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RESUMEN

El fenotipo de adherencia localizada mostrado por Escherichia coli
enteropatégena (EPEC) esta relacionado a la produccién de la fimbria BFP (“Bundle-
Forming Pilus”). La subunidad estructural de BFP esta codificado por el gen bfpA, cuya
expresion requiere del producto de bfpT (también flamado perA). BipT pertenece a la
familia AraC de reguladores transcripcionales. bfpA es selectivamente expresado
durante la fase exponencial de crecimiento. Dicha expresidon se modula por la
concentraciéon de amonio, el crecimiento en medio LB y por la temperatura.

En el presente trabajo describimos la regulacion transcripcional de fa expresién
de bfpT. Hemos encontrado que bfpT es transcrito a partir de un promotor
convencional sigma-70 y es expresado durante toda la curva de crecimiento.
Experimentos con fusiones transcripcionales bfoT-cat y ensayos tipo “primer
extension”, mostraron que la expresion de bfpT se modula por la concentracién de
amonio, el crecimiento en medio LB y la temperatura en las mismas proporciones que
aquellas previamente descritas para bfpA. Ademas, tanto la expresion de bfpAy bfpT
parece ser modulada por la osmolaridad, sin embargo no son afectadas por el pH ni la
concentracion de Fierro, sugiriendo que la respuesta de la expresion de bfpA a las
senales ambientales es mediada, por |0 menos en parte, por los niveles celulares de
BfpT. Por otra parte, las fusiones bfpT-cat no se expresaron en cepas no EPEC o
mutantes en bfpT a menos que estuviera presente un gen funcional de bfpT, indicando
que en su expresion esta involucrado un mecanismo de autorregulacion positiva.

Interesantemente, la represién por amonio sélo fue observada cuando la expresion
de bfpT-cat o bfpA-cat fue complementada en un fondo genético de EPEC; mientras que la
regulacién por bajas temperaturas fue observada tanto en la cepa EPEC como en la no
EPEC. Esto sugiere que hay elementos reguladores especificos en EPEC, mientras que
otros también estan presentes en las cepas no patégenas de E. coli

El andlisis por remocidn de fragmentos de la region corriente arriba de bfpT,
reveld que un segmento de DNA de 81 bp, a partir del sitio de inicio de la

transcripcion, fue la secuencia minima requerida para la expresién maxima de bfpT.
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Esta regidon comparte una homologia considerable con una region rica en A-T,
localizada “corriente arriba” del promotor de bfpA, la cual contiene secuencias
repetidas invertidas y directas, y ha sido involucrada en la regulacién de bfpA
dependiente de BfpT. De esta manera, la expresion de bfpA y bfpT parece ser
regulada por una red compleja de interacciones en respuesta a sefales ambientales
que pudieran determinar la adherencia bacteriana a la superficie de las células

hospederas.



ABSTRACT

The localized adherence phenotype shown by enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC), is related to the production of the bundle-forming pilus (BFP). The structural
subunit of BFP is encoded by the bfpA gene, whose expression requires the product of
bfpT (also called perA). BfpT is a member of the AraC family of transcriptional regulators.
bfpA is selectively expressed during the exponential phase of growth. Such expression is
modulated by ammonium concentration, by growth in LB media and temperature.

In this work, we described the transcriptional regulation of the expression of bfoT.
We found that bfpT is transcribed from a conventional sigma-70 promoter and that it is
expressed throughout the growth curve. Experiments with bfpT-cat transcriptional fusions
and primer extension analysis, showed that bfpT expression is modulated by the
ammonium concentration, growth in LB media, and temperature, in the same proportions as
those previously described for bfpA. In addition, bfpT and bfpA expression appears to be
modulated by osmolarity, however was not affected by pH nor by iron concentration,
suggesting that the response of bfpA expression to environmental signals is mediated, at
least in part, by the cellular levels of BipT. Furthermore, the bfpT-cat fusions were not
expressed in a non-EPEC strain nor in a bfo7-minus EPEC, unless a functional bfoT gene
was present, indicating than a positive autoregulatory mechanism is involved in its
expression.

Interestingly, ammonium repression was observed only when bfpT-cat or bfpA-cat
expression was complemented in an EPEC background; whereas low-temperature
regulation was observed in both EPEC and non-EPEC strains. This suggests that specific
regulatory elements are present in EPEC, while others are present in non-pathogenic E.
colf strains.

Deletion analysis of the bfpT upstream region, revealed that a DNA segment of 81
bp, extending upstream from the transcriptional start site, was the minimal sequence
required for méximar expression of bfpT. This region shares significant homology with an
AT-rich region localized upstream of the bipA promotér, which contains direct and inverted



repeats, that has been shown to be involved in the BfpT-dependent regulation of bfpA.
Thus, bfpT and bfpA expression appears to be regulated by a complex network of
interactions in response to environmental signals that could determine the bacterial

adherence to the host cell surfaces.



INTRODUCCION

Las cepas diarreogénicas de Escherichia coli asociadas a enfermedades
gastrointestinales, son clasificadas mediante un esquema basado en los mecanismos
de virulencia utilizados para interactuar con las células hospederas y causar la
enfermedad. Las caracteristicas que forman las bases para este sistema incluyen:
patrones de adherencia bacteriana a las células hospederas, efecto de la adherencia
sobre la célula hospedera, p}oduccién de toxinas, e invasividad. De esta forma se
proponen seis clases principales de E. coli diarreogénica: E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. cofi enteroagregativa (EAgQQEC), E. coli enteropatdégena (EPEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), y E. coli difusoadherente
(DAEC) (Tabla 1) {Levine, 1987, Kaper, 1994; Salyers y Whitt, 1994; Nataro y Kaper,
1998). '

Escherichia coli enteropatégena.

En paises en desarrollo las cepas de EPEC son una de las mayores causas de
diarrea infantil endémica. Durante brotes estacionales, EPEC es el enteropatdgeno
bacteriano més comun entre infantes menores de 6 meses de edad (Lévine y Edelman,
1984; Kaper, 1994).

Cuando EPEC se adhiere a tejido intestinal humano produce una lesidn
histopatolégica caracteristica, la cual se denomina “lesion de adherencia vy
destrucciéon” o lesion A/E (“aftaching and effacing”). La lesion A/E es definida por la
adherencia intima entre la bacteria y la superficie epitelial y la destruccion
(desaparicion) de las microvellosidades de la célula hospedera (Fig. 1). La presencia
de la lesién A/E parece estar asociada con la secrecién de fluidos y la diarrea que es
caracteristica de la infeccion por EPEC (revisado por Law, 1994; Donnenberg y Kaper,
1992; Kaper, 1994; Donnenberg et al., 1997). La formacion de lesiones A/E involucra
una serie compleja de eventos que ha sido dividida en tres etapas: adherencia inicial,
transduccion de sefiales y adherencia intima (Donnenberg y  Kaper, 1992;
Donnenberg et al., 1997).



TABLA 1

CLASES PRINCIPALES DE Escherichia coli DIARREOGENICA®

hospitalizados de
paises desamollados

microvellosidades

Clase Epidemiolfogia Fimbrias® Interaccién con enterocitos® Toxinas
Enterotoxigénica | Diarrea infantil en Clase 1 {987P) Adherericia por medio de Enterotoxinas LTy
(ETEC) palses en desarrollo, Clase 3 (K88 fimbrias sin cambios LT,

diarrea del “viajero” CFAIV) ' motfolégicos en intestino distal, Sta; STpy STh
’ Patron epicelular citotdnico ' yoii
Clase 4 (CFAII, ' STb
longus),
Clase 5 (CFA/,
_CFAIN
Enteropatogena Diarea infantil cronica | Clase 2 (FB171)? Adherencia localizada en
EPEC) aguda en palses en intestino proximal; lesién A/E
( gesarro]io, €asos Clase 4 (BFF) (adherencia [ntima y
esporadicos en palses destruccién de
desarrollados microvellosidades). Patrén
epicelular reestructurante
: citotdnico
Enteroinvasiva Disenterfa, diarrea fnvasién en células del colon; SLT?, Enterotoxina
{EIEC) usualmente en multiplicacién intema, EIET
adultos eventualmente muerts celular,
Patron invasivo transepitelial
citoténico y citotdxico
Enterohemorragic | Diarrea copiosa PO1577 Adherencia individual, lesién Citotoxinas Stxs
a (STEC/EHEC) | sanguinolenta, A/E, no invasiva. Patrdn (SLTs),
brotes en nifios de epicelular reestructurante Enterchemolisina,
palses desamollados. citoténico. Efecto citotoxico? EAST1?
Stndrome urémico-
hemolltico. Colitis
hemorrgica
Entercagregativa | Diamea persistente en | Clase 2 (AAF/, Patrdn de adherencia Enterotoxina EASTH,
(EAEC) infantes de pafses en | AAF/I) agregativa, pérdida de Hemolisina
desanollo Clase 6 (Curli o microvellosidades?,
fimbria GVWPQ) Citotoxicidad. Patrén epicelular
citotdnico
Difusoadherente | Diarrea infantil , Clase 2 (F1845) Patrén de adherencia difusa, EAST1?
(DAEC) brotes en pacientes AIDA1? “incrustacién” bacteriana entre

a) Revisado y modificade de Levine y Edelman, 1984, Levine, 1987; Salyers y Whitt, 1994; Kaper, 1994; Nataro y Kaper, 1998.

b) Clasificacién revisada por Low et al., 1996.

¢) Revisado y modificado de Polotsky, 1994.




Adherencia localizada. L.a primera etapa involucra la adherencia no intima de
EPEC a las células intestinales, caracterizada por la adherencia de microcolonias
bacterianas a la supetficie celular. Este patrén de adherencia, lamado adherencia
localizada (AL) es considerado una propiedad comin de los serotipos cldsicos de
EPEC y es diferente de los patrones de adherencia difusa y agregativa que se
observan en otras clases de E. coli diarreogénica (Cravioto et al,, 1979; Scaletsky et
al, 1984; Nataro et al. , 1985 y 1987).

El fenotipo de AL es dependiente de la presencia de un plasmido de
aproximadamente 80 kb llamado EAF (“EPEC Adherence Factor”) (Fig. 1). Cepas
carentes del plasmido EAF no muestran adherencia a las células epiteliales y son
menos virulentas en pruebas con voluntarios (Baldini et al., 1986; Knutton et al., 1987;
Nataro et af., 1987; McConnell et al., 1989; Vuopio-Varkila y Schoolnik, 1991).

El factor de adherencia de EPEC fue observado mediante microscopia
electronica por Girén et al., (1991), en una cepa de EPEC cultivada sobre agar sangre.
Estos autores identificaron un pili de 3 nm de diametro, el cual se agrega para formar
mechones que se entrelazan formando una red, en la cual quedan embebidas las
células bacterianas, por lo que fue denominado BFP (“bundie-forming pilus”). El
examen de las colonias de EPEC sobre la superficie de celulas epiteliales, muestra
que estas estructuras son producidas dentro de las microcolonias adherentes, donde
parecen formar uniones interbacterianas multiples, las cuales se intersectan como una
red tridimensional que puede estabilizar fisicamente a la colonia adherida (Girdn et al.,
1991).

La expresién de BFP se requiere para el desarrolio de microcolonias de EPEC
sobre monocapas de células en cultivo de tejidos, donde se puede reproducir la AL
(Baldini et al, 1986; Knutton et al, 1987; Nataro et al, 1987) y la formacion de
agregados bacterianos esféricos en medio de cultivo de tejidos (autoagregacién
transitoria) (Vuopio-Varkila y Schoolnik, 1991). Evidencia reciente usando cultivo de
organo in vitro (IVOC) de intestino delgado infantil, indican que otras adhesinas
diferéntes de BFP inician la colonizacion de la supérﬁcie de la mucosa y que BFP
permite la formacion de microcolonias bacterianas tridimensionales via interacciones
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interbacterianas (Hicks et al/, 1998). Sin embargo, se ha mostrado en ensayos con
voluntarios que para la produccién de diarrea por EPEC se requiere del BFP funcional
(Bieber et al., 1998). Posiblemente en el fendmeno de autoagregacion, tanto la fase de
formaciéon como la de dispersion sean requeridas para la virulencia, ya que la
liberacion de estos organismos podria conducir a la colonizacidon de sitios epiteliates
adicionales contribuyendo a la diseminacion de la infeccidén en el intestino (Bieber et
al.,, 1998).

La subunidad estructural principal BfpA que conforma el BFP esta codificada
por el gen bfpA, el cual se encuentra en el pldsmido EAF. E! pldsmido EAF contiene
una region de aproximadamente 11 kb, la cual incluye al operén bfp, que esta
conformado por 14 genes (bfpA a bfpl) que son necesarios para la biosintesis,
procesamiento y ensamblaje del BFP (Fig. 2) (Sohel et al, 1996; Stone et al, 1996).
Los productos de los genes contenidos en el operon bfp comparten homologia con
proteinas que son requeridas para la biogénesis de la pilinas tipo IV, para la
exportacion de proteinas por la via alternativa de secreciéon en bacterias Gram-
negativas, o con proteinas involucradas en la toma de DNA por transformacion en
Baciflus subtilis. Estos genes son cotranscritos como parte de un operén modulado por
sefiales ambientales (Puente et al., 1996; Ramer et al, 1896; Sohel et al., 1996; Stone
et al., 1996).

BipA es una proteina de aproximadamente 21 kDa, la cual esta constituida de
193 aminodcidos, 13 de los cuales corresponden al péptido sefial (Sohel et al.,, 1993).
La secuencia amino-terminal de la subunidad de BFP muestra homologia con
aquellas que constituyen los pilis de la familia tipo IV, los cuales han sido descritos en
Vibrio cholerae, ETEC, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, Bacteroides nodosus,
Moraxella bovis, M. nonliquefaciens, Pseudomonas aeruginosa, y Kingella denitrificans
{Hobbs y Mattick,1993; Strom y Lory, 1993). Con base en la similitud de sus
secuencias amino terminales y al hecho de que EPEC, Vibrio cholerae y ETEC son
patégenos intestinales, fos pilis de estos organismos han sido reclasificados como tipo
IV grupo B (Girdn et al,1991; 'Donnenberg et al,1992; Sohel et al., 1993; Girdén et
al.,1994; Taniguchi et al, 1995).
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Fig.1. Interacciones de Escherichia coli enteropatégena con las ¢élulas del hospedero. El locus
para la destruccién del enterocito (LEE) codifica para genes bacterianos requeridos para la
virulencia, incluyendo Tir, Intimina, proteinas secretadas (Esp) y un sistema de secrecién tipo
IO (Esc). El plasmido EAF codifica los genes para la fimbria BFP. Estos genes de virulencia
son regulados positivamente por los activadores BfpT (PerA) y Ler, codificados en ¢l pldsmido
EAF y la regién LEE del cromosoma de EPEC, respectivamente. Posterior a la secreci6n de
Tir, EspA, B y D, ocurren varios eventos de transduccién de sefiales que conducen a la
formacién de la lesién de adherencia y destruccién (lesién A/E).



A Operdén bfp Operén bfpTVW
(perABC)

¢ U D E F PH1]

NN

Subunidadades de pilina y _ _ Peptidasa de , ) )
esp

ese RST U

o ) ) e

ler cesD sepZ sepQ
> > <« > > >
Proteinas Secretables B=22 Componentes Sep | 1 ORFsin homologia
D Chaperonas Componentes Esc , FEE ORF con homologia
YT

Sistema de Secrecidon Tipo I

Fig. 2. Genes de Escherichia coli enteropatdgena involucrados en Ia interaccién con células hospederas. A} El pldsmido EAF contiene el operdén bfp (11.5 kb) que
codifica para las proteinas involucradas en la biogénesis de la fimbria BFP responsable de la adherencia localizada (Sohel et al., 1996) y el operén bpTVW | el locus
regulador I que codifica para BfpT, activador transcripcional del operén bfp (Tobe et al.,1996). B) Regién LEE ("Locus for Enterocyle Effacement”), isla de
patogenicidad en el cromosoma de EPEC necesaria para 1a generacién de la lesién A/E. Esta region contiene 41 presuntas fases abiertas de lectura que incluyen genes
involucrados en la transduccién de sefiales y la adherencia intima. El gen eae codifica para la intimina y ¢ir para su receptor, cesT para Ia chaperona de Tir v los genes
esp para protefnas secretadas de EPEC. Los genes esc comparten homologia con los componentes de 1os sistemas de secrecion tipo I de otros bacterias patogenas
Gram-negativas. El gene ler, es el locus activador II y esta involucrado en la expresién de los genes esc, ege, tir y sepZ. Las flechas delgadas indican Ia probable

organizacién transcripcional de los diferentes grupos de genes (Elliot ¢t al., 1998, Mellies er al., 1999).
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Transduccion de sefiales. Cuando EPEC se une a las celulas epiteliales, provoca que
varias sefales del hospedero sean activadas. La transduccion de sefiales desde la
bacteria, induce la destruccién de las microvellosidades en un evento mediado por
productos de genes que estan codificados en una isla de patogenicidad de 35 kb llamada
locus LEE o de destruccion det enterocito (Locus of Enterocyte Effacement) {(McDaniel
et al.,, 1995; McDaniel y Kaper, 1997; Elliot et al., 1998} (Fig. 2).

Esta region incluye los genes escy sep, espADB, tiry eae. Los genes eaey tir codifican
para la intimina (Jerse et al., 1990) y su receptor Tir (Kenny &t al., 1997b), los cuales son
requeridos para la adherencia intima in vitro. El grupo de genes esc y sep codifica para
un sistema de secrecion tipo |l responsable de la secrecion de Tir y las proteinas EspA
(Jarvis et al., 1995, Kenny et al., 1996), EspB (Donnenberg et al.,1993) y EspD (Lai et al.,
1997). Durante esta segunda etapa, el grupo de proteinas Esp disparan la activacion de
las vias de transduccion de sefiales conduciendo a una respuesta compleja por la célula
epitelial (Foubister et al, 1994b; Kenny y Finlay, 1995; Kenny et al, 1996; Lai et al,
1997) (Fig. 1). Esta respuesta esta caracterizada por la fosforilacion de proteinas de la
célula hospedera, tales como la fosfolipasa C, induccién de flujo de inositol fosfato y
calcio, rearreglos importantes del citoesqueleto y la disolucién o desaparicién de las
microvellosidades (Manjarrez et al, 1992; Rosenshine et al, 1992; Foubister et al,
1994a).

Recientemente ha sido mostrado que EspA es el componente mayoritario de un
apéndice filamentoso en la superficie bacteriana, que se ha visto formar un puente que
favorece la unidn inicial de EPEC a la célula hospedera y se requiere para la
translocacion de las proteinas secretadas, tales como EspB (Knutton et al,, 1998; Wolff et
al., 1998) (Fig. 1).

Adherencia intima. Finalmente, €l producto del gen eae, una proteina de
membrana externa llamada intimina, permite a EPEC reclutar y organizar la actina
polimerizada y otras proteinas hospederas del citoesqueleto. Esto conduce a la
formacién de proyecciones tipo copa o pedestal de la membrana apical de! enterocito, a
las cuales EPEC se adhiere intimamente a través de la interaccién con la forma tirosina-
fosforilada de Tir (una proteina translocada de origen bacteriano previamente llamada
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Hp90), la cual constituye el receptor de la intimina (Rosenshine et al.,, 1996; Kenny et al.,
1997b; Donnenberg et al,, 1997, Kaper, 1998) (Fig. 1).

Regulacion de los factores de virulencia de EPEC.

La expresion de BFP es regulada a nivel transcripcional por un promotor corriente
arriba de bfpA, el primer gen del operén bfp, este promotor es responsable de la
regulacién coordinada de los genes corriente abajo (Puente et al, 1996; Ramer et al.,
1996; Bustamante ef al,, 1998). La expresion de bipA se induce principaimente durante
la fase exponencial de crecimiento y es modulada por ¢l tipo de medio de cultivo, la
temperatura y la concentracion de amonio (Puente et al., 1996). Esta expresion requiere
del producto del gen bfpT, el primero del operdén bipTVW. Este operdn esta localizado en
el plasmido EAF y se encuentra aproximadamente a 18 kb rio abajo de bfpA (Tobe et al.,
1996; Sanchez-SanMartin et al., 1999).

El operdn bfpTVW, previamente denominado como locus per, ha sido involucrado
en la regulacion del gen eae, que esta localizado en la region cromosomal LEE (Fig. 2)
(Gomez-Duarte y Kaper, 1995), y en la produccidn y/o secrecién de EspB y otras
proteinas secretadas, las cuales también responden a las condiciones que regulan la
expresion de bfpA (Kenny y Finlay, 1995; Kenny et al,, 1897a,b; Knutton et al., 1997). No
obstante, en un estudio reciente, se ha mostrado que bfpTVW no tiene un efecto
significativo sobre la activacion de la expresién de esos genes bajo las mismas
condiciones que regulan la expresién de bipA (Sanchez-SanMartin et al., 1999).

El gen bfpT (también llamado perA) codifica para la proteina BfpT de 274
amino&cidos (31,4 kDa), que tiene homologia con miembros de la familia AraC/XyIS de
reguladores transcripcionales. E! dominio C-terminal de BfpT contiene una region
estructural que asemeja la secuencia de hélice-vuelta-hélice encontrada en proteinas
que se unen a DNA, asf como [a secuencia consenso en la familia AraC/XylS (Tobe et
al.,1996).

Las proteinas pertenecientes a esta familia parecen participar en tres principales
funciones reguladoras: metabolismo de carbono, respuesta a estrés y patogénesis. Entre
los reguladores involucrados en la patogénesis se encuentran aquellos que modulan la

expresion de factores de virulencia asociados a la colonizacién del tracto gastrointestinal
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y de los tractos respiratorio y urinario de mamiferos. Se han descrito reguladores
transcripcionales de la expresién de fimbrias, de componentes de la capsula celular, y de
invasinas (Gallegos et al., 1997).

Por su semejanza a nive! de secuencia de BfpT (PerA) parece pertenecer al grupo
de reguladores positivos de la expresion de fimbrias en E. coli que incluye a: CfaR, Rns,
CsvR, FapR (FasH) y AggR. Estos reguladores responden a una amplia variedad de
condiciones que incluyen variaciones en el medio de cultivo, temperatura y tensién de
oxigeno (Tabla 2) (Jordi et al., 1992; Caron et al, 1989; de Hann et al., 1991; Klaasen y
de Graaf, 1990; y Nataro ef al, 1994). De esta forma, este tipo de reguladores con Rns
como prototipo, parece representar una subfamilia de homdlogos a AraC especializados
en la regulacién de la expresion de fimbrias (Scott y Froehlich, 1993; Froehlich et al.,
1994). Otros miembros de la familia AraC regulan positivamente otros factores de
virulencia también en patégenos entéricos. Por ejemplo, VirFy es el activador
transcripcional del reguldn de virulencia que incluye los genes yop, ysc, yadAy yipA en
Yersinia enterocolitica (Cornelis et al., 1989); ToxT (TcpN) es el activador transcripcional
de la expresion de la toxina del cdlera y la fimbria TCP en Vibrio cholerae (Ogierman y
Manning, 1992), y VirFs que es el activador transcripcional de los genes virG y virB en
Shigella spp. VirB a su vez es el activador del regulén de virulencia Shigella spp (Sakai et
al., 1986, Kato et al., 1989). Estos reguladores también son parte de la respuesta de los
microorganismos a factores ambientales tales como temperatura, osmolaridad, pH del
medio, y concentracién de cationes; aunque, no ha sido demostrado que unan sefiales o
factores especificos (Tabla 2) (Gallegos et al, 1997).
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TABLA 2

EJEMPLOS DE REGULADORES TRANSCRIPCIONALES DE LA FAMILIA AraC
INVOLUCRADOS EN LA EXPRESION DE FACTORES DE VIRULENCIA EN BACTERIAS

ENTEROPATOGENAS
SISTEMA ORGANISMO PARAMETROS REGULADOR | REGULADOR

AMBIENTALES | ESPECIFICO® | GLOBAL ©

Fimbria CFA/II E. coli enterotoxigénica | Temperatura Rns H-NS*®

Fimbria CFA/I E. coli enterotoxigénica | Temperatura, CfaR (CfaD) H-NS, Fur
Fierro

Fimbria 987P E. cofi enterotoxigénica | Medio de cultivo, | FasH (FapR) H-NS, CRP
pH, Temperatura

Fimbria AAF/| E. colienteroagregativa | Temperatura, pH | AggR ND

Fimbria BFP E. colienteropatégena | Temperatura, BfpT(PerA) H-NS?,
Medio LB,
Amonio, Fase de
crecimiento

Fimbria TCP Vibrio cholerae Temperatura, pH, | ToxT (TcpN) ToxR
Fierro,
Osmolaridad

Genes de Shigella, Temperatura VirFs H-NS

virulencia (inv, ipa) | E. coli enteroinvasiva

Regulon de Yersinia Temperatura, VirFy YmoA

virulencia (vir, lor, Calcio

yop)

a) Modificado de: Low et al, 1996; Mekalanos, 1992.
b) Proteina requladora de la familia AraC
¢) Reguladores globales conocidos a la fecha involucrados en respuesta a sefiales ambientales.
d) Protelna estructurante del nucleoide (Histone- like Nucleoid Structuring protein).
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JUSTIFICACION

Basandonos en informacion obtenida de experimentos in vitro se puede proponer
que la expresion de BFP muy probablemente es influida por factores ambientales
presentes en el hospedero. Dado que la expresion de bfpA depende del regulador
transcripcional BfpT, el cual podria estar detectando o respondiendo a las sefiales del
medio y que el locus bipTVW parece también participar en la expresién coordinada de
otros determinantes de virulencia de EPEC, consideramos de especial importancia
investigar la regulacién transcripcional de bfpT en respuesta a algunas condiciones
ambientales que afectan la expresion de bfpA.

El conocimiento de los mecanismos y elementos reguladores involucrados en la
expresion genética de BFP en EPEC, y en particular de [os mecanismos que regulan la
expresion de bfoT o que modulan la actividad reguladora de BfpT, en respuesta a
factores ambientales puede darnos elementos nos permitan:

i) establecer la conexién entre las observaciones in vitro y la expresiéon de BFP

durante la infeccidn.

ii} estudiar la regulacion de otros genes involucrados en la biogénesis de BFP.

iii) definir el papel de BfpT en la expresidén coordinada de otros factores de

virulencia y, por ende, su participacion en la patogenia de EPEC; y

iv) aportar al conocimiento sobre el mecanismo de funcionamiento de los

reguladores transcripcionales de la familia AraC.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar el mecanismo molecular por el cual se regula la expresion de BFP en
EPEC: Identificar y caracterizar los elementos genéticos involucrados en la regulacién
transcripcional de bfpTy las condiciones ambientales que afectan su expresion.

Objetivos particulares

a) Analizar el efecto de los parametros ambientales, nutricionales y fisioldgicos, que

afectan la expresion de bfpA, sobre la expresion de bfpT.

b) Determinar si existen otros factores en EPEC, ademas de BfpT, requeridos para
activar y/o regular la expresién de bfp7/bfpA, en respuesta a diferentes sefiales.

Objetivos especificos

a) Construir fusiones transcripcionales bfpT-cat, con fragmentos de diferente longitud
de la regidon promotora de bfpT y el gene de la cloranfenicol acetil transferasa.

b) Definir el sitio de inicio de transcripcion del gen bfpT por “primer extension”.

¢) Analizar la influencia de la temperatura, la concentracién de amonio, la fase de

crecimiento y el medio de cultivo sobre la expresion de las fusiones bfpT-cat y el gen

silvestre bfpT.

d) Analizar la expresion de las fusiones bfpT-cat, en una cepa mutante en bfpT y en

cepas EPEC carentes (“curadas”) del pEAF y en cepas de E. colino enteropatdgenas.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas

B171-8

B171-T::Gm’

B171-10

MC4100

Plasmidos

PEAF

pKK232-8

pCAT232

pBTA-BGL3

pBTA-BH1

pMPM-K3

pCS-T

pUST3800°

EPEC O111:NM, contiene el plasmido EAF (80 kb) y plasmido criptico (3 kb)
(Sohel et al,, 1993).

Cepa mutante en bfoT (bfoT::Gm'), derivada de B171-8 (Tobe et af, 1996)
Cepa derivada de B171-8, que carece del plasmido EAF y del plasmido
criptico {Bustamante et al., 1998).

araD139 DE(argF-lac)169 lam- finD5301 fruA25 relA1 rpsL.150(St’) rbsR22
deoC1 (Casadaban, 1976)

Plasmido de 80 kb, caracteristicc en las cepas EPEC, que contiene los

operones bfpy bfoTVW (Knutton et al, 1987; Puente et al, 1996; Tobe et al.,
1996).

Plasmido derivado de pBR322 que contiene el gen sin promotor de la

cloranfenicol acetiltransferasa (cat), Amp' (Brosius,1984).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusion transcriptional bipA-

cat a partir de los nucledtidos -232 a +76 (Puente et al,, 1996).

Plasmido derivado de pWKS130 que contiene un fragmento de Bgill de 7.0

kb del plasmido EAF y que porta el operdn bipTVW (Tobe et al,, 1996).

Plasmido derivado de pWKS130 que contiene un fragmento de BamHl de

3.9 kb del plasmido EAF y que porta el operén bfpTVW (Tobe et al,, 1996).

Vector de clonacién de bajo numero de copias, derivado de p15A. (Km)

(Mayer, 1995). '

Pldsmido derivado de pMPM-K3 que contiene el gen bfpT (Sanchez-

SanMartin et al, 1999).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfpT-
- cat a partir de los nucleétidos -3800 a +69 (Este estudio) A
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pUST700

pUST304

pUST258

pUST166

pUST156

pUST128

pUST102

pUSTS81

pUST66

pUST54

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfoT-
cat a partir de los nucledtidos -700 a +69 (Este estudio)

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusidn transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucleétidos -304 a +69 (Este estudio).

Piasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucledtidos -258 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucledtidos -166 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusidn transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucledtidos -156 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusidn transcripcional bfoT-
cat a partir de los nucledtidos -128 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfoT-
cat a partir de los nucledtidos -102 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusidn transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucleétidos -81 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfpT-
cat a partir de los nucledtidos -66 a +69 (Este estudio).

Plasmido derivado de pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional bfp7-
cat a partir de los nucledtidos -54 a +69 (Este estudio).

a) La cifra en el nombre dado a cada plédsmido indica la longitud en pb que contiene la

fusién transcripcional con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de bfoT.

Condiciones de crecimiento.

Las cepas bacterianas se crecieron rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al, 1988). Como fue descrito previamente por Puente et al. (1996), para
inducir la expresion de bfpA se utilizd el medio DME (“Dulbecco’s modified Eagle’s
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medium”) conteniendo glucosa (0.45%), L-glutamina (584 mgl-1)(DME 0.45%, Gibco-BRL
Life Technologies, Grand island, N.Y.), suplementado con 1% de LB, a 37°C o a otra
temperatura tal como se indica en el texto. Para analizar la influencia del amonio se
probaron las siguientes concentraciones de sulfato de amonio: 3, 6, 10, 15, 0 20 mM. Para
probar el efecto del pH, el DME 0.45% se preparé con 0.1M de &cido Morfolin-
propanosulfonico (MOPS) como amortiguador y el pH fue ajustado a diferentes valores
anadiendo NaOH o HCI. Para analizar el efecto de la osmolaridad, las cepas bacterianas
se crecieron en DME 0.45% conteniendo 0.2, 0.3 o 0.4M de NaCL. Cuando fue necesario,
se anadié al medio ampicilina o kanamicina (Sigma Chemical Co., ST Louis, MO) a una
concentracion de 100 y 25 ug mi-1, respectivamente.

Los cultivos de prueba, para cualquier condicion indicada en el texto, se iniciaron
con un cultivo en LB llevado hasta una DOswo=1.0 del cual se hizo una suspension
bacteriana en amortiguador salino de fosfatos [PBS] pH7.4). Esta ultima suspensién se
dituyo 1:50 en DME 0.45% (50 mililitros) y se incubd bajo agitacion orbital a 200 r.p.m.
(Gyromax 902, Amerex Instruments Inc., Latayette, CA) a las temperaturas indicadas en el
texto.

Se recolectaron muestras del cultivo cada hora entre la sexta y la novena hora de
crecimiento para las determinaciones de fas DOsw ¥ la preparacién del extracto a partir del
cual se midié la actividad de CAT. Simultdneamente, también se tomaron muestras para
las extracciones de RNA usadas en 10s ensayos de extensién inversa (“primer extension”).

En los experimentos para medir los efectos de la fase de crecimiento y del medio de
cultivo, las células se crecieron a 37°C en DME o LB en las condiciones descritas
anteriormente. Se tomaron muestras cada hora a lo largo de la curva de crecimiento
determinando su DOeoo Y Se midid la actividad de CAT.

Construcciones genéticas y analisis de la secuencia de DNA.

Todas las construcciones de DNA fueron realizadas por técnicas convencionales
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1889). El DNA plasmidico fue purificado usando un
estuche de reactivos Qiagen (Qiagen Inc., Chatsworth, CA). Las enzimas de modificacién y
de restriccion de DNA fueron obtenidas de Boehringer Mannheim (Boehringer Mannheim
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GmbH, Mannheim, Germany) o Gibco BRL (Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island,
N.Y.}) y fueron usadas de acuerdo a las instrucciones de los proveedores. Los
oligonucledtidos usados para la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y para ensayos tipo “primer extension” o de extension inversa fueron obtenidos de
Biosynthesis (Biosynthesis Inc., Lewisville, TX) o en la unidad de sintesis de
oligonucledtidos del IBYUNAM. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen
de 100 pl usando AmpliTaq polimerasa (Perkin Elmer Corp., Branchburg, New Jersey) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los oligonucledtidos fueron marcados con [y-
*PIATP (6000 Ci/mmol) obtenidos de Du Pont (Du Pont NEN Research Products, Boston,
MA).

La secuenciacion de DNA de doble cadena de la regfén corriente arriba fue
realizada por el procedimiento de terminacion de la cadena con dideoxinucledtidos
(Ausubel etal, 1987, Sambrook et al, 1989) usando un estuche de reactivos para
secuenciacion con Thermosequenasa de acuerdo a las instrucciones del proveedor
(Amersham LIFE SCIENCE, Inc. Cleveland, Ohio). Los plasmidos pBTA-BH1, pBTA-GL3
(Tobe et al,, 1996) o la serie de fusiones pUST (Fig. 3) fueron usados como DNA molde.

Fusiones transcripcionales bfpT-cat.

Para medir la expresion de bfpT durante el crecimiento bajo diferentes condiciones,
se utilizé como gen reportero a cat, el cual codifica para la enzima cloranfenicol acetil
transferasa cuya actividad puede determinarse mediante un método espectrofotométrico
gue se describe mas adelante. El gen /acZ no pudo ser utilizado debido a la actividad
basal del gen nativo en EPEC. A fin de generar las fusiones transcripcionales bfoT-cat, se
amplificd por PCR una regién corriente arriba del codén de inicio de bfpT de
aproximadamente 240 pb. Para esto, se utilizaron los siguientes oligonucledtidos
iniciadores: iniciador inverso de M13 cuya secuencia estd presente en pBTA-BH1 (un
derivado de pWKS130, el cual porta un fragmento BamH1 de 3.9 kb del pEAF conteniendo
el locus bipTVW) y el iniciador TAFCAT-HD3 que abarca las bases +32 a +59 con
respecto al codon de inicio de bfpT y crea un sitio de corte para Hindlll.

Para generar el plasmido pUST166 (Fig 3), el fragmento resultante de la

20



amplificacion por PCR fue digerido con Hindill y BamHI y clonado en pKK232-8 digerido
con BamHLl y Hindill. Para generar los plasmidos pUST102 y pUST54, el fragmento fue
digerido de forma independiente con Haelll y Dral, los fragmentos resultantes fueron
clonados en pKK232-8 digerido con Hindlll y Smal. Este vector contiene el gen de la
cloranfenicol acetiltransferasa (catf) sin promotor (Pharmacia LKB Biotechnology AB,
Uppsala, Sweden).

Para generar los plasmidos pUST156, pUST128, pUST81 y pUSTE6 (Fig 3), se
siguié el mismo procedimiento, pero el oligonucledtido iniciador inverso de M13 fue
sustituido por los iniciadores UBfpT183F, TAFCAT155 (el cual crea un sitio de corte para
BamH)), UBfpT81F y UBfpT66F, que corresponden a las posiciones -164 a -184, -147 a -
168, -88 a -108 y -81 a la -93, respectivamente, corriente arriba del codon de inicio para
bfpT.

A fin de generar fusiones transcripcionales bfoT-cat mas largas, un fragmento
Xbal/Sal de aprox. 7.0 kb obtenido del pBTA-BGL3 (un derivado de pWKS130 el cual
porta un fragmento de Bghl de 7.0 kb del pEAF conteniendo el locus bfpTVW), fue
inicialmente digerido con BamH1. Para generar los plasmidos pUST3800, pUST700,
pUST304 y plUST258 (Fig 3), el fragmento resultante de aproximadamente 5.2 kb fue
totalmente digerido con EcoRV, Pwull, Styl o Hsal, respectivamente, y clonado en
pUST 166 digerido con BamHiy Smal.

Ensayo de actividad para CAT.

El ensayo de cloranfenicol acetiltransferasa fue realizado como se describid
previamente (Puente ef al, 1996). Los extractos crudos fueron preparados lavando 1.0 mi
de muestra de células en amortiguador TDTT (50mM de Tris-HCL, pH 7.8 and 30uM de
DL-ditiotreitol), resuspendiendo posteriormente en 0.5 m! de amortiguador TDTT vy
sonicando con lapsos de 10 segundos hasta que la suspensién bacteriana pierda ia
turbidez. LLas muestras fueron centrifugadas a 16000g durante 15 min a 4°C para separar
las células enteras y restos celulares. Alicuotas de 5 pl de cada extracto fueron
adicionadas por duplicado a una placa de microtitulacion de 96 pozos y fueron ensayados
por la adicién de 200 pl de la mezcla de reaccion conteniendo: 1mM de DNTB (acido 5,5
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ditio-bis(2-nitrobenzoico)) (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany), 0.1 M de
Tris-HCI pH7.8, 0.1 mM de acetil-CoA (Pharmacia LKB Biotech inc. Alameda, CA) y 0.1
mM de cloranfenicol (Sigma Chemical Co., ST Louis, MO). Los cambios en la absorbancia
a 410 nm fueron registrados cada 5 seg durante 3 min de reaccion con un lector
automatico de barrido para microplacas, Ceres 900C y el “software" KC3™ (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT) posicionado en modo de cinética.

Una curva estandar (de 0 a 2500 U/ml) de cloranfenicol acetiltransferasa (Sigma
Chemical Co., ST Louis, MO) se usé para interpolar las actividades de cada muestra. Para
calcular la actividad especifica de CAT, se determinaron las concentraciones de proteinas
en los extractos celulares usando un estuche de reactivos (Pierce, Rockford, IL). Albumina

de suero bovino se usé como proteina estandar.

Aislamiento de RNA y andlisis por ensayos de extension inversa (“primer
extension*)

El RNA total se aislé y purificd usando el estuche de reactivos RNeasy® Qiagen,
segun instrucciones del proveedor (Qiagen Inc., Chatsworth, CA). Las lecturas de Aceo ¥
Azgo S€ tomaron para determinar la pureza y la concentracion del RNA obtenido. El sitio de
inicio de transcripcién del gen bfpT y de la fusién bfpT-cat se determind por el analisis del
producto de DNA complementario (cDNA) generado por ensayos de extension inversa
usando como iniciadores a los oligonucledtidos BfpT351R y SeqCAT1, los cuales son
complementarios a las posiciones +84 a +98 y +13 a +31 con respecto a los codones de
inicio de bfoT y cat, respectivamente, e hibridandolos al RNA total. Las reacciones de
extension inversa fueron realizadas por modificacion del procedimiento reportado por
Barrios et al. (1995). Los iniciadores fueron marcados en el extremo & con [y-seP] ATP con
polinucledtidocinasa del fago T4, e hibridado con 15 o 5ug (determinado por densidad
Optica a 260 nm) de RNA total aislado de muestras de cultivo en fase exponencial (4h,
DOewo=0.4) de la cepa B171-8 y sus derivadas crecidas en DME 0.45% a 37°C. La reaccién
de alineamiento se realizé por calentamiento de las muestras a 90°C durante 3 min en
0.2M de NaCl/0.03M Tris-HCI| pH=8.0, posteriormente fue enfriado lentamente hasta-37°C
(aprox. 1h). Los transcritos fueron extendidos con 10 unidades de transcriptasa reversa del
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virus de la mieloblastosis aviaria (AMV) (Boehringer Mannheim, GmbH, Mannheim,
Germany) por 1h a 45°C en 1X del amortiguador para la reaccion de transcripcion reversa,
tmM de dithiothreitol, 0.27 mM (cada uno) de dinucledsido trifosfatos y 1.3 U de inhibidor
de RNasa (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) por pl del volumen de
reaccion. Las muestras fueron concentradas y purificadas a través de columnas
concentradoras Microcon-10® (Amicon Inc., Beverly, MA)} de acuerdo a instrucciones del
fabricante. Los productos de extension fueron separados por electroforesis en un gel para
secuenciacién de 8% de polyacrilamida, 7M de urea y amortiguador de boratos (TBE).
Para ubicar el sitio de inicio de la transcripcidn, se realizaron reacciones de secuencia
usando los mismos iniciadores y los plasmidos pBTA-BH1 (Tobe et af, 1996) y pUST166
como moldes de DNA. )

Ensayos de Hibridacién tipo "Slot blot"

La hibridacion RNA-DNA tipo "slot blot" se realizd en membranas de nylon
(Boehringer-Mannheim GmbH, Mannheim, Germany), en las cuales se aplicaron5ug de
RNA total desnaturalizado por cada pozo vy se fijaron por vacio usando un aparato PR600
(Slot Blot Apparatus, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las sondas de DNA se generaron fnediante amplificacion por
PCR de regiones codificantes de bfpA o bfpT usando como molde el plasmido EAF y de la
reqgion codificante de cat usando como templado al pKK232-8. Los fragmentos de DNA se
marcaron con [y-azP]dCTP usando un estuche de reactivos para marcaje “random primer”
(Amersham Life Sciences Inc.; Cleveland OH, USA). La pre-hibridacién y hibridacién se
llevarén a cabo a 42°C por 4 h y 18 h, respectivamente, en 50% de formamida, 6x SSC, 2x
Denhardts solucién/200 mg mi" de DNA de esperma de salmén (Ausubel et al, 1987;
Sambrook et al, 1989). Los filtros se lavaron con 0.2x SSC, 0.1% SDS, y se expusieron a
una pelicula de rayos X durante 24 horas.
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RESULTADOS

Identificacion de secuencias requeridas para la expresién de bfpT, usando fusiones
transcripcionales bfpT-cat.

Previamente se mostré que las fusiones bfpA-cat podian ser usadas para medir la
expresion de bfpA bajo diferentes condiciones de crecimiento (Puente et al, 1996). Asi, a
fin de delimitar las secuencias corriente arriba necesarias para la expresion de bfpT, se
construyeron fusiones transcripcionales en el vector pKK232-8 (que contiene el gen de la
cloranfenicol acetiltransferasa (caf) sin promotor). Las fusiones se generaron clonando
fragmentos de diferente tamafio, que en forma comun contienen los 14 codones iniciales
de la region estructural de bfpT y progresivamente secuencias mas largas entre los
nucledtidos -54 y -3800 con respecto del sitio de inicio de la transcripcién de bipT.

Los plasmidos resultantes (Fig. 3) fueron transformados a las cepas EPEC B171-
8, EPEC B171-T::Gm' (bfoT menos) y a E. coli K-12 MC4100 (ver Material y Métodos). La
expresion de cada una de estas fusiones fue analizada mediante la determinacion de la
actividad de CAT producida en EPEC B171-8 crecida bajo condiciones 6ptimas para la
expresion de bfpA, es decir en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s) a 37°C
(Puente et al, 1996). Fusiones diferentes que abarcan fragmentos entre las posiciones -
81 y -3846 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (ver mas adelante),
expresaron cantidades equivalentes de CAT. Sin embargo, fusiones hasta las posiciones -
54 y -66 (UST54 y USTEB) solo expresaron el 4 y 10% de la actividad, respectivamente,
con respecto a la fusion que contiene un fragmento hasta la posicion -81 (UST81),
indicando que esta dltima fusion posee las secuencias necesarias para la expresion
optima de bipT. De acuerdo a la localizacidn del inicio de transcripcién, la fusiones UST54
y UST66 contienen los elementos del promotor, pero carecen de elementos necesarios
para su activacion (Fig. 5).

Localizacién del sitio de inicio de la transcripcion de bfpT.
La secuencia nuclectidica de la regién codificante de bfpT (perA) fue reportada
previamente (Gomez-Duarie and Kaper, 1995, Tobe et al, 1996). bfpT es el primer gen
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Fig. 3. Actividad de las fusiones transcripcionales bfpT-cat. Representacién esquematica de las fusiones transcripcionales 4fpT-car. Las remociones de fragmentos de DNA
de la region 57 de AfpT fueron generadas por clonacion de fragmentos generados por PCR o con enzimas de restriccion, en el vector pKK232-8, el cual contiene el gen de la
enzima cloranfenicol acetil transferasa (cat) sin promotor. Las denominaciones de los plasmidos denotan el tamafio del fragmento fusionado al gen car, a partir del sitio de
inicio de la transcripcion de bfpT. Los sitios de restriccion usados para la construceién de los plasmidas pUSTS4, -102, -166, -258, -302 y -718, el presunto sitio de unién
para BfpT (PBBS) en &fpT y los elementos -35 y -10 del presunto promotor son indicados. La expresion de las fusiones &fpT-caf fue medida como la maxima actividad

de CAT producida por cultivos, en DME a 37°C, de la cepa EPEC B171-8 llevando cada uno de los plasmidos. Los valores son el promedio de por los menos cuatro
diferentes experimentos. Los valores indicados para pKK232-8 corresponden a los niveles basales de actividad de CAT.
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del operdn bipTVW (tambien llamado locus perABC ) el cual reside en e plasmido EAF,
6.7 kb “corriente abajo” del operén bfp (Sohel et al,, 1996; Tobe et al,, 1996)

Con el fin de localizar el inicio de transcripcion y el probable promotor de bfpT, se
llevaron a cabo ensayos de “primer extension”. RNA total de la cepa de EPEC B171-8,
crecida por 4 h {DOgoo= 0.6) en DME 0.45% a 37°C, se hibridd con un oligonucledtido
iniciador especifico para la regidon estructural de bfpT y se realizaron reacciones de
extensién con transcriptasa reversa. Este oligonucledtido también se usé en una reaccion
de secuencia de DNA para determinar ef tamafio de! producto de la reaccion de
extension, el cual comenzd en un residuo de G, 27 bp “corriente arriba” del codon inicial
de bfpT (Fig. 4Ay B).

E! andlisis por “primer extension" se usd también para estimar la posicion del
extremo 5’ y el nivel de expresion del RNA mensajero de las fusiones bfpT-cat. RNA total
preparado a partir de las cepas EPEC B171-8 y B171-T::Gm" (bfpT menos), conteniendo
la fusién UST166 y B171-8 conteniendo la fusion UST54, crecidas por 4h {ODeco= 0.6) en
DME 0.45% a 37°C, se hibridd a un oligonucledtido especifico para la region codificante
de cat. La reaccion de transcripcion reversa usando el RNAmM de la cepa B171-
8/pUST 166 (Fig. 4B, carril 2) generd un cDNA el cual comigrd con el mismo residuo de G
identificado en el RNAm de bfpT (Fig. 4A). La sehal mas débil observada en la Fig. 4B
(carril 1) correlaciona con la baja expresién de actividad de CAT mostrada por la cepa
conteniendo la fusion UST54 (Fig. 3). Por otra parte, la produccion del transcrito de bfpT-
cat se redujo draméticamente en la cepa B171-T::Gm’ (bfpT menos).

Estos datos y el andlisis de la regidon “corriente arriba” de bfoT, condujeron a la
identificacion de un promotor dependiente de sigma-70 entre los nucledtidos -33 y -61,
respecto al codon inicial de bfpT (Fig. 5). El andlisis posterior de esta regién permitié la
identificacion de un presunto sitio de unién a ribosomas (ATGAAGQG), 7 nucleétidos hacia
arriba del codon inicial de bfpT. Ademas del promotor, la secuencia minima necesaria
para la expresion de bfpT presenta un alto contenido de A/T y secuencias repetidas
invertidas (Fig. 5).
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Fig. 4 Analisis del promotor de bfpT. (A) Mapeo del sitio de inicio de la transcripcidon de
bfpT por ensayos de extension inversa. RNA total fue extraido de muestras de cultivos
de la cepa B171-8, recolectadas después de 4 hrs de crecimiento {DQg,= 0.6) en DME a
37°C. Un oligonucledtido iniciador, marcado con [y-**P]ATP, especifico para la regién
estructural de bfpT, fue utilizado para la reaccion de extension usando transcriptasa
reversa y RNAmM de bfpT como molde (15 ug de RNA total). La flecha indica el sitic de
inicio de la transcripcién identificado 27 nucledtidos hacia arriba del codén inicial de bfpT
(carrit PE).

(B} Analisis de la transcripcion de ia fusién bfpT-cat por reacciones de extension inversa.
RNA total fue extraido de muestras de cultivos de la cepas B171-8/pUST54 {carril 1),
B171-8/pUST166 (carrit 2) and B171-T:Gm" (bfpTmenos)/pUST166 (carril 3),
recolectadas después de 4 hrs de crecimiento {(DOge= 0.6) en DME a 37°C. Un
oligonucleétido iniciador, marcado con {y-32P]ATP, especifico para la regién estructural
de cat, fue utilizado para la reaccién de extensién usando transcriptasa reversa y RNAm
de bfpT-cat como molde (5 ug de RNA total por reaccion). La flecha indica el mismo sitio
de inicio de la transcripcion identificado para bfpT (carriles 1 y 2).
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Fig. 5. Secuencia nucleotidica de la regién reguladora de AfpT. L.a G en negrita y subrayada indica el sitio de inicio de la transcripcién de bfp7. Los elementos
del presunto promotor, las secuencias consenso -35 vy -10 {(subrayada), fueron localizados de acuerdo a los resultados de los ensayos de extension inversa
descritos en la Fig. 4 (ver panel A y B, y Fig. 12A). La presunta secuencia de Shine-Dalgamo (RBS) estd enmarcada por un rectdngulo. Las flechas
horizontales muestran elementos simétricos invertidos y repetidos. Los fragmentos de la region reguladora usadas para la construccion de las fusiones bfpT-cat

son indicadas con flechas dobladas; los numeros indican la distancia del sitio de inicio de la transeripcién de b/pT.
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Autoregulacién positiva de bfpT

LLas fusiones bfpT-cat en una cepa no enteropatégena de E. coli (MC4100) o en
una cepa de EPEC carente del pEAF (B171-10) no fueron activas en las mismas
condiciones que inducen su expresion en la cepa silvestre B171-8 (datos no mostrados).
Estos datos indicaron que un gen presente en el pEAF era necesario para activar la
expresién de bfpT.

Para explorar el probable papel de bfpT en su propia transcripcion, se analizd la
expresion de las fusiones de bfpA-caty bfpT-caf en una cepa mutante en bfpT, al cual se
le insertd el gen que codifica para la resistencia a gentamicina (B171-T::Gm") (Tobe et ai,
1996). La cepa B171-T::Gm' se transformé con el plasmido pCAT232 (fusion bfpA-caf)
{(Puente et al., 1996) o con el plasmido pUST 166 (fusién bfpT-caf), se crecié en DME a
37°C y la actividad especifica de CAT se determiné después de 10 horas de crecimiento
{DOsoo= 1.4). En ausencia de bfpT, la actividad transcripcional de ambas fusiones
practicamente fue nula (Fig. 6), lo que sugiere que bfpT y bfpA necesitan de un gen bpr
funcional para su expresién.

Para corroborar si BfpT promueve su propia transcripcion, se realizaron
experimentos de complementacion en una cepa EPEC "curada® del plasmido EAF (B171-
10) y una cepa no enteropatdogena de E. cofi (MC4100). La expresidn de las fusiones
bfpA-cat y bfpT-cat se midié en E. coli MC4100 conteniendo el pldsmido pCS-T (un
derivado del vector pMPM-K3 que porta el gen bfpT) y E. coli B171-10 (pEAF
menos)/pCS-T. Cuando bfpT fue colocado en trans a las fusiones, la transcripcion de
estas se indujo a niveles similares a los obtenidos en la cepa silvestre de EPEC (B171-
8)(Fig 6). De esta manera, la expresion de bfpAy bfpT requiere de la presencia dei gen
bfpT funcional en un plasmido compatible, apoyando la observacién realizada en la cepa
mutante en bfpT.

Por otra parte, la deteccién del RNA mensajero de bfpT silvestre y de la fusion
bfpT-cat, a través de ensayos de extension con transcriptasa reversa utilizando RNA
mensajero de la cepa de EPEC mutante en bfp7 (B171-T::Gm'/pUST166), mostré que la
expresion de bfpT requiere de un producto funcional de BfpT (Fig. 4B, linea 3). Estos
resultados nos permitieron concluir que bfpT se autorregula positivamente.
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Fig. 6. Expresion de bfpT requiere de la presencia de una proteina BfpT funcional. Las
cepas EPEC B171-8 (wt), y B171-T::GmR, una cepa mutante en bfpT derivada de B171-
8, y B171-10 una cepa curada del plasmido EAF, derivada de B171-8, conteniendo el
plasmido pMPM-K3 (vector de clonacién) o pCS-T (derivado del pMPM-K3 portando
el gen bfpT), v cepas de E coli MC4100/pMPM-K3 y MC4100/pCS-T, fueron
transformadas con pCAT232 (fusion bfpA-cat) o pUST166 (fusion bfpT-cat) y crecidas
en DME a 37°C. La actividad especifica de CAT fue determinada en cultivos crecidos
hasta DO600=1.4 y graficada como porcentaje de la actividad de CAT de la fusion b/p4-
cat en’'la cepa silvestre EPEC B171-8.
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Fig. 7. Homologia entre las regiones reguladoras minimas debfpA4 (secuencia de abajo) y bfpT (secuencia de arriba). Las secuencias
homologas en las posiciones -85 y -46 en bfpA v -65 y -26 en bfpT muestran un trecho rico en A-T requerido para la regulacion y
autoactivacion dependientes de BfpT, respectivamente. Los valores entre paréntesis son actividades expresadas como porcentajes

de la actividad de pCAT232 (bfpA-car) y pUST166 (bfpT-cat ) a los cuales se les asigné el 100%. Los elementos de los presuntos
promotores (secuencias consenso -35 y -10) estan sefialados con barras horizontales y los sitios de inicio de transcripcion estén
indicados como bfpT mRNA vy bfpA mRNA. Las secuencias repetidas invertidas y repetidas directas se indican por flechas horizontales.
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La expresion de la actividad de CAT de las fusiones bfpA-cat y bfpT-cat se
incrementd en la fase logaritmica temprana; sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
con bfpA, la expresion de bipT se extiende a la fase estacionaria temprana (Fig. 8B). La
actividad de CAT producida durante la fase exponencial parece ser constante; sin
embargo, para el caso de bfpT resulta en una méxima acumulacion después de 11 horas
de crecimiento (Fig. 8A y B). Cabe sehalar que, no se observaron diferencias en las
cinéticas de crecimiento de las cepas EPEC B171-8, llevando cada una de las fusiones,
en DME a 37°C (Fig. 8Ay B).

Esta observacion fue confirmada por experimentos de hibridacién RNA-DNA, con
muestras de RNA total de la cepa EPEC B171-8 tomadas a diferentes horas de
crecimiento celular e hibridadas con sondas especificas para bfpT y bfpA. Para ambos
genes, la cantidad del RNAm se incrementé dramaticamente durante la fase exponencial
de crecimiento, alcanzando el maximo después de la quinta hora, sin embargo para bfoT
los niveles de RNAmM se mantienen constantes ain después de ocho horas (Fig. 9). De
esta manera la expresion de bipA y bfpT no sigue un patrén similar, ademas de que la
transcripcion de bfoT mostré un nivel de expresion por lo menos dos veces mas bajo que
la de bfpA, como lo muestran las actividades de las fusiones bfpA-cat y bfpT-cat (Fig. BA
y B). Estos resultados sugieren que bfpT no es regulado por las sefales o los factores
presentes en la fase estacionaria de crecimiento que afectan a bfpA.

bfpA y bfpT son regulados de manera similar por el crecimiento en medio LB, la
concentracion de amonio y la temperatura.

En estudios previos, se mostré que la expresiéon de BFP ocurre a temperaturas
entre 35 y 37°C pero no a temperaturas extremas (25 C y 41°C), y que la expresién de
bfpA y bfpB fue significativamente reducida cuando EPEC B171-8 fue crecida en medio
LB o DME suplementado con sulfato de amonio (Puente et al, 1996; Ramer et al, 1996).
De esta manera, es probable que la diferencia en los niveles de BfpT pueda ser uno de
los factores que contribuyan a la regulacion de BFP por el medio de cultivo, la
concentracion de amonio y la temperatura.
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Fig. 8. La expresion de §fpT en EPEC B171-8 ocurre durante las fases de crecimiento exponencial y
estacionaria temprana. El efecto de la fase de crecimiento sobre la expresién de las fusiones
transcripcionales bfpT-cat (A} y bfpA-car (B) fue analizado midiendo la actividad de CAT (tridngulos) en
muestras de cultivos tomadas cada hora de las cepas B171-8/pCAT232 y B171-8/pUSTI166, creciendo a
37°C en DME. La fase de crecimiento fue determinada por las mediciones de la densidad optica a 600 nm
{cuadrados) de muestras de los cultivos tomadas cada hora. Los valores corresponden al promedio de por lo
menos tres experimentos diferentes.
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Fig. 9. Efecto de la fase de crecimiento sobre la transcripcién de bfpT y bfpA en EPEC
B171-8. RNA total fue extraido de muestras de cultivos de la cepas B171-8/pUST166 y
B171-8/pCAT232 y recolectadas a diferentes horas de crecimiento en DME a 37°C. Para
los ensayos de hibridacion tipo “slot blot”, se cargaron 5 pg de RNA total en cada pozo.
Los RNA mensajeros bfpTy bfp4 fueron detectados usando sondas de DNA especificas a
las regiones codificantes de ambos genes marcadas con [o->*P]JCTP. Para bfptA, el nivel
maximo de transcrito fue alcanzado a la quinta hora y posteriormente disminuyo. Sin
embargo para bfpT, los niveles de RNAm se mantuvieron constantes ain después de ocho
horas.
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El efecto del crecimiento en LB sobre la expresion de las fusiones bfpA-caty bfpT-
cat fue analizado, creciendo las cepas B171-8/pCAT232 y B171-8/pUST166 a 37°C en
medio LB. Interesantemente, el crecimiento en medio LB también reprime la expresion de
bipT, reduciéndola a 13% de la actividad de CAT expresada en DMEM (Fig. 10).

Del mismo modo, la expresion de las fusiones bipA-caty bfpT-cat en EPEC, fue
analizada en DMEM conteniendo 3, 6, 10, 15 y 20 mM de sulfato de amonio. La presencia
de amonio en el medio de cultivo no alterd significativamente la cinética de crecimiento
{(dato no mostrado). La actividad de CAT en estas condiciones se redujo a 85, 74, 54, 23 y
10%, respectivamente, en relacion a la actividad obtenida en ausencia de amonio (Fig.
11A). El andlisis de la actividad de las fusiones bfpA-caty bfpT-cat en EPEC creciendo en
DMEM a diferentes temperaturas mostrd que la expresion de bfoT también es afectada
por este parametro; el maximo de esa expresion ocurre a 37°C. A temperaturas entre
25C y 29°C, la velocidad de crecimiento fue reducida significativamente (datc; no
mostrado), por lo que la actividad de CAT fue comparada de muestras de cultivo
recolectadas a DOsoo de 1.2. El crecimiento en medio DMEM a 25, 29, 39, 40 y 41°C
produce el 25, 45, 45, 22 y 10%, respectivamente, de Ia actividad de CAT expresada en
DMEM a 37°C (Fig. 11B).

El efecto de estos parametros fue confirmado por ensayos de extensién inversa
con muestras de RNA total de la cepa EPEC B171-8/pUST 166, obtenidas de cultivos a
DOsoo de 0.6 en LB, DME suplementado con 15 mM sulfato de amonio a 37°C, DME a
39°C y DME a 29°C. Un oligonucledtido especifico para bfpT fue empleado para la
reaccion de extension inversa usando como molde RNAm de bfpT (Fig. 12A). La sefial
mads débil observada en los carriles 2, 3, 4 y 5, se relaciona con los bajos niveles de
actividad de CAT mostrada por la fusion bfpT-cat en la cepa EPEC B171-8/pUST 166
crecida en LB, DME a 29°C y 39°C, y DME mas amonio a 37°C (ver Fig. 10y 11A y B).
Esto indica que la regulacion de bfpT, observada a través de fusiones transcripcionales,
es un reflejo del comportamiento que sigue la transcripcidn del gen silvestre,
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Fig. 10. La expresién de b/pT en EPEC B171-8 es afectada por el crecimiento en medio LB. (A) El efecto del crecimiento en medio
LB sobre la expresion de bfpT-car fue analizado creciendo las cepas B171-8/pCAT232 y B171-8/ pUST166 a 37°C en DME y LB. La
actividad especifica de CAT fue determinada de muestras de cultivo tomadas cada hora. Los valores corresponden al promedio de por
lo menos tres experimentos diferentes. (B) La actividad especifica de CAT expresada por las fusiones bfpT-cat y bfpA-cat en cada
medio fue determinada en cultivos crecidos hasta DOggy = 1.4 y graficada como porcentaje de sus respectivas actividades especificas
méximas en DME. Los valores corresponden al promedio de por lo menos tres experimentos diferentes.
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Fig. 11. Efecto del amonto y la temperatura sobre la expresion de bfpT y bfpA. (A) La
expresion de bfpT y bfpA es reducida drasticamente por la adicion de amonio al medio de
cultivo. Las cepas B171-8/pCAT232 (fusion bfpA-cat) y B171-8/pUST166 (fusion bfpT-
cat), fueron crecidas a 37°C en DME suplementado con concentraciones de sulfato de
amonio que previamente habian mostrado reprimir la expresion of bfpA (Puente et al.,
1996). Las actividades especificas de CAT, obtenidas en cultivos a DOggo de 1.4 en cada
concentracion de sulfato de amonio, son graficadas como porcentaje de la actividad de
cada fusién en ausencia de amonio. La presencia de amonio en el medio de cultivo no
altera de manera significativa la cinética de crecimiento (datos no mostrados). Los
valores corresponden al promedio de por lo menos tres experimentos diferentes.

(B) El maximo de expresion de bfpT'y bfpA ocurre a 37°C. Las cepas B171-8/pCAT232
(fusion bfpA-cat) y B171-8/pUST166 (fusion bfpT-cat), fueron crecidas en DME a las
temperaturas indicadas. La actividad especifica de CAT fue determinada de muestras de
cultivo tomadas a DOgoo de 1.2 y 1.4. La actividad especifica maxima de CAT obtenida
en cada temperatura es representada como porcentaje de la actividad maxima de CAT
observada para cada fusién a 37°C. Los valores corresponden al promedio de por o
menos tres experimentos diferentes.
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Fig. 12. Efecto del medio de cultivo, temperatura y la concentracion de amonio sobre la
transcripcion de bfp7. RNA total fue extraido de muestras de cultivos, recolectadas a
DOgp=0.6, de la cepa B171-8/pUST166 crecida en DME a 37°C (panel A, carril 1 y
panel B, carril 2), DME a 29°C (panel A, carril 2), LB a 37°C (panel A, carril 3 y panel
B, carril 1}, DME a 39°C {pancl A, carril 4) y DME con 15mM de sulfato de amonio a
37°C (panel A, carril 5 y panel B, carril 3). (A) Un oligonucleétido iniciador, marcado
con [y-°*P]ATP, especifico para la region estructural de bfpT, fue utilizado para la
reaccion de extension usando transcriptasa reversa y RNAm de §fpT como molde (15 ug
de RNA total por reaccion). La flecha indica el mismo sitio de inicio de la transcripcion

identificado para bfp7, sin embargo, los niveles del transcrito son diferentes (carriles 1 y
2, ver fig 4A).

{B) Un oligonucleétido iniciador especifico para la region estructural del gen
B-lactamasa (bla)} (contenido en pKK232-8, vector de clonacion utilizado para la
construccién de las fusiones bfpT-cat), fue utilizado para la reaccién de extension usando
transcriptasa reversa y RNAm de bla como molde (15 pug de RNA total por reaccidén). La

flecha indica el sitio de inicio de la transcripcién de bla, sin embargo, presenta un perfil -

de expresion inverso al de bfpT.
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Por otra parte, un oligonucleétido especifico para la region codificante del gen de la
B-lactamasa, bla (portado por pKK232-8, vector de clonacion de las fusiones), fue
empleado para realizar reacciones de extension inversa usando como molde al RNA
mensajero de bla presente en muestras de RNA obtenidas de cultivos en las condiciones
descritas en la figura 12A. La expresion de bla mostré el patrdn inverso de regulacion (Fig.
12B), indicando que el perfil de expresién de bfpT en presencia de amonio o LB no es
consecuencia de un efecto metabdlico generalizado.

La regulacidon por amonio de bfpA and bfpT requiere de un factor especifico de
EPEC, mientras que la regulacién por bajas temperaturas involucra un mecanismo
global )

Con el propésito de obtener evidencias que permitan evaluar si BfpT mismo u otra
proteina reguladora es la que responde a la femperatura ambiental y a las
concentraciones de amonio, la expresion de bfpT se mantuvo bajo el control del promotor
tac permitiendo su expresion constante y no regulada. Lo anterior se demuestra por la
presencia de niveles similares del transcrito de bfpT bajo condiciones de regutacién en la
cepa E. coli B171-10/pCS-T (Fig. 13B). Fue evaluado entonces el efecto negativo de la
temperatura y la concentracion de amonio sobre la transcripcién de las fusiones bfpA-cat
y bfoT-cat en la cepas EPEC B171-10y E. cofiK-12 (MC4100). E. coliB171-10 y E. coli
MC4100 conteniendo el plasmido pCS-T fueron transformadas con los pldasmidos
pUST166 o pCAT232 y la actividad especifica de CAT fue determinada en cultivos a
DOesoode 1.0, 1.2y 1.4 en DME a 37°C, DME suplementado con 15 mM sulfato de amonio
a 37°C y DME a 29°C. La figura 13A muestra que que e! efecto represor del amonio sobre
la expresion de bfpT y bipA no es reproducible en el sistema no EPEC,
independientemente del nivel de expresion del gen silvestre bfpT y de la concentracion de
amonio. Lo anterior indica que no hay regulacidén por el amonio en este fondo genético y
que el amonio no modula directamente la actividad de BfpT. En contraste, la expresién de
ambas fusiones en la cepa EPEC B171-10 (pEAF menos), fue reducida alrededor de un
80% (Fig. 13A), similar a lo observado en la cepa EPEC silvestre (B171-8) (ver Fig. 11A).
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Fig. 13. La regulacion de bfpA y bfpT por amonio, pero no por bajas temperaturas, requierc de un fondo genético de EPEC. (A) Las cepas EPEC B171-10, curada
del plasmido EAF derivada de B171-8, y £. coli MC4100, conteniendo el plasmido pCS-T (derivado del pMPM-K3 portando el gen b/pT, el cual es transcrito a
partir del promotor tac), fueron transformadas con pCAT232 (fusién 4fpA-cat) o pUSTI166 (fusién bfpT-cat) y crecidas en DME a 29y 37°C, y en DME con
15mM de sulfato de amonio a 37°C. La actividad especifica de CAT para las fusiones bfpd-cat y bfpT-car fue determinada en cultivos crecidos hasta DO600 de
10,12y 14, : ‘

(B) Para los ensayos de hibridacién tipo “slot blot", en cada pozo de transferencia se cargaron 2 y 5 ug de RNA total aislado de la cepa Bi171-10/pCS-T +
pUST166 crecida DME a 29 y 37°C, y en DME con 15mM de sulfato de amonio a 37°C. El RNA mensajero de bfpT se detecté usando una sonda de DNA
especifica a las regiones codificante de bfp7, marcada con [0-*?P]CTP. El nivel de transcrito de bfpT es similar en las diferentes condiciones indicando una

expresion constante o no regulada.
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Por otra parte, cuando las mismas cepas fueron crecidas en DME a 29°C, la expresion de
ambos genes fue reducida tanto en EPEC B171-10 como en E. cofi MC4100. Estos
resultados implican que el efecto negativo sobre la actividad de BfpT o sobre la activacién
de los promotores de bfpAy bipT, ejercida por la adicidn del amonio al DME, requiere de
un factor codificado por el cromosoma de EPEC que actua en trans; mientras que la
regulacion por bajas temperaturas involucra un mecanismo regulador global, comdn en E.
Coli.

Efecto de otros factores ambientales sobre la expresién de bfpAy bipT.

Recientemente, ha sido mostrado que la secrecion de EspB y otras proteinas
secretadas de EPEC esta sujeta a regulacion por parametros ambientales. La secrecion
requiere de concentraciones milimolares de fierro y es maxima a 37°C, a pH7 y a
osmolaridad fisiolégica (Kenny et al, 1997a). Dado que el locus bipTVW (perABC) ha sido
involucrado en la regulacion del gen eae y espB (Gémez-Duarte y Kaper, 1995; Kenny y
Finlay, 1995), planteamos en este proyecto analizar el efecto de estos factores sobre ia
expresion de los genes involucrados en la produccion de la fimbria BFP. La cepa EPEC
silvestre portando las fusiones de bfpA-cat y bfpT-cat, fue crecida hasta DOego de 1.2 en
DMEM a 37°C, bajo diferentes condiciones de osmolaridad y concentraciones de fierro.
Los niveles de actividad de CAT expresada por las fusiones, en condiciones de bajo fierro
(<< 0.25 pM) producidas por la adicidon de quelantes o en concentraciones entre 0.25 y 1
mM de FeCLs, fueron similares a las observadas bajo las condiciones de maxima
expresion (DME con 0.11 M NaCL, 0.25 yM Fe, pH 7.5 a 37°C). Por otra parte, cuando
las cepas fueron crecidas en concentraciones crecientes de NaCL, aumentando con esto
la osmolaridad del medio, la actividad de CAT expresada por ambas fusiones se
incrementé de manera significativa sobre los niveles que se muestran en baja
osmolaridad (Tabla 3)

Para examinar el efecto del pH sobre la expresién de los genes bfp, fue utilizado
DME adicionado con 0.1M de MOPS y ajustado a diferentes pH con NaOH o HCI. Debido
a que el aumento de la osmolaridad y el cambio de pH en el medio, por arriba o debajo de
7.5, alteré la cinética de crecimiento, las muestras de cultivo en la s diferentes condiciones
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fueron recolectadas a DOego=1.2. La expresion de los genes bfp no responde a cambios
de pH; sin embargo, la actividad de ambas fusiones fue dos veces mayor en DME+MOPS
comparado con DME pH 7.5 sin MOPS, aparentemente debido a efectos osmdéticos
(Tabla 3). Estos resultados indican que la expresion de los factores de virulencia en EPEC
no necesariamente sigue el mismo patrén de regulacion, o que la secrecion de proteinas
es afectada por algunas de las condiciones de crecimiento.



TABLA 3

Regulacion de bfpT y bfpA4 en Respuesta a Osmolaridad, pH y Fierro

Condiciones
de Crecimiento

0.11M NaCL"
0.25uM Fe

pH 7.5

Bajo Fierro®
0.25mM Fe

1 mM Fe
0.2M NaCl
0.3M NaCL
0.4M NaCL
MOPS', pH 6.0
MOPS, pH 6.5
MOPS, pH 7.0
MOPS, pH 7.5

MOPS, pH 8.0

Actividad especifica de CAT":

bfpT:cat

3027 £ 6

2733 %151

2744 + 186
2650 £ 158
5127 £ 151
5851 = 732
6259 + 280
6126 = 343
6064 + 722
5507 1 194
5780 £ 280

5273 £ 71

Cociente’

1.0

0.9
0.9
0.9
1.7
1.9
2.1
2.0
2.0
1.8
1.9

1.8

bfpA:cat

5575+ 48

5714 + 258
5514 £ 94
6276 £+ 203
10620 + 235
12949 £ 214
12667 + 833
15318 + 1227
15899 £ 617
14292 + 410
15861 + 594

14622 £ 170

Cociente

1.0

1.0
1.0
1.1
1.9

2.3

2.7
2.9
2.6
2.8

2.6

a. Actividad especifica de CAT fue determinada de muestras de la cepa EPEC B171-8,

tomadas cuando los cultivos alcanzaron una DOy, de 1.2.

b. Promedios y desviacion estindar son a partir de tres experimentos.
c. Relacion de la actividad especifica de bfpT:car o bfpA:cat en una condicidén particular de
crecimiento a la actividad especifica en la condicidn estandar de crecimiento.
d. Condiciones estandares para DMEM.

e. Medio con bajo fierro consistié de DME conteniendo 125 uM 2,2,dipyridyl.

f. 0.1 M MOPS se afiadié al DME y el pH se ajustdé con NaOH o HCI.
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DISCUSION

La fimbria BFP (“bundie-forming pili") es un determinante de virulencia de
Escherichia coli enteropatégena (EPEC) cuya expresién responde a sefales
ambientales caracteristicas del intestino delgado y se requiere para la produccién de
diarrea (Girén et al, 1991; Ramer et al, 1996; Puente et al., 1996; Bieber et al,, 1998).
La produccién de BFP inicia durante la fase exponencial y es modulada por la
concentracion de amonio, el medio de cultivo y la temperatura (Puente et af., 1996).

La expresidén de bfpA, el gen estructural de BFP, es regulada principalmente a
nivel transcripcional y requiere del producto del gen bfpT (también llamado perA), un
activador transcripcional de la familia XylS-AraC (Goémez-Duarte y Kaper, 1995; Tobe
et al., 1996). La inactivacion de bfpT conduce a la pérdida de la transcripcion de bfpA,
la produccion de BfpA y de los fenotipos de adherencia localizada y autoagregécién;
estos fenotipos mutantes pueden ser complementados por la introduccién del locus
bfpTVW (Tobe et al., 1996, Bieber et al, 1998). El locus bipTVW (perABC) localizado
en el plasmido EAF, estd organizado como un operén de tres genes (Sosa-Macias,
datos no publicados, Sanchez-SanMartin et al, 1999). Se ha sugerido que estd
involucrado en la expresion de eae y espA (Goémez-Duarte y Kaper, 1995; Kenny y
Finlay, 1995). Sin embargo, recientemente ha sido mostrado que el operén bipTVW no
tiene efectos significativos sobre la expresion de genes en la regién LEE, tales como el
operén tir-cesT-eae y los genes sepZ, escV y sepl (Sanchez-SanMartin et al., 1999,
Bustamante et al., datos no publicados).

Con la finalidad de determinar fos mecanismos involucrados en la expresién de
BFP en respuesta a sefiales ambientales, en este trabajo describimos la regulacion
transcripcional de bfpT, el gen que codifica para BfpT, el regulador positivo de la
fimbria BFP en EPEC.

Dado que en estudios previos (Puente et al, 1996) se mostré que [a expresién
del sistema reportero CAT por fusiones transcripcionales bfpA-cat refleja los niveles de
expresion del RNAm de bfpA, realizamos los estudios de la expresién de bfpT usando
fusiones transcripcionales bfpT-cat. El andlisis por eliminacién de nucledtidos de la
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region corriente arriba” de bfpT, usando fusiones génicas, indicé que los nucledtidos
hasta la posicion -81, respecto al sitio de inicio de la transcripcién, fueron requeridos
para la activacién total del promotor de bfpT (Fig. 3 y 5). Cuando se removié la
secuencia hacia arriba de -66 y -54, sélo se obtuvo el 10 y 4% de la actividad total,
respectivamente (Fig. 3). Estos resultados indican que la activacién de la transcripeién
de bfpT requiere de una secuencia “corriente arriba” que se extiende por lo menos de -
81 a -54, y sugiere que esta region contiene los elementos en c¢is, incluyendo el
promotor, de los que depende la transcripcion de bfpT (Fig. 5).

Por ensayos de extensidn inversa (Fig. 4), identificamos el extremo 5’ del RNAm
de bfpT y bfpoT-cat el promotor de bfpT podria corresponder a un hexamero -35
’ (TTGATT) y a un hexamero -10 (AAAAAT) separado por 17 nucleétidos y localizado 5
bp hacia arriba del sitio de inicio de ia transcripcién (Fig. 4 y 5), sugiriendo que bfpT es
transcrito por