad en placa de la cepa mutante S. aureus ANG133y la cepa isogénica S. aureus Newman
A) Diédmetro de la zona de inhibicion de crecimiento frente a la accion de la bacteriocina Nisina y de la mutacina
recombinante. B) Zona de inhibicion de crecimiento en ensayo de actividad en placa utilizando Nisina y mutacina
recombinante, sobre cepas de S. aureus Newman (isogénica) y S. aureus ANG133 (mutante en genes femA y femB).

5.9 Accion de la mutacina recombinante en cepa reportera de Bacillus subtilis para
perturbaciones de lipid 11

Para determinar si la mutacina recombinante interfiere el ciclo de lipid Il se utilizaron cepas
reporteras descritas por Helmann y cols (2008). Esta cepa de B. subtilis presenta un sistema de dos
componentes, donde si hay una interferencia mediado por lipid 1, la proteina LiaS se activa,

generando una sefial que se une al promotor LiaR, el cual esta asociado al gen lac-Z.

Las cepas se crecieron en agar MH, suplementado con X-gal y se agregaron discos con
vancomicina y bacitracina, antibidticos descritos como perturbadores de lipid 1. Ademas se
empled en estos experimentos Nisina, bacteriocina que se une especificamente a lipid Il para
generar un poro en la membrana. Estos tres compuestos antibacterianos mostraron actividad en la
cepa reportera (B. subtilis BFs2470), no asi en la cepa isogénica (B. subtilis CU1065), viéndose
una coloracion azul en el limite externo de la zona de inhibicion de crecimiento (Figura 21), como
control se utilizé kanamicina, antibiotico que se une a la subunidad menor del ribosoma y no
genera poros en la membrana. Se agregd mutacina recombinante purificada, la cual no muestra

zona de coloracion azul en la cepa reportera.
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Mutacina
Recombinante

B. subtilis B. subtilis
BFs 2470 CU1065

Nisina

B. subtilis B. subtilis
BFs 2470 CU1065

Figura 181. Ensayo para medir perturbaciones en el ciclo de lipid Il a causa de la mutacina recombinante. A) Se
muestra la cepa reportera B. subtilis BFs2470 y la cepa isogénica B. subtilis Cu1065, ambas sin coloracién. B) Control
positivo Nisina donde se observa la coloracion azul en la cepa reportera B. subtilis BFs2470.Se muestra la cepa
isogénica la cual no presenta coloracidn puesto que no posee el sistema LiaRS

6. Discusion.

El estudio de las bacteriocinas ha tomado gran importancia por sus aplicaciones biotecnoldgicas
en biomedicina y en la bioconservacion de los alimentos (Medina et al., 2008). Existen variados
microorganismo que pueden generar mas de una bacteriocina, entre ellos encontramos la cepa de
Streptococcus mutans UA159, a la cual se le han detectado 4 bacteriocinas (Hossain y Biswas.,
2011), como la mutacina IV comprendida por los componentes nlmA y nimB, la mutacina V nimC
y la mutacina VI de la cual no existe mayor informacion (Merritt y Qi., 2012). Una de las
estrategias utilizadas para el estudio independiente de las mutacinas ha sido el empleo de
mutaciones know out de cada gen que producen a cada una de las mutacinas (Hale, et al., 2005),
siendo un proceso tedioso, largo y que genera cepas resistentes a antibidticos como eritromicina
(Hale, et al., 2005). Estos motivos generan que nuevas formas de estudio y produccién de
bacteriocinas sean desarrollados, es por esto que se ha propuesto en esta tesis construir un sistema
de expresion heterloga de proteinas tipo bacteriocinas de tamafio pequefio y sin modificaciones
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post-traduccionales, el cual permita recuperar el péptido o polipéptido desde el medio de cultivo
sin la necesidad de lisar las células que lo producen. Para ello se eligi6 el vector comercial pRSF-
duet de la empresa Novagen, cuya caracteristica principal es la de poseer 2 sitios de multiple
clonamiento, en ellos se clon6 de forma independiente el gen nimA de la mutacina IV (MCS-2) y
los genes cvaA y cvaB (MCS-1), correspondientes al transportador dedicadode la microcina V, el
cual nos permite obtener el componente nimA de la mutacina 1V, desde el medio de cultivo. Este
transportador se obtuvo a partir de la cepa de E. coli MC4100 pColV, cepa productora de la
microcina V. Se utilizo este transportador debido a que dentro de las bacteriocinas tipo microcina,
la microcina V ha sido ampliamente estudiada (Gilson et al. 1990; Fath et al. 1994; Skvirsky et al.
1995; Zhong et al. 1996; Boyer y Tai 1998; Wu et al. 2012). Otra razon por la que se utilizo este
transportador, es que ha sido empleado para secretar con éxito otra bacteriocina, como la
microcina H47 (Azpiroz et al. 2001). Sin embargo no existen reportes de la utilizacion del
transportador de la microcina V, con bacteriocinas de bacterias Gram positivo, por lo que esta tesis
contribuye con las caracteristicas de plasticidad mencionadas por el trabajo de Azpiroz en el 2001

que posee el transportador de microcina V.

La mutacina IV ha sido descrita como una bacteriocina clase Ilb (dipeptido no lantibiotico) y ha
sido caracterizada de forma parcial a la cual se le ha atribuido por un lado, un amplio rango de
accion ( Hale et al. 2005), como también espectros mas reducidos (Kamiya et al. 2008). A la fecha
no existen publicaciones que hayan elucidado el espectro de accion de cada gen que compone a la
mutacina IV. Sin embargo, se logré generar una secuencia genética quimérica del componente
nImA de la mutacina IV mediante PCR con partidores especificos (Tabla 3), reemplazando el
péptido sefial enddgeno de la mutacina IV por la secuencia del péptido sefial de la microcina V
(Figura 9), siendo parte crucial para poder exportar la mutacina recombinante hacia el medio
extracelular, y facilitar la recuperacion de la mutacina recombinante desde el sobrenadante del
medio de cultivo. Esto genera una gran ventaja ya que por un lado se esta produciendo la mutacina
recombinante, sin generar cuerpos de inclusion o aglomerados en el citoplasma, siendo innecesario
la lisis celular, facilitando la recuperacion del polipéptido, y por otro lado reduciendo las sustancias
contaminantes que pueden reaccionar con proteinas recombinantes que quedan alojadas en el

citoplasma de E. coli. (Lara 2011).
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Gracias al sistema de expresion heteréloga generado, hace de este trabajo uno de los primeros en
describir el rango de accion del componente nlmA de la mutacina 1V, el cual muestra actividad
frente a la cepa indicadora Streptococcus salivarius, también frente a bacterias Gram positivo
como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus Faecalis, patdgenos de gran
relevancia tanto en el area clinica como en el area de alimentos. Sin embargo arrojo resultados
negativos al ensayar la mutacina recombinante sobre aislados de Streptococcus mutans los cuales
en su genoma no presentaban el componente nImA de la mutacina IV (Tabla 2), premisa a
considerar ya que si este componente se encontrase en el genoma, es mas probable que también
exista el gen de inmunidad. Por tal motivo y como existe en el sistema productor de la mutacina
IV un gen de inmunidad, probablemente la actividad contra S. mutans puede estar asociada al
componente genico nimB de la mutacina IV. Resultados similares se obtuvieron al realizar ensayos

en placa frente a bacterias Gram negativo (Tabla 2).

Por otro lado se logré elucidar algunas propiedades fisicoquimicas del componente nlmA, dentro
de ellas encontramos que su actividad no se ve afectada por temperatura que oscilan entre -80°C
y 100°C. Esta propiedad hace del componente nimA, un buen candidato para la generacion de un
biopreservante de alimentos, debido a la capacidad de inhibir el crecimiento de Listeria
moncitogenes, uno de los patégenos mas mortales transmitido por alimentos (Schuppler y Loessner
2010) y por otro lado uno de los patégenos mas persistentes en las fabricas de procesados de
alimentos (Ferreira et al. 2014). En literatura las bacteriocinas que poseen la capacidad de inhibir
el crecimiento de Listeria poseen un dominio muy conservado en el extremo amino terminal

YGNGV (Cui et al. 2012), dominio que no posee el componente nimA.

Otra caracteristica es su estabilidad a variaciones de pH, encontrando un rango éptimo entre 5-8
en la escala de pH. Esta caracteristica junto con la capacidad de inhibir el crecimiento tanto de S.
aureus como de E. faecalis, hace del componente nImA, un candidato para posibles infecciones
cutaneas (Harrison et al., 1986), causadas por estos patdgenos, que podemos encontrar en
infecciones de pie diabético (Neves., 2012), patologia que en Chile ha llevado a realizar méas de
2000 amputaciones anuales, y que con el pasar de los afios no ha sufrido disminucion alguna, si

no gue Mas bien estas cifras van en ascenso.(Seguel, 2013).

Por otro lado se eligio la cepa de E. coli BL21(DE3) para realizar la expresion, debido a que es

una de las plataformas ampliamente usadas para la produccion de proteinas recombinantes, ya que
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presenta una serie de ventajas importantes (Demain y Vaishnav 2009): i) su genoma es conocido
desde hace varios afios, lo que amplia considerablemente las posibilidades de su manipulacién
genética, ii) existe una gran cantidad de conocimiento acumulado sobre su fisiologia y
metabolismo, iii) Existen vectores bien establecidos para la produccidn de proteinas recombinantes
(entre ellos el vector pRSF-duet), iv) puede crecer rapido en medios muy simples, con altos niveles
de produccion de proteinas recombinantes y cerca del 30 % de las proteinas recombinantes de uso

terapéutico son producidas empleando E. coli (Ferrer-Miralles et al. 2009).

La masa molecular de la mutacina recombinante es superior a 3kDa e inferior a 6 kDa, resultado
que es consistente con el valor tedrico predicho a través de herramientas bioinformaticas que
correspnde a 4169 Dalton para el componente codificado por el gen nImA y con los valores

descritos en literatura (Nicolas, 2007).

Con el fin de seguir recabando informacion sobre el componente nImA de la mutacina IV, se
realizaron 2 experimentos para poder elucidar el modo de accién de este péptido. En la literatura
hemos encontrado que solamente se ha comprobado experimentalmente el mecanismo de accion

de la mutacina Il. (Nicolas y Mota-Meira 2007).

Utilizando los resultados previos sobre el espectro de accion del componente nimA de la mutacina
IV se procedié a realizar ensayos de actividad en placa utilizando la cepa S. aureus ANG 133 que
genera un peptidoglicano truncado ya que se encuentran mutadas las enzimas FemA y FemB
(Grundling y Schneewind 2006), las cuales tienen como funcion agregar el pentapéptido de glicina
necesario para el entrecruzamiento del peptidoglican. Esta mutante al no lograr realizar el
entrecruzamiento el peptidoglicano, el monémero no puede soltarse de su translocador,
denominado lipid II, esto genera que el translocador lipid Il se encuentre sobreexpuesto
impidiendo su ingreso nuevamente a la célula. La cepa S. aureus ANG 133 resulto ser sensible, a
la accién de la mutacina recombinante igualmente que la cepa isogénica no se observaron cambios
en la sensibilidad. Caso contrario es lo que ocurre en bacteriocinas que ocupan como blanco de
accion el translocador lipid Il, Ejemplo de ello, es la Nisina, donde la cepa mutante S. aureus
ANG133 resulta tener mayor sensibilidad a la accion de Nisina comparada con la cepa isogénica
que presento un menor didmetro de inhibicidn. Este resultado hace pensar que el posible blanco
de accion no sea lipid 11 ya que al sobrexponer el translocador, no vemos aumento de la actividad,

si no que mas bien se mantiene el mismo efecto inhibitorio.
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Para confirmar esta idea se realizo un experimento utilizando la cepa de B. subtilis BFS2470 que
posee un sistema reportero que se basa en la expresion de B-galactosidasa, cuando existen
perturbaciones en el ciclo de lipid I, generando una zona de coloracion azul en ensayos de
actividad en placa suplementados con X-gal. Los resultados obtenidos para la mutacina
recombinante, muestran un halo de inhibicién la cepa de B. subtilis BFS2470 sin coloracion. Al
comparar estos resultados con la bacteriocina Nisina (Figura 20), podemos descartar que el

componente nimA de la mutacina IV provoca perturbaciones en el ciclo de lipid II.

Ambos resultado, ya sea los ensayos en la cepa S. aureus ANG133, y el uso de la cepa reportera
B. subtilis BFS2470, confirman que la mutacina recombinante no utiliza el blanco de accion lipid
I1. Aungue no se logré determinar el blanco de accion del componente nImA de la mutacina 1V si
se logré descartar uno de los sitios que ocupan otras bacteriocinas, ejemplo de ello es la

bacteriocina Nisina.

Estudios in silico recientes han sugerido que la mutacina IV (componentes nImA y nimB), utiliza
como blanco de accion una proteina de la superficie de S. aureus denominada isdB, proteina que
ha sido descrita con la capacidad de capturar el grupo hemo de la hemoglobina por S. aureus para
ser utilizado como fuente de hierro (Jain et al. 2014). Sin embargo no existen estudios in vitro que
avalen este resultado o que realmente aseveren el mecanismo de accién tanto de la mutacina IV

como de cada uno de sus componentes.

Por los resultados obtenidos, el componente nimA de la mutacina IV puede ser clasificado como
una bacteriocina medianamente hidrofébica, termoestable cuya actividad es estable en diversos
solventes organicos e inorganicos y cuya actividad antimicrobiana se ve disminuida a valores
extremos de pH, posee un espectro de accidn acotado a algunas bacterias Gram positivo de
importancia alimentaria como lo es Listeria monocytogenes y de importancia clinica como

Staphylococcus aureus.
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7. Conclusién y Proyecciones

El sistema de expresion heter6loga generado, denominado pGWP-4 en la cepa productora
E. coli BL21 (DE3), genera un polipéptido con un tamafio mayor a 3 kDa y presenta
actividad antimicrobiana frente a la cepa indicadora S. salivarius ATCC 25975

caracteristicas que presenta el componente nImA de la mutacina IV.

El componente nImA recombinante carece de actividad sobre cepas de S. mutans, lo que
sugiere que el componente nimB del sistema de la mutacina IV es el que presenta actividad

sobre S. mutans.

La actividad de nImA recombinante, no se ve alterada frente a temperaturas que oscilan
entre -80°C — 100°C y se mantiene estable en un rango de pH entre 5 — 8 al igual que al ser

incubada en solventes orgéanicos e inorganicos.

El espectro de accion del componente nimA de la mutacina IV se ve comprendido sélo para
bacterias Gram positivo. Dentro de ellas encontramos, a Staphylococcus aureus y

Enterococcus faecalis.

Dentro de las proyecciones de este trabajo de tesis encontramos un nuevo sistema de expresion

heter6loga que facilitard el estudio y produccion de polipéptidos o proteinas pequefias tipo

bacteriocinas que debido a multiples factores como la baja produccion o la falta de conocimientos

para su purificacion, aun no han sido estudiadas y por otro lado hemos generado una gran

herramienta para la produccion de nuevos polipéptidos con actividad antimicrobiana

contribuyendo a la produccion de nuevos biopreservantes y a la reduccion del uso indiscriminado

de antibioticos.
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