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 RESUMEN

“Papel de Sistemas de Dos Componentes en In Regulacion de Factores de Virulencia
T e Cll"ESC!I(L’I‘iCIIi(I'b()[i'(!lll’él‘OpﬂtégCllﬂ”.”"'f’ e s

Victor Antonio Garcia Angulo. Tutor: Dr. José Luis Puente Garcia.

Escherichia coli entcropatégena (EPEC) ¢s uno de los pﬁtbtiﬁ&s’,’aé':E. coli“causantes de

diarrea en huwmanos y s la principal causa de diarrca en ninos en los paises en vias de

-—

desarrollo. Esta bacteria es el modelo de una familia de patdgenos capaces de causar una
histopatologia caracteristica conocida como lesion A/E (Adherencia y Destruccion), la cual
consiste en la climinacion de las microvellosidades del epitelio intestinal v la adherencia
intima de la bacteria con el enterocito formando una estructura de actina polimerizada bajo
el sitio de adhesion, llamada pedestal. La infeccion por EPEC se caracteriza ademas por la
adherencia inicial en forma de colonias discretas sobre la superficie del enterocito
(Adherencia localizada), mediante T fimbria tipo 1V BFP. En este trabajo se evalud el
cfecto regulador de los sistemas de dos componentes EnvZ/OmpR, PhoQ/PhoP y
BarA/UvrY sobre los genes requeridos para desarrollar la adherencia localizada y la lesion
AZLL construyendo mutaciones no polares en los reguladores de respuesta ompR, phoP y
uvrY en EPEC. Aunque inesperadamente la mutacion en ompR produce una incapacidad
para crecer en condiciones limitantes de magnesio, ninguna de estas mutaciones tuvo un
cfecto sobre la adherencia localizada, ¢l desarrollo de la lesion A/E in vitro, o sobre la
expresion de los factores de virulencia analizados, cn contraste con el importante papel que

desarrollan cstos sistemas en el control de virulencia en otros patdgenos.



1. INTRODUCCION

Escherichia coli es la bacteria.anaerobia facultativa predominante de la flora
colonizante humana. Auncue normalmente permanece inocua confinada al lumen
intestinal, algunas cepas de E. coli han desarrollado la habilidad de causar un ampl'ifo' j
espectro de enfermedades. Se han reconocido tres sindromes clinicos generales
resultantes de la infeccion con cepas patogenas de E. coli: infeccion del tracto
urinario, sepsis/meningitis y enfermedades entéricas y diarreicas (Nataro y Kaper,
1998). Las cepas que pueden causar enfermedades gastrointestinales se han dividido
en seis categorias principales (Puente y Finlay, 2001): E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterchemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli difusoadherente (DAEC) y E. coli enteropatégena
(EPEC). Cada palolipo presenta patrones de adherencia a células hospederas e
histopatologfa caracteristicos, asi como la produccion o no de toxinas, dados por sus
factores de virulencia particulares (Tabla 1).

EPEC es la principal causa de diarrea en ninos menores de seis meses en los paises en
vias de desarrollo (Nataro y Kaper, 1998), y fue uno de los primeros tipos de E. coli
reconocido como causa de dinrrea infanti! (Levine, 1987, revision). Los sintomas de la
infeccion por EPEC incluyen diarrea acuosa prolongada de variable severidad, vémito
y ficbre de baja intensidad. A diferencia de otras diarreas causadas por cepas de E.
coli patogenas, en la producida por EPEC no parece estar involucrada ninguna toxina,
y los mecanismos moleculares que la desencadenan no estan claramente definidos

(Donnenberg et al, 1997).

Modelo de infeccion por EPEC.

EPEC se considera el modelo de un grupo de microorganismos causantes de una
histopatologia conocida como lesion de Adherencia y Esfascelamiento o lesién A/E
(“Altaching and Effacing”). Esta lesion se caracteriza por la eliminacién localizada de
las microvellosidades del epilelio intestinal; y cambios significativos en el
citoesqueleto de la célula hospedera, los cuales incluyen la acumulacion de actina

polimerizacda bajo la bacteria adherida, formando una estructura parecida a un
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pedestal (Taylor et al, 1986; Rothbaum et al, 1982; Knutton et al, 1989; Nataro y
Kaper, 1998).

Tabla 1. Tipos de E. coli patégenas para humanos.’

Tipo de E. coli

Enfermedad

Factores de virulencia

Enterotoxigénica (ETEC)

De diarrea acuosa a diarrca
tipo colera,

Toxina termosensible (LT),
Toxina termoestable (ST),
factores dc  colonizacion
(CF’s).

Enteroinvasiva (EIEC)

De diarrea acuosa a

disenteria.

Ipas, scerecion tipo 1TI(Mxi
y Spa), VirG/IcsA.

Enteropatogena (EPLEC)

Diarrca acuosa.

Esp’s, sccrecidon tipo 11
(Scp y Esc). intimina, Tiry
BFP.

Enterohemorragica (EHEC) | Colitis hemorrdgica, | Factores de EPEC (excepto
sindrome urémico hemolitico | BFP), toxina Shiga,
(SUH). hemolisina.

Enteroagregativa (FAEC) De diarrca acuosa a mucosa. | Adhesinas  AAF, EAST-,

Pet, Pic, hemolisina.

Difusoadhercnte (DAEC)

Diarrca acuosa.,

Fimbrias F1845 vy AIDA-IL

Uropatogena (UPEC)

Séptica (SEC)

Infecciones del tracto | Pili tipo I, pili P, adhesinas

urinario. afimbriales (Afa),

o S | hemalisina, CNF-1.

Sepsis neonatal, meningitis. Capsula,  pili tipo 1,
adhesina fimbrial S,

proteinas de invasion IbeA
¢ IbeB.

" Tomado de Puentc y Finlay, 2001,

Las interacciones entre EPEC y la célula hospedera que conllevan al establecimiento
de la lesion A/E han sido divididas en tres etapas: adherencia inicial, transduccién de
sefales, y adherencia intima (Figura 1) (Donnenberg y Kaper, 1992). Este modélo de
infeccion por EPEC es generalmente aceptado aunque atn no es clara la séCUenCia

temporal de los eventos, y cierlamente, éslos podrian tener lugar concurrentemente.
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Figura 1. Mecanismo de infeccién por EPEC. Se ilustra el modelo de infeccion en tres etapas. A) El pilus BFP es responsable de la adherencia - ‘-‘

localizada. En los recuadros se muestran micrografias de la fimbria y de microcolonias sobre una célula epitelial. B) Durante la segunda etapa
son translocadas las proteinas efectoras a través del filamento de EspA del sistema de secrecion tipo lll. C) La formacién de la adherencia intima,
mediada por la interaccion Tir-intimina conlleva a la formacion de pedestales de actina bajo la bacteria, reclutando proteinas del citoesqueleto

hospedero {ver recuadro).



La primera etapa se caracteriza por la unién no intima de la bacteria con la célula
hospedera, formando microcolonias en un patron conocido: como Adherencia
Localizada (A/L). La formacion de microcolonias y la A/L estan” asociadas a la
produccion de una fimbria tipo 1V, llamada BFP (“Bundle forming pilus”) (Cravioto et
al, 1979; Vuopio-Varkila y Schoolnik, 1991). Esta fimbria mantiene unidas entre si a
las bacterias que forman parte de la microcolonia, y pareciera también mediar la
adherencia de ésta a la célula hospedera, utilizando como receptor una
fosfatidiletanolamina de la membrana celular eucariote (Barnett-Foster et al, 1999;
Khursigara et al, 2001). El operon bfp codifica los genes necesarios para la biogénesis
de la fimbria BFP, consta de catorce genes, y se encuentra localizado en el pldsmido
de alto peso molecular denominado pEAF (EPEC Adherence Factor). Se ha
demostrado que 12 de los calorce genes son necesarios para la produccién de la
fimbria BFP y el fenotipo de adherencia localizada. Dichos genes son bfpA, bfpG,
bipC, bfpD, bipE, bfpB, bipP, bipU, bipl, bip), bfpKy biplL; mientras que bfpF y bfpH
no son requeridos (Ramer et al, 2002). Aunque el papel individual de las proteinas
codificadas en el locus bfp en la biogénesis de la fimbria no ha sido completamente
documentado, se sabe que el primer gen del operon, bipA, codifica para la bundlina,
proleina de 193 aminodcidos y subunidad estructural de la fimbria, y por lo tanto el
constiluyentle mayoritario de ¢sta (Giron et al, 1991; Sohel et al, 1996; Stone et al,
1996; Tobe et al, 1999). La importancia del pEAF y, por lo tanto, de la adherencia
inicial en el esquema de infeccion por EPEC, ha sido documentada con-estudios en

adultos voluntarios (Bieber et al, 1998).

Durante la segunda clapa, una serie de proteinas translocadas a la célula hospedera
por EPEC, a través de un sistema de secrecion tipo 1l (SSTT), inician cascadas de
transduccion de senales, lo cual inicia una serie de cambios en el interior de la célula
cucariote. Estos cambios incluyen ¢l aumento en la concentracion intracelular de
calcio y de inositol 1,4,5-trifosfalo (IPs) (Baldwin et al, 1991; Foubister et al, 1994), la
activacién de fosfolipasa Cy (PLCy) (Kenny y- Finlay, 1997), proteina cinasa C (PKC)
{Crane y Oh, 1997) y NF-kB (Savkovic et al, 1997). Las protefnas translocadas



también participan en la induccion de rearreglos del citoesqueleto y la desaparicion
de las microvellosidades intestinales (Manjarrez et al, 1992; Rosenshine et al, '1992).

El SSTT usado por EPEC, asi como la mayoria de las proteinas translocadas efectoras
documentadas hasta la fecha responsables de la produccion de la lesion. AJE, se
encuentran codificadas en una isla de patogenicidad cromosomal llamada LEE (Locus
of enterocyle effacement). Actualmente se tiene conocimiento de al menos siete
proteinas codificacdas en el LEE que son translocadas hacia la célula hospedera via el
SSTT: EspB (Escherichia coli sccreted protein), EspD, EspF, EspG, Map, Tir y EspH.
EspB y EspD han sido involucradas en la formacién de un poro en la membrana de la
célula hospedera, a través del cual son inyectadas las proteinas mediante el SSTT
(Taylor et al, 1999; Wachter, et al, 1999). EspF y EspG, aunque al parecer no tienen
papel en la formacion de la lesion A/E en EPEC, son translocadas y pudieran tener
relacion con la produccion de diarrea y la capacidad de colonizar el intestino
(McNamara et al, 2001; Elliot et al, 2001). Map tampoco posee un papel claro en la
formacion de la lesion A/E, pero se ha propuesto que participa en la formacién de
filopodios transilorios en la membrana del hospedero, ademis de ser localizado en fa
milocondria (Kenny et al, 2002). Tir es sin duda la proteina translocada mas
interesante de EPEC, puesto que siendo de origen bacteriano, una vez translocada se
localiza en la membrana de la célula epitelial y funciona como receptor de una
proteina de membrana externa de EPEC, la intimina, permitiendo el establecimiento
de una unidén intima entre la bacteria y la célula eucariote. Este evento, a su vez,
también involucra la  activacion de vias de transduccion de sefales que producen la
acumulacion de actina bajo la bacleria (Kenny et al, 1997b). Recientemente se
demostré que EspH es translocada hacia la célula hospedera, en donde tiene un papel
modulador en los rearreglos del citoesqueleto que producen eventualmente la
formacion de los pedestales de actina {Tu et al, 2003). |
Se ha demostrado que existe al menos una proteina fuera de LEE que también es
translocada hacia la célula hospedera: EspC, cuya secrecion -es indept_‘andiehte;del

SSTT. Esta proleina es miembro de la familia de proteinas ‘autotransportadoras, se



encuenira codificada en una segunda isla de patogenicidad de EPEC, y pareciera ser

una enterotoxina (Mellies et al, 2001),

L’a tercer etapa de la-infeccién-involucra la interaccién de la proteina-Tir, localizada
en la membrana de la célula hospedera, con la intimina, la cual se localiza en la
membrana externa de EPEC. Esta interaccion se produce después de la fosforilacion
de Tir en un residuo de tirosina (Kenny, 2002; revision). La interaccion de Tir con
Intimina pfomueve la acumulacion de filamentos de actina bajo los sitios de adhesion
de la bacteria, dando lugar a formaciones parecidas a un pedestal. Se ha demostrado
que estos rearreglos del citoesqueleto hospedero tienen lugar mediante el
reclutamiento por parte de Tir de las proteinas adaptacdoras Nck1 y Nck2, quienes a
su vez reclutan a la proteina N-WASP, la cual puede interactuar con el complejo
Arp2/3, capaz de nuclear actina (Gruenheid et al, 2001; Kalman et al, 1999,

Campellone et al, 2002).

Regulacion de faclores de virulencia en EPEC.

Como se ha venido estableciendo, los principales factores de virulencia en EPEC estan
codificados en dos loci principales, ¢l pEAF y la isla de patogenicidad LEE. La
adecuada expresion de dichos factores se asegura mediante una compleja red
reguladora cuyos componentes y modos de accién empiezan a dilucidarse. Esta red
reguladora implica componentes tanto del pEAF y la regién LEE, como reguladores
externos globales (Fig. 2).

Los genes del operdn bfp se expresan selectivamente en medio de cultivo de células
cucariotes durante fa fase exponencial de crecimiento a 37°C, y se regula
negativamente a temperaluras por arriba o por abajo de 37°C y en presencia de sales
de amonio (Puente et al, 1996). La expresion de este operdn requiere de la accién de
la proteina PerA, también conocida como BfpT, producto del primer gen del locus
per, presente en el plasmido pEAF, e integrado por tres genes: perA, perB y perC
(Puente et al, 1996; Tobe et al, 1996). PerA es también requerido para la activacién

de su propio promotor, y se ha determinado recientemente la interaccién directa de
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esta proteina con las regiones reguladoras de ambos operones (Bustamante et al,
1998; Marlinez-Laguna et al, 1999; Ibarra et al, 2003). Se ha ilwvolucrado también a la
proleina GadX como regulador positivo del locus per, pero solo en ‘condiciones
especificas de cultivo (Shin et al, 2001).

La region LEE se encuentra organizada en al menos cinco operones: LEET, LEE2 y
LEE3, los cuales codifican proteinas componentes del SSTT (los genes esc y sep) y un
regulador lranscripcional (Ler); LEE4, el cual contiene genes para proteinas
translocadas (Esp); y LEES, en donde se encuentran codificados los genes necesarios
para la adherencia intima: tir, cesT y cae (intimina) (Jarvis et al, 1995; Mellies et al,
1999; Sanchez-SanMartin et al, 2001). Ler, codificado por el primer gen del operén
LEET, regula positivamente la transcripcion de los operones LEE2, LEE3, LEE4 y LEES5,
en donde se ha propuesto que revierte la regulacion negativa ejercida por H-NS, y en
¢l caso de LEES, de un represor no identificado (Bustamante et al, 2001; Sanchez-
SanMartin et al 2001; Haack et al, 2003), y al gen espC, fuera de LEE (Elliott et al,
2000). El operdn per también ha sido involucrado en la regulacion de los genes de
LEE a travds de ler (Gomez-Duarte y Kaper, 1995; Bustamante et al, 2001).

La regulacion transcripcional de Jor ha mostrado ser bastante compleja, puesto que
ademis de los factores yao mencionados han sido involucrados los reguladores
globales [HF (Friedberg et al, 1999), Fis (Goldberg et al, 2001), el regulador de
"quorum sensing” QseA (Sperandio et al, 2002a), y la GTPasa BipA (Grant et al,
2003) como moduladores positivos, asi como H-NS (). Barba, comunicacion personal)
como regulador negativo.

La regulacién de los factores cle virulencia en EPEC, como en cualquier patégeno,
tiene como objetivo sincronizar la patogenicidad y el nicho correcto en el cual
desplegarla. Las fimbrias que median la adherencia de un patégeno a su lugar de
colonizacién responden a las seiales proporcionadas por éste, y se especula que la
secrecion de proleinas a través del SSTT de EPEC es inducida en condiciones similares
a las encontraclas en el tracto gastrointestinal mamifero (Edwards y Puente, 1998,

revision; Kenny et al, 1997a). A pesar del avance en el entendimiento de la
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Figura 2. Factores de virulencia y regulacion en EPEC



regulacion de los factores de virulencia especificos de EPEC, y del conocimiento
generado  acerca de las condiciones  ambientales necesarias para la apropiada
expresion de ¢stos  (lemperatura,  concentracion de sales de  amonio, fase de
crecimiento y medios de cultivo), poco se ha logrado dilucidar con respecto a las
posibles vias de comunicacion entre la red reguladora mostrada en la figura 2 y las
senales ambientales que modularian positiva o negativamente la expresion de estos
factores. En este contexto, candidatos a realizar esta funcion son los sistemas de
regulacion de dos componentes. Estos sistlemas  ampliamente  distribuidos, han
demostrado ser piezas importantes en la regulacion ambiental, tanto de genes de

virulencia, como de genes con otro tipo de funciones.

Sistemas de dos componentes y regulaciéon de virulencia en patégenos.

Los sistemas de dos componentes son mecanismos de senalizacion ampliamente
utilizados por procariotes ¢ incluso cucariotes para producir respuestas adaptativas a
estimulos ambientales. En el genoma de E. coli se han identificado 32 de tales
sistemas (Mizuno, 1997, Qshima et al, 2002). El modo de accion de éstos se
esquematiza en la figura 3. El sistema de dos componentes bdsico consta de dos
proteinas, una proteina de membrana detectora que recibe la senal, o histidin-cinasa,
la cual generalmente acta en forma dimérica, y una proteina reguladora de
respuesta, en su mayoria citopldsmicas, que interactGa con la region reguladora de los
genes blanco. Bl papel de la histidin-cinasa es la autofosforilacion dependiente de
ATP en respuesta a un estimulo ambiental especifico, en un residuo conservado de
histidlina, y la foslorilacion posterior deosu regulador de respuesta en an residuo de
aspartato. De esta manera, el regulador de respuesta fosforilado puede, a su vez,
interactuar con regiones reguladoras promoviendo la transcripcion de genes. Algunos
sistemas conticnen componentes adicionales (Fig. 3b); éstos generalmente requieren
multiples pasos de fosfotransferencia, los cuales involucran un dominio receptor en la
histidin-cinasa y, algunas veces, una tercera proteina, llamada proteina HPt (“His

conlainer phosphotransfer”).  Estos  componentes  adicionales han sido  llamados
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Figura 3. Representacion esquematica de los sistemas de dos componentes. A) Un sistema
de dos componentes tipico consta de una proteina dimérica transmembranal (representada
aqui en forma de mondmero) histidin cinasa, y un regulador de respuesta citopldsmico. La
percepcion de la senal mediante ol dominio detector de la histidin cinasa induce la
autofosforilacion  del dominio  transmisor en  un  residuo  conservado  de  histidina.
Posteriormente ol fosfato es transferido hacia un residuo conservado de aspartato en el
regulador de respuesty, el cual adquicre la propiedad de adherirse a DNA, mediante su
domino efector, y activar la transcripcion de genes. B) Un sistema complejo de
multifosfotransferencia puede contener una histidin cinasa hibrida, la cual posee un dominio
receptor adicional en el extremo carboxilo. En este esquema ocurre mas de una reaccion de
fosfotransferencia, y usualmente se involucra a una tercera proteina que también contiene un
residuo de histidina, llamada Hpt, que sirve como intermediario fosforilado. Algunos sistemas
de dos componentes incluyen ¢l dominio Hpt como parte de la proteina detectora de

membrana.
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componentes puente (rovisado por Chang y Stewart, 1998; West y Stock, 2001; Oka
et al, 2002)).

Ciertos parametros ambientales son frecuentemente asociados con el control de la
transcripcion de genes de virulencia en patogenos, como la concentracion de hierro,
lemperatura, variaciones en pH y osmolaridad, concentracién de iones divalentes
como Ca'?y Mg'?, y gases como el O. y CO.. Dicha regulacién en muchas ocasiones
se produce a traves de sistemas de dos componentes (revisado por Dziejman vy
Maokalanos, 1995).

La tabla 2 muestra cjemplos de patogenos en los cuales se ha demostrado control de

virulencia por parte de sistemas de dos componentes,
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2. ANTECEDENTES

EnvZ/OmpR, PhoQ/PhoP y BarA/UvrY, han sido tres de los sistemas de dos
componenles involucrados en regulacion de factores de virulencia que mds se han
documentado. Por su papel fundamental en la regulacion de factores de virulencia,
han sido seleccionados en este trabajo para'se'r evaluados como posibles reguladores

de patogenicidad en EPEC.

El sistema EnvZ/OmpR 7 o

El sistema EnvZ/OmpR, originalmente reportado como el regulador principal de la
expresion de las porinas de membrama externa OmpC y OmpF en E. coli, y
posteriormente OmpS1 y OmpS2 en Salmonella (Hall y Silhavy, 1981; Fernandez-
Mora et al, 1995; Oropeza et al, 1999), media la adaptacion a cambios en la
osmolaridad del medio, y se encuentra codificado en el operén ompB, el cual
contiene los genes ompR y envZ (Pralt y Sithavy, 1995, revision).

Este sistema compuesto por la proleina de membrana detectora EnvZ y el regulador
do respuesta OmpR, es importante para la virulencia de Salmonella typhimurium en
raton (Groisman ot al, 1992 y Dorman ot al, 1989, citados por Groisman y Heffron,
1995.), y es requerido para la citotoxicidad hacia macréfagos (Lindgren et al, 1996).
Estuclios posteriores han mostrado que el regulador de respuesta OmpR fosforilado
regula positivamente la transcripcion de la isla de patogenicidad SPI2, mediante la
activacion transcripcional del operén ssrA-ssrB. Las proteinas SsrA y SsrB constituyen
un sistema de dos componentes ol cual estd contenido en SPI2, y monitorea el
ambiente vacuolar, en donde es requerido para activar la transcripcion del resto de
los genes de SPI2, incluido un SSTT, y otros genes involucrados en-la replicacion y
sobrevivencia de S. typhimurivm dentro de  la célula hospedera y la infeccion
sistémica (Lee et al, 2000). Ademds, se ha asociadado a la capacidad de inducir
apoplosis en macrofagos (Van Der Velden et al, 2000).

Schwan et al, en 2002, mostraron que en la regulacién ambiental por pH vy

osmolaridad de los genes fim en L. coli uropatégena (UPEC) se encuentra involucrado
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OmpR. Estos genes producen la fimbria tipo 1, responsable principal de [a adherencia

de UPEC a las células uroepiteliales, donde coloniza.

El sistema PhoQ/PhoP.

El sistema compuesto por el detector de membrana PhoQ y el regulador de respuesta
PhoP media la adaptacion en ambientes limitantes de Mg, activando la
transcripcion de los sistemas mgtA y mgtB de adquisicion de magnesio. Dicho
sistema, el cual responde a variaciones en la concentracion extracitoplasmica de Mg
y Ca'? (Soncini et al, 1996; Kato et al, 1999; Chamnongpol y Groisman, 2002,
rovision), también gobierna virulencia en una gran cantidad de patégenos Gram
negativos {Groisman, 20071, revision), Los genes phoP y phoQ  se encuentran
codificados en ¢l operon phof cn el cromosoma de E. coli K-12 y Salmonella
(Kasahara ot al, 1992; Groisman, 2001, revision).,

Especialmente en Salmonella, se ha demostrado que el sistema PhoQ/PhoP tiene un
papel relevante en el control de virulencia. Cepas mutantes en PhoP o PhoQ son
altamente atenuadas en ratones (Fields ot al, 1989). En este patdgeno al sistema se le
involucra en la resistencia a pli deido, sobrevivencia dentro de macréfagos y
resistencia a péptidos antimicrobianos y sales biliares (Groisman, 2001). Se ha
demostrado que reprime la expresion de algunos genes de la isla de patogenicidad
SPI, que codifica para proteinas que e permiten a Salmonella invadir células
epiteliales intestinales y macrafagos, y a su vez activa un segundo sistema de dos
componentes: PmrA/PmrB, el cual regula genes involucrados en presentacion de
lipopolisacdridos y median la resistencia a polimixina B, asi como otros genes
requeridos para la sobreviviencia dentro de macrofagos. (Lucas y Lee, 2000; Ernst et
al, 2001). Ademas, mediante andlisis por microarreglos, se demostrd también que
PhoP participa en la muerte celular de macréfagos humanos inducida por este
patogeno (Detweiler ot al, 2001).

Salmoncella no s el Gnico patdgeno en donde se ha probado su importancia. Una
cepa mutante nula en phoP de Shigella flexneri es hipersensible a ser eliminada por

neutréfilos (Moss et al, 2001), mientras que una mutante de Yersinia pestis tiene una
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dosis letal 75 veces mayor que una cepa silvestre, y tiene una menor capacidad para
sobrevivir dentro de macréfagos (Oyston et al, 2000),

De este modo, a pesar de que Salmonella, Shigella y Yersinia causan diferentes
patologias, la inactivacion de phoP® evita la proliferacion dentro de células fagociticas
en las tres especies. Sin embargo, también controla factores de virulencia en Enwvinia
carotovora, un patogeno extracelular de plantas (Flego et al, 2000), en donde es
requerido para la expresion de uno de los principales factores de virulencia, la
endopoligalacturonasa PehA, lo que indica que este sistema puede controlar
virulencia incluso en patégenos que no tienen un estilo de vida intracelular

(Groisman, 2001).

El sistema BarA/UvrY.

A pesar de desconocerse la seiial ambiental a la que responde, se ha propuesto que el
sisterma integrado por el detector de membrana BarA y el regulador de respuesta UvrY
estd ubicado en la cima de una cascada de regulacion de virulencia en una gran
canlidad de patogenos. El detector de membrana, BarA, pertenece a la clase de
histidin cinasas tripartitas, las cuales ademas del dominio transmisor ortodoxo con el
residuo conservado de histidina, poseen un dominio central receptor adicional, con
un residuo conservado de aspartato, y otro dominio carboxilo terminal
fosfotransmisor con un residuo conservado de histidina (Pernesting et al, 2001). Este
sistema controla la expresién de un amplio espectro de factores de virulencia en
muchas especies, tales como toxinas, sistemas de secrecion tipo 1, metabolitos
secundarios, genes de invasion y proleasas, entre otros. Pareciera que dentro de la
variedad de elementos regulados por BarA/UvrY y sus homologos, el apecto comun
es que la mayoria de los productos son extracelulares y tienden a modificar el
ambiente (Parkins, 2001). BarA y UvrY estin codificados en diferentes loci, sin
embargo, el gen uvrY forma un operdn con el gen codificado corriente abajo, uvrC, el
cual forma parte de un complejo enzimético involucrado en reparo de DNA

(Pernesting et al, 2001).



El primer género en donde se describio este sistema es Pseudomonas, y es en donde
mas a fondo se ha estudiado (Heeb y Haas, 2001, revision). En P. fluorescens se
demostro que el homologo de UwvrY, GacA, es esencial para la produccion de la
proleasa extracelular AprA, a través de un control postranscripcional mediado por la
proteina RsmA, y también de metabolitos secundarios como cianuro de hidrégeno,
controlando la transcripcion de los genes henABC, involucrados en su sintesis
(Blumer et al, 1999).

Por otro lado, en P. aeruginosa, GacA ha sido relacionado con la regulacion en
respuesta a la densidad celular (“quorum sensing”), pues una mutacion nula en el gen
produce retraso y disminucion en la sintesis de la sefal de densidad celular N-butiril-
L-homoserinlactona (BHL), y la produccion de los compuestos citotdxicos piocianina
y cianuro, ademds de la enzima lipasa (Reimman et al, 1997). En esta especie,
ademas, se ha encontrado que GacA es esencial para la capacidad de desarrollar
“biofilm”, y en menor escala, para la resistencia a ciertos antibiodticos (Parkins et al,
2001).

En S typhimurium el sistema homologo BarA/SirA, ha sido documentado como un
regulador positivo de los genes de invasion, a traves de la regulacion transcripcional
cjorcida sobre el regulador HilA codilicado dentro de la isla de patogenicidad SPI1, la
cual ademds codifica otros genes necesarios para invasion, incluidos invF, orgA y los
operones sip y prg (Allier et al, 2000; Johnston et al, 1996).

Adicionalmente, los homologos de BarA/UvrY han sido involucrados en la regulacion
de virulencia en Vibrio cholerac (BarA/VarA), donde es requerido para la expresion
del regulon ToxR y para la colonizacion del intestino de raton (Wong et al, 1998);
Frwinia carotovora (ExpS/ExpA), donde regula la expresion de enzimas extracelulares
(Eriksson et al, 1998); y E coli uropatdogena (BarA/UvrY), participando en la
regulacion de un sistema para la adquisicion de hierro y en el cambio de la via
melabdlica glicolitica hacia la via gluconeogénica, al parecer por medio de la

regulacion del sistema Csr (Pernesting et al, 2003), entre muchos otros.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar los mecanismos de regulacion de factores de virulencia en Escherichia coli
enteropatdgena {(EPEC).
Objetivo Particular
Evaluar el papel de los sistemas regulacdores de dos componentes EnvZ/OmpR,
PhoQ/PhoP y BarA/UvrY en la regulacion de factores de virulencia en EPEC.
Objetivos Especificos

« Obtener mutantes de EPEC nulas en los reguladores de respuesta de cada uno

de los sistemas de dos componentes estudiados: OmpR, PhoP y UvrY.

e LEvaluar los fenolipos de adherencia localizada y adherencia intima en cada

una de las cepas mutantes.

e Lvaluar la expresion de los genes ler, tir, y el operdn LEE2 mediante fusiones
de sus regiones reguladoras con el gen reportero cat, comparando entre EPEC
silvastre y las cepas mutantes,

s Evaluar ta expresion de las proteinas BipA, EspB y Tir en cada una de las cepas

mutantes mediante ensayos lipo western.
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4. MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidos y condiciones de cultivo.

En la tabla 3 se describen las cepas y los plasmidos utilizados en este estudio. Para el

crecimiento de las cepas se usaron ¢l medio Luria-Bertani (LB), el medio SOB, medio

minimo N (segin se reporto previamenie en Garcia-Véscovi et al, 1996; con 20 uM

de MgCl;, y cuando fue requerido, 60 uM de EDTA), y el medio DMEM (

“Dulbecco "s Modified Eagle Medium”) (Gibco BRL) suplementado con 1% de LBy 4

ug/ml. de piridoxal. Cuando fue el caso, se suplementaron estos medios con

kanamicina (30 pg/mlL),

ampicitina (200 pg/ml), cloranfenicol (25 ng/ml) y acido nalidixico (75 pg/mL).

Tabla 3. Cepas bacterianas y plasmidos usados en este estudio.

E2348/69

JPNTS

[EPEC O126/10; contiene ol plasmido pEAF (69 kD) y of

T Cepa derivada de E2348/69, que carece del plasmido pEAF

£2348/69A0mpRk

"__C(r,‘;;;nm doerivada de E2348/69 mutante en el gen ompR;

lzﬁu/()‘“)/(/_)l‘u_ﬂ;ﬁ "‘(ii?i.\ “derivada de E2348/69 mutante cen el gen  phobP;

plismido criptico (3 kb) (Levine ot al, 1978)

(Jerse ¢ al, 1990),

ompR::Km (Este trabajo).

pholP::Km (Este trabajo).

£2348/69A0vrY

(‘(-;mw(.li;ﬁ\:m:i”dv E£2348/69 mutante en el gen uvrY; uvrY:Km

(Este trabajo).

E2348/69lcr Cepa derivada de E2348/69 mutante en Jer (sustraccion en fase
de fen) (Bustamante et al, 2001).
PLASMIDOS

PAT222 Derivado de pACYC conteniendo el gen ompR de Salmonella

typhi (frma Martinez, comunicacion personal).
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pKD46

Plasmido  termosensible  conteniendo el sistema de
recombinacion Red {y, [y exo) bajo el promotor Paas (Datsenko

y Wanner, 2000).

pKD4

Plasmido molde para el fragmento de PCR mutagénico, con el
gen de resistencia a kanamicina, flanqueado por secuencias FRT

("ELP recognition target”) (Datsenko y Wanner, 2000),

PCR2.1-TOPO

Derivado de pUC, usado para la clonacién de fragmentos de
I I &

PCR (Fquipo TOPO TA Cloning® de Invitrogen).

PSEPZ-11

Derivado de pKK232-8, conteniendo la fusion transcripcional
sepZ-cat de los nucledlidos -469 a + 121 (Bustamante et al,

2001).

pLER-1179

Derivado del pKK232-8, conteniendo la fusion transcripcional
ler-cat desde el nucledtido -1179  hasta +220  (Victor

Bustamante, comunicacion personal).

pTir394

PRHGPIM

Derivado de pKK232-8, conteniendo la fusion transcripcional
tir-cat de los nucleotidos =394 a + 138 (Sanchez-SanMartin et
al, 2001).

Derivado del |)‘(‘>IN\‘72;. 1-TOPO, conteniendo el gen phoP con su

propio promotor, y clonado a favor de Plac (Este trabajo).

Oligonucledtidos.

Todos los oligonucledtidos usados en este trabajo fueron solicitados a la Unidad de

Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM, Estos oligonucledtidos fueron usados

para las reacciones de PCR requeridas, diluidos a una concentracion inicial de 25uM,

y se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucleétidos usados en este trabajo’.

Oligonucleétido

Secuencia (5-3%)

NuvrY/H1P1

CATGACCACGAACTGGTGCGCGCAGGGATACGACGCATTT
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG

NuvrY/H2P2 T CTGGOCTGGTIACGGTTTTTAAAAACGCTTTTIGCGTCAAACATA
TGAATATCCTCCTTAG
UvriYUp CGOGAGTIATACCATAANGCTTTGCT
UvrYLo TGGCTGGATCCGGTTTITAAAAACGC
OmpR/HIP1 AACCTTTGGGAGTACAAACAATGCAAGAGAATTATAAGATTC
TGGITGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
OmpR/H2P2 GACGTAGAACAGACCCCAGACGGTCTGAATGCATATGAATA
TCCTCCTTAG
PhoPUp TGGAAGTGAAGCTTGACCATC
PhoPLo GAAAACGGATCCGCAGCGAG

PhoP/AH TP

()'mpix‘Up

OmpRlo

PhoP/H2ZP2 T | CACTTGTIGCGGATATTGTGCCTGAATTTITITTCGCCAGCATA

|ACAACCAACTGEGTGCCGTCC

TGGAGAAATAAAAATGCGCGTAATGGTTGTTGAAGACAATTG
TAGGCTGGAGUTGCTICG

TGAMATCCTCCTIAG
CGTTTTCATCICGTTGATTCCC

CAGICATAGUCGAATAGCCT

K1
K2 T CGGTGUCCTGAATGAACTGC
Kt CGGCCACAGTCGATGAATCC

los oligonecledtidos con parte de su secuencia subrayada, ésta representa la fraccion de la

secuencia que es homdloga al gen a susituir,
Mutagénesis.

La metodologia de mutagénesis por fragmentos de PCR se realizé segun el
procedimiento descrito por Datsenko y Wanner (2000), con modificaciones, y se

doscribe brovemeoente a continuacion,
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Obtencion del producto de PCR mutagénico.

Para cada gen a mutar se prepard un fragmento de PCR utilizando como molde el
plasmido pKD4 y oligonucledtidos H1P1 y H2P2 disenados especificamente. Estos
oligonucledtidos poseen un fragmento de secuencia homdlogo a las secuencias
flanqueantes al gen de kanamicina y FRT del plasmido pKD4, y otro fragmento de
scecuencia homoélogo al gen a interrumpir. La estructura final del producto se ilustra en
fa figura 4. En dicho producto, hacia ¢l extremo 3° del cassette de Kanamicina, se
encuentra una secuencia de sitio de union a ribosoma, y corriente abajo de ésta, un
codon de inicio de traduccion (ATG), por lo que es posible construir mutaciones no
polares en operones, si el oligonucledtido con homologia al extremo 3 del gen
blanco se disefa en fase con dicho codon de inicio. Los oligonucledtidos H2P2
usaclos en cada mutagénesis fueron disenados de esta manera (Tabla 4).
Transformacion y seleccion.

La cepa E2348/69 se transformo con el plasmido pKD46 y se selecciond en cajas de
LB con ampicilina a 30°C. Para la preparacion de células electrocompetentes de la
cepa £2348/69/pKD46 se crecio a 30 °C en medio SOB suplementado con ampicilina
y w-arabinosa (0.1 M final) como inductor del sistema de recombinacién Red, el cual
promueve la recombinacion entre las secuencias homologas del producto de PCR vy el
gen a sustituir, Estas células se clectroporaron con aproximadamente 200 ng del
producto de PCR obtenido en ol paso anterior utitizando un  electroporador BioRad
Micropulser®, y el programa EC2 (2.5 kV durante 5.7 ms). Posterior a una
recuperacion en medio SOC durante 1 hora a 37 °C, la seleccion de posibles
mutantes se levo a cabo en cajas de agar LB con kanamicina, a 42°C. A las colonias
obtenidas se les comprobo pérdida de resistencia a ampicilina a 30°C, vy
posteriormente se les extrajo DNA cromosomal con el equipo Quantum Prep® de
BioRad segun las especificaciones del fabricante, para llevar a cabo reacciones de
PCR con el fin de comprobar la sustitucion del gen de interés y la nueva estructura

cromosomal con las combinaciones de los oligonucledtidos indicados en la figura 4.
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Figura 4, Estrategia de mutagénesis mediante fragmentos de PCR en un solo paso. El
producto de PCR conteniendo las secuencias homologas a los extremos del gen a sustituir
(H1), el cassette de rosistencia o kanamicina v las secuencias FRT, recombina con el gen
cromosomal, evento facilitado por la recombinasa del sistema Red, expresada desde el
pKD46. Las secuencias P11y P2 son homologas o los extremos del cassette de kanamicinay a
las sccuencias FRT contenidas en ol plismido molde pKD4. Las flechas punteadas indican las
posiciones relativas de Jos oligonucleotidos que serdan utilizados para corroborar la mutacion,
despues de seleccionar colonias resistentes o K. Las secuencias FRT son invertidas repetidas
y pueden ser usadas posteriormente para escindir el cassette de kanamicina, mediante la

introcuccion del plasmido pCP20 que codilica para la recombinasa FLP.
Ensayo de adherencia localizada.

El ensayo de adherencia localizada se realizé segan el procedimiento descrito

anteriormente (Puente et al, 1996). 5 mlL de LB en tubo se inocularon y se incubaron
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en agitacion a 37 °C toda la noche con las cepas senaladas en la tabla 3.
Posteriormente con este cullivo se inocularon 5 mbL de DME suplementado con LB al
1%, con una dilucién 1:50 y se incubaron en las mismas condiciones 3 horas mas.
Proviamenie se prepariaron monocapas de células~Hela en cubreobjetos circulares
(Bellco) en medio de cultivo de células MEM en placas de 24 pozos (50,000 células
por pozo aproximadamente).

Cada monocapa de infecté con 200 b del subcultivo de cada cepa, y se incubaron a
37°C en una atmdsfera de CO: al 5% por 1.5 horas. Al término de este tiempo las
bacterias no adheridas se removicron con tres lavados de PBS, las preparaciones se
fijaron con melanol absoluto frio por 10 minutos, y se tineron toda la noche con
solucion de Giemsa 1:25. Se retiraron los cubreobjetos de la placa, se montaron con
resina en portaobjetos y se observaron y fotografiaron en un microscopio ‘Nikon

Eclipse E600 en la modalidad de campo claro.

Ensayo de tincion fluorescente de actina (FAS).

El ensayo de tincion fluorescente de actina o “fluorescence actin staining” (FAS) se
realizd segin el procedimiento descrita por Knutton et al (1989). Se prepararon
cultivos de bacterias y monocapas de células HelLa en cubreobjetos redondos de
manera similar que para el ensayo de adherencia localizada. Se inocularon los pozos
con 200 ubL de cultivo de baclerias en DME y se incubaron a 37°C en atmodsfera de
CO: al 5% por 1.5 horas. Al lérmino se retiraron las bacterias no adheridas mediante
tres lavados con PBS. Posteriormente se fijaron las preparaciones con formaldehido al
3% durante 20 minutos y se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0.1% en PBS
durante 5 minutos. Después se efectuaron tres lavados con PBS vy se tiferon con una
solucion de faloidina conjugada con rodamina o fluoresceina (Sigma) 2 pg/ml
durante 20 minutos. Finalmente se lavo tres veces con PBS y las preparaciones se

montaron en un portaobjetos impregnadas en una solucién al 50% de glicerol en
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PBS. Las preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia Eclipse

E600 (Nikon).

Ensayo de inmunodeteccion (“weslern blot”).

Las bacterias se cultivaron en medio LB durante toda la noche; posteriormente se
subcultivaron con una dilucién 1:100 en medio DME comple'mentado'con LB (1%
final) a 37°C, sin agitacion en atmosfera al 5% de CO. Setomd 1 mL de muestra a
D.O.cov de 1.0. Se centrifugdo a 5000 rpm durante 15 minutos, se elimind el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 100 L de amortiguador de corrimiento
para proteinas. Las muestras resuspendidas se desnaturalizaron por 10 minutos a
96°C, y se corrieron 15 pl en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Después las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um de poro
(Amaersham) wilizando una camara de transferencia hdameda (BioRad) durante 30
minutos a 100 V. Como una mancra de corroborar la uniformidad de la
concentracion de proteinas en cada carril [a membrana se tind con rojo de Ponceau
(Sigma) por 5 minutos y posteriormente se destind con agua. A continuacion la
membrana se bloqued con una solucién al 5% de leche descremada deshidratada
(Carnation), cn amortiguador TBS-Tween durante 1 hora a temperatura ambiente.
Durante toda la noche la membrana se incubd con la dilucion adecuada del
anticuerpo  primario  anti-BfpA  (anticuerpo  policlonal, diluide 1:20,000), anti-Tir
(anticuerpo policlonal, diluido 1:10,000), anti-EspB (anticuerpo monoclonal, diluido
1:10,000) o anli-Dnak (anticuerpo  monoclonal, diluido  1:10,000), a4 temperatura
ambiente con agilacion. Duespuds de esto se le aplicaron tres lavados de 10 minutos
con regulador TBS-Tween a temperatura ambiente con agitacion, y se le adicioné una
dilucion 1:10,000 del anticuerpo secundario (anti-conejo o anti-ratén) acoplado a
peroxidasa (HRP) (Biomeda). Se incubd la membrana durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion. Finalmente se efectuaron tres lavados con TBS-Tween. La

membrana se revelé con el equipo de quimioluminiscencia Chemi-Glow (Alpha
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Innotech), v se observd en el transiluminador Chemi Image (Alpha Innotech) o se

expuso a pelicula fotografica (Kodak) por diferentes tiempos.

Ensayo de actividad de fusiones transcripcionales.

l.a actividad de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat se determiné como
se describe en Puente et al (1996). Las cepas transformadas con los plasmidos
conteniendo las fusiones se cultivaron en 60 mL de LB con ampicilina en un bafo
con agitacion (110 rpm) a 37 °C toda la noche. Los cultivos se lavaron y ajustaron a
una D.O.e00 cle 1.0 con PBS, y se subcultivaron 1:50 en 50 mL de DME suplementado
con LB al 1 %, a 37 °C con agilacion (220 rpm). Se tomaron alicuotas al alcanzar una
D.O.co igual a 1.0, y astas se centrifugaron a 10,000 rpm por 2 minutos en centrifuga
refrigerada Eppendorf Centrifuge 5403 a 4°C. Las pastillas celulares se lavaron con
solucion TDTT (Tris-HCl 0.05 mM pH 7.8, DTT 3 puM). Posleriormente se
resuspendicron en 0.5 mbL de TDTT para ser sonicadas en un sonicador Soni-Prep 150
(Sonics and Malerials), con 6 pulsos de 15 segundos, con intervalos de 10 segundos.
A continuacion se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C por 20 minutos y se recuperd el
sobrenadante. La concentracion de proteina de los extractos se determiné con el
equipo comercial BCA (Pierce), mientras que la actividad de la enzima cloranfenicol
acetil-transferasa (CAT) se determind mediante una cinética de actividad enzimatica
en presencia de acetil-CoA (0.1mM), cloranfenicol (0.1mM) y 5,5 “ditio-bis(2-acido
nitrobenzoico) (DNTB) (1mM) (Research Organics) en placas de 96 pozos y un lector
de microplacas computarizado Ceres 900C, y el programa KC3 (Biotek Instruments).
La actividad especifica de CAT (umol/min/mg) por extracto se determiné dividiendo la

actividad obtenida en las cinéticas entre ta concentracion de proteina en mg/mlL.
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Exlraccion de proteinas de membrana externa.

Ld éxlracc:ién de proleinas de membrana externa se realizé basicamente como en
Oropeza el al (1999). 500 mL de un inéculo de toda la noche se adicionaron a 50 mL
de DME o LB vy se incubaron aproximadamente por 12 horas a 37°C sin agitacion en
atmosfera de CO:  al 5%. A continuacion se tomo una alicuota de 5 mL y se
centrifugd 2 minutos a 12,000 rpm, se lavaron las pastillas con Na:HPO+ 10 mM pH
7.2, y s¢ resuspendicron en 0.5 ml de la misma solucion. Se rompieron las células
mediante sonicacion en un sonicador Soni-Prep 150 (Sonics and Materials). Después
se centrifugd por 2 minutos a 12,000 rpm, y el sobrenadante se volvié a centrifugar,
pero esta vez a 10,000 rpm durante 1 hora, a 4°C. Al terminar de centrifugar se
resupendio la pastilla en Na:HPO+ 10 mM pH 7.2 con 2% de Triton X-100 y se
incubd a 37°C con agitacion. Al término de esta incubacién la preparacion se
centrifugd a 4°C a 10,000 rpm durante 1 hora. Después de un lavado con Na:HPO.
la preparacion se resuspendiao en 50 pl de PBS pH 7.4 y se diluyo 1:1 en
amortiguador de corrimiento para proteinas. Las proteinas extraidas se visualizaron en

un gel de SDS-poliacrilamida al 12 %.

Crecimienlo en condiciones limitantes de magnesio.

Las cepas se cullivaron toda la noche en 5 mL de medio LB con el antibiotico
correspondiente, a 37°C con agilacion. Al dia siguiente se tomd muestra con ayuda
de un cotonete estéril y se aplico directamente sobre la caja de medio minimo N (1%
agarosa), complementado con magnesio (20 pnM) y en su caso, EDTA (60 uM). Las

cajas se incubaron aproximadamente 36 horas y se fotografiaron.



5. RESULTADOS

Mutagénesis de los reguladores de respuesta ompR, phoP y uvry.

Con ¢l proposito de generar mutaciones no polares en los genes que coditican para
los reguladores de respuesta OmpR, PhoP y UvrY, los cuales han sido involucrados
on la virulencia de otras baclerias patogenas, ¢stos se interrumpicron mediante. el
procedimiento descrito por Datsenko y Wanner (2000) para obtener mutantes con
productos de PCR en un solo paso. Después de obtener colonias candidatas con
resistencia a kanamicina y sensibles o ampiciling, se realizaron reacciones de PCR
para comprobar el reemplazamicento del gen de interés, con el gen de resistencia a
kanamicina insertado, de acuerdo al esquema de la figura 4. En la figura 5 se
mucstran los resullados de las PCR realizadas a partir de DNA de las cepas silvestre v
mulantes. Dicha ligura tambicn indica los tamanos de banda tedricos resultantes de la
sustitucion de cada gen, por el gen de resistencia a kanamicina, segun la secuencia de
E. coli enterohemorrdgica y F. coli K-12. En los recuadros A, B y C de la figura 5 se
observan las bandas obtenidas con las combinaciones de oligonucledtidos utilizadas
en reacciones de PCR para comprobar las mutaciones en los genes ompR, phoP y
uvrY, respectivamente. En los carriles 2 y 3 las PCR se llevaron a cabo utilizando
DNA de las cepas silvestre y mutante, respectivamente, vy los oligonucleotidos Up vy
Lo. La finalidad de esta reaccion es observar la diferencia de tamanos de banda
pencrados por el DNA silvestre y mutante (1167 pb ovs, 21400 pb para la mutacion en
ompR, 1162 pb vs. 2078 pb para la mutacion de PhoP y 1105 pb vs. 1934 pb para la
multacion en uvrY) de acuerdo a la tabla D presentada en la figura 5. Posteriormente
see presentan las reacciones realizadas con la combinacion de oligonucledtidos
Up/K1, usando DNA silvestre y mutante (carriles 4 y 5 respectivamente). El
oligonucledtido Up hibrida en cada caso con la secuencia corriente arriba del sitio de
fa insercion, mientras el oligonucledtido K1 lo hace hacia el extremo 5°de la
secuencia del gen de resistencia a Km insertado (figura 4). Por lo tanto con ésta

reaccion se observa la presencia de una banda de tamano determinado
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Figura 5. Analisis de mutantes por PCR, En esta figura se muestran los resultados de las PCR
realizadas a las cepas mutantes de EPEC E2348/69 AompR::Km (A), AphoP:Km (B) y
AuvrY::Km (C), comparadas con el perfil de la copa silvestre. Las posiciones relativas de los
oligonucledtidos utilizados se indican en la figura 4, y los tamanos de producto esperados en
cada reaccion se enlistan en D, Brevemente, los carriles 2y 3 muestran la diferencia en
tamaino de los productos de PCR de Ta cepa con el gen silvestre y el de la cepa mutante con el
gen sustituido por el cassette de resistencia a Km; el carril 5 muestra el producto obtenido
usando os oliponacledtidos Up y K1, que representa a fusion entre la region 57 flanqueante
al gen interrumpido y el cassette de resistencia a kanamicing, la cual no se observa en la cepa
silvestre (carril 4), e indica la correcta sustitucion del gen blanco. El producto mostrado en
carril 7, obtenido con los oligonucledtidos K2y Lo, representa la presencia de la fusion con ol
cassette de rosistencia en la secuencia flanqueante al extremo 37 del gen interrumpido.
Finalmente el producto mostrado en el carrit 9 muestra la presencia del cassette de

kanamicing, puesto que se obtuvo utilizando oligonucledtidos internos a la secuencia de éste

(K1 y K2).

para cada mutacion (760 pb para la mutacion en ompR, 964 pb para la mutacion en
phoP y 962 ph para la mutacion en uvrY), mientras que en la cepa silvestre no se
observa ninguna banda, debido a la ausencia del gen de resistencia a Km en esas
regiones. Una revision similar pero hacia ol extremo 37 de la insercion se observa en
los carriles 6 vy 7, utilizando los oligonucledtidos Lo/K2, con los cuales aparece una
banda correspondiente al peso esperado en cada mutacion (carril 7 los recuadros A, B
y Cde afigura 5 para las mutaciones en ompR, phol? y uvrY, respectivamente, y tabla
D de la misma figura). El PCR realizado con oligonucledtidos internos al gen de
resistencia a Km (K2 y Kt, Fig. 4), produce una banda del tamano esperado (470 pb)
en todas las mutantes (carril 9, figuras 5A, 58 y 5C), sin embargo, aunque mas débil,
esld presente también en el carril de la cepa silvestre (carril 8). Dicha banda ha sido
observada con frecuencia al analizar otras mutantes en la misma cepa (Alejandra
Vizquez, comunicacion personal). Es posible que esta banda se deba a que los
oligonucledtidos reconocen alguna secuencia inespecifica en el genoma de EPEC, ya

que un analisis lipo BLAST usanclo la secuencia del fragmento de 470 pb del casette
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de Km contra el genoma de la cepa de EPEC E2348/69 no presentd ninguin resultado

positivo,

Preparacién de porinas de membrana externa.

Fn E. coli y Salmonella el sistema de dos componentes EnvZ/OmpR regula
positivamente la expresion de las porinas de membrana externa OmpC y OmpF, por
lo que una cepa de E. coli K-12 mutanle nula en este sistema expresa cantidades muy
reducidas de dichas proteinas (Hall y Silhavy, 1981). Para evaluar la mutacion en el
gen ompR, asi como en los genes phol y uvrY, se procedié a obtener preparaciones
de proteinas de membrana externa (PME) en bacterias cultivadas tanto en medio LB
como en DMEM, sin agitacion y en una atmosfera de CO: al 5%, hasta que
alcanzaran una densidad optica a 600 nm igual a 1.0. Como lo muestra la figura 6, las
proteinas OmpC y OmpF comigran en un gel de poliacrilamida cerca de la banda de
36 kDa. Los pesos moleculares de OmpC y OmpF son 36 kDa y 37.2 kDa
respecltivamente (Mizuno et al, 1983), y la migracion de dichas proteinas en esta
region ha sido documentada previamente (Puente et al, 1995). En el panel A se
muestran los extractos de proteinas de membrana externa obtenidas de bacterias
cullivadas en LB, La banda correspondiente a OmpC y OmpF no esta presente en el
carril correspondiente a la cepa de EPEC mutante en el gen ompR (carril 5), y se
restablece al complementar con el gen ompR de Salmonella typhi (carril 6). La banda
correspondiente a la proteina OmpA no desaparece, puesto que la expresion de esta
proteina no esta regulada por el sistema EnvZ/OmpR. En los carriles correspondientes
a las cepas de EPEC mutantes en phol (carril 7), uveY (carril 8) y  ler (carril 4), v la
cepa JPN1D, no se observa diferencia alguna con respecto a la cepa silvestre. Ninguno
de estos genes reguladores o el plasmido pEAF ha sido involucrado en la regulacion
de porinas. Este patron de expresion de OmpC y OmpF es similar cuando las cepas se
cultivan en DMEM (Fig. 6B); sin embargo, en estas condiciones se expresan dos
proteinas de alrededor de 46 kDa (*}), en cantidades similares a OmpC, OmpF vy
OmpA. Asimismo, se aprecian en estas condiciones otras bandas en la regién de

migracion por arriba de los 66 kDa. Hasta la fecha no se ha reportado en EPEC la
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Perfil de proteinas de membrana externa.

En las fotografias se muestran los

perfiles electroforéticos de las proteinas de membrana externa preparadas a partir de

muestras obtenidas a una D.Qwe. igual a 1.0 de cultivos en LB (A) y DMEM (B), crecidos a

37°C, sin

agitacion, bajo una atmodsfera de CO:

al 5%. En los carriles se muestran: 1.

Marcador de peso molecular (kDa); 2. EPEC E2348/69 silvestre; 3 JPN15; 4. E2348/69Aler;
5. E2348/69A0mpR, 6. E2348/69A0mpR/pAT224; 7. E2348/69AphoP; 8. E2348/69AuvrY. A

la derecha de cada foto se indican las posiciones de OmpC, OmpF y OmpA. Protefnas

expresadas Gnicamente en DMEM.
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expresion adicional de porinas en condiciones donde se favorece la expresion de
factores de virulencia. Estas bandas no pertenecen a componentes  del sistema de
secrecion tipo H asociados a la membrana externa, puesto que en la cepa mutante en
ler, la cual no expresa el SSTT (Bustamante et al, 2001) su expresion no se altera. Los
resultados obtenidos con la extraccion de porinas comprueban que ompR, como en
E. coli K-12 y Salmonella, también es responsable de la activacion de las porinas en
EPEC. Por otra parte, estos resullados plantean la posibilidad de investigar la
expresion de proteinas asociadas a membrana externa en EPEC ajenas al SSTT

codificado en LEE bajo condiciones de induccién de virulencia (crecimiento en medio

DMEM).

Evaluacion de crecimiento en condiciones limitantes de magnesio.

Ea S, typhimurium ol sistema PhoQ/PhoP activa la transcripcion de los sistemas de
transporte de magnesio mgtA y mgtB, en condiciones de bajo magnesio extracelular
(Snavely ot al, 1991; Soncini ot al, 1996). Debido a que una mutante de S,
typhimurium en phol” o phoQ no puede formar colonias en placas de medio minimo
N con concentraciones menores a 40 pnM de magnesio (Garcia-Véscovi et al, 1996),
se determing la capacidad de las cepas mutantes obtenidas de EPEC para crecer en
dichas condiciones (Fig. 7). Contrario a lo esperado, la cepa E2348/69AphoP crecié
de manera similar a la silvestre en cajas con una concentracion de 20 M de Mg*?
(Tip. 7A, posicion 5), al igual que la misma cepa complementada con phoP en
plasmido (Fig. 7A, posicion 6). La capacidad de crecer de esla cepa se mantiene
incluso al agregar EDTA, un agente sccuestrante de iones divalentes (Fig. 7B),
Inesperadamente la cepa E2348/69A0mpR presentd una moderada disminucion en el
crecimiento con respecto a fa cepa silvestre en medio mimimo N con 20 uM de Mg*?,
v supresion completa de éste al agregar EDTA al medio (Figs. 7A y B, posicion 2). El
crecimiento fue restaurado al complementar la cepa mutante con el gen ompR
clonado (Fig. 7, posicion 3), sugiriendo que el sistema EnvZ/OmpR estd involucrado

en regular la respuesta adaptativa a condiciones limitantes de Mg*?.
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1. E2348/69 Silvestre.

2. E2348/69AompR. -

3. E2348/69AompR/ pAT222.
4. E2348/69AuvrY.

5. E2348/69AphoP.

6. E2348/69AphoP/pPHOPIM.

Figura 7. OmpR es necesario para la adaptacién de EPEC a condiciones de bajo Mg™. La
folografia A muestra el crecimiento de las cepas en cajas de medio minimo N con 20 puM de
magnesio. En la fotografia B el medio minimo N con 20 pM de magnesio contiene ademas 60 pM
de EDTA. El orden de las cepas sembradas esta indicado en el esquema C. Las cajas se incubaron a

37°C durante aproximadamente 36 horas.
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Ensayo de adherencia localizada (A/L).

El ensayo de adherencia localizada se realizé inoculando una monocapa de células
epiteliales Hela con un cultivo de bacterias preinducido en DMEM. Los resultados de
este ensayo s¢ muestran en la figura 8. La finalidad es observar la formacion de
microcolonias de bacterias adheridas sobre las células Hela, un fenotipo mediado por
la fimbria BFP, codificada en cl plasmido pEAF. Como control positivo se usé la cepa
EPEC F2348/69 silvestre parental de las cepas mutantes (Fig. 8B), y la cepa JPN15, la
cual es una cepa derivada de EPEC E2348/69 carente del plismido pEAF (Jerse et al,
1990), y de la cual se espera solo adherencia de bacterias individuales, sin la
formacion de microcolonias (Fig. 8C). Adicionalmente, se observan células Hela sin
infectar (Fig. 8A), usadas como control negativo. En esta figura se observa la
produccion de microcolonias de manera similar a la cepa silvestre por las cepas de
EPEC mutantes en los genes ompR, phoP y uvrY (Fig. 8D, 8E y 8F respectivamente),
las cuales se indican con flechas; mientras que la cepa JPN15 presenta solo
adharencia individual, puesto que al no poscer el plasmido EAF no produce la fimbria

BipP.

Ensayo de Adherencia intima: Tincion Fluorescente de Actina (FAS).

La transduccidn de senales iniciada por las proteinas translocadas por EPEC hacia la
célula hospedera, y la interaccion de Tir con la protefna intimina resultan en la
polimerizacion de actina inmediatamente bajo la bacteria adherida, formando una
estructura de pedestal (Fig. 1). Para evidenciar la formacidn de pedestales de actinay
por lo tanto, de la adherencia intima de EPEC con la célula epitelial, se ha
desarrollado la téenica de tincion fluorescente de acting, o FAS (“Fluorescence actin
stainning”) (Knutton et al, 1989). En esta lécnica se permite la visualizacion de la
actina en una monocapa de células Hela infectadas con EPEC. La técnica consiste en
permeabilizar la preparacion y marcar la actina mediante el uso de faloidina acoplada
a un fluordforo y la observacion de ¢sta medianle microscopia de fluorescencia. La

figura 9 muesltra los resultados de los ensayos FAS realizados con las cepas mutantes



Figura 8. Ensayo de adherencia localizada (A/L). Las fotos muestran células
epiteliales Hela sin infectar (A); o infectadas con EPEC E2348/49 silvestre (B), JPN15
{C), E2349/69A0mpR (D), E2348/69AphoP (E) y E2348/69AuvrY (F). Las flechas indican

las bacterias adheridas.
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en los sistemas de dos componentes analizados, ademas de la cepa E2348/69
silvestre, 'y JPNT15. La aclina c¢n este caso fue teiida con faloidina acoplada a
flouresceina. Los puntos con concentracion de sefal flourescente pertenecen a
acumulaciones de actina de manera localizada, que forma los pedestales inducidos
por EPEC. La tincion de células Hela sin infectar muestra la actina presente en el
citoesqueleto (Fig. 9A). Al infectar las células con EPEC E2348/69 se observan
conjuntos de puntos brillantes, los cuales corresponden a polimeros focalizados de
actina bajo ol lugar de adhesion de las bacterias. Estos puntos se concentran en
grupos que corresponden a la forma localizada de adhesion inicial (microcolonias). La
infoccian con La cepa JPNTS produce pedestates aislados, ciertaimoente mejor definidos
(Fig. 90), debido a que la adherencia os individual en ausencia de la fimbria BFP. La
infeceion de la monocapa con las cepas de EPEC mutantes en ompR (Fig. 9D), phoP
(Fig. 9E) y uvrY (Fig. 9F), produce la formacion de focos de pedestales de manera muy

similar a la cepa silvestre,

Ensayos lipo western.

Como una manera-de evaluar el efecto de las mutaciones en los genes que codifican
para los reguladores de respuesta de fos sistemas de dos componentes seleccionados,
en la expresion de factores de virulencia de EPEC, se realizaron ensayos tipo waestern
con anticuerpos anti-BipA (codificado en ol plasmido pEAF); y anti-Tiv y anti-EspB
(codificadas en LEE). Adicionabmente se wtilizaron anticuerpos contra DnaK, como
control para normalizar la cantidad de proteina cargada en cada carril. Los resultados
de este ensayo se muestran en la figura 10. El primer carril corresponde al extracto de
la cepa E2348/69 silvestre, la cual, segln se observa, en las condiciones probadas
procluce las proteinas Tir, EspB y BfpA. Como controles se usaron la cepa JPN15,
carente del plasmido EAF (carril 2), v la cepa E2348/69Aler (mutante nula en ler)
{carril 3). La cepa JPN15 no produce la proteina BfpA, subunidad estructural de [a
fimhria BFP, puesto cue no posee el operan bfp, codificado en el plasmido pEAF.
Ademds se ve afectada de manera negativa, pero moderada, en la expresion de las

proteinas EspB y Tir, lo cual concuerda con observaciones realizadas anteriormente,
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Figura 9. OmpR, PhoP y UvrY no son necesarios para la formacion de pedestales inducidos
por EPEC. Microscopia de fluorescencia de colulas epiteliales Hela sin infectar (A); o infectadas
con EPEC E2348/69 silvestre (B), JPN15 (C), E2348/69A0mpR (D), E2348/69AphoP (E) y
£2348/69 AuvrY (F). Las preparaciones se tineron con faloidina fluoresceinada para evidenciar la

actina polimerizada. Las flechas indican la presencia de pedestales.
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en las que se le atribuye un papel positivo al locus per sobre [a activacion a través de
lor de los genes codificados en el LEE (Mellies et al, 1999). La cepa mutante en ler
(carril 3), expresa la proteina BfpA- pero no - las-proteinas-codificadas -en. el LEE Tir y
EspB, lo cual confirma los resultacdos obtenidos previamente en nuestro laboratorio
(Bustamante et al, 2001). Las cepas mutantes en ompR (carril 4), phoP (carril 5) y uvrY

(carril 6), producen las proteinas citadas de manera similar a la silvestre,
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Figura 10. Inmunodeteccion tipo weslern con anlicuerpos que reconocen factores de
virulencia de EPEC. Exiractos de las diferentes cepas cultivadas en DMEM a 37°C, sin
agilacion, en atmdésfera al 5 % de CO:, fueron preparados a partir de muestras obtenidas a
una D.O.eo0 = 1.0. Después de someterlos a clectroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al
12% se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti-
Tir, anti-EspB, anti-BfpA y anli-DnaK segtin se indica en la figura. La cantidad de proteina en
los carriles se estandarizo, 'y posteriormente se corrobord  tifiendo la membrana de

nitrocelulosa con Rojo de Ponceau.




Ensayo de actividad de fusiones a CAT.

La actividad de fusiones transcripcionales de los gel{es ler, tirvy eI: operén LEE2 al gen
reportero CAT en las cepas £2348/69 silvestre y mutantes se evalud en DMEM a 37°C
con agitacion. Los resultados de este ensayo a una D.O. igual a 1.0 se grafican en la
figura 11. La actividad de la fusion al gen ler fue muy similar en todas las cepas. Sin
embargo, las actividades de las fusiones de LEE2 y tir, presentan una disminucion en
la cepa mutante en ompR, entre el 45 y 60%), respectivamente, con respecto a la
silvestre. Las aclividades observacas para ambas fusiones fueron similares en las otras
dos mutantes. En resumen, eslos resultados indican que los reguladores de respuesta
analizados, no estan involucrados en la regulacion de los genes necesarios para la
generacion de la adherencia localizada o la lesion A/E. Queda por definir el
significado de la reduccion en la actividad de dos de las fusiones en el fondo ompR,
aunque esto no parece  allerar significativamente la capacidad de la cepa para

producir las proteinas, asi como para adherirse y producir los fenotipos estudiados.
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Figura 11. Actividad de fusiones transcripcionales. Resultados de la medicion de las
actividades transcripcionales de ler, LEE2 y tir al gen reportero cat. Las cepas se cultivaron en
DMEM a 37°C con agitacion y se muestred 1 mlb al alcanzar una D.O.ew igual a 1.0. Los

resultados mostrados son el promedio de dos ensayos.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

EnQ/Zl'OmpR.'

El perfil de PCR realizado con DNA de la cepa mutante en ompR mostrado en la
figura 5A, concuerda con el esperado. Las bandas muestran la presencia del cassette
de resistencia a kanamicina en el cromosoma de la cepa mutante, asi como la
presencia de las conjunciones entre éste y-los extremos al gen interrumpido. Asi
mismo, ¢l perfil de proteinas de membrana externa (Fig. 6) demuestra {a reduccion
notable en la expresion de las porinas OmpC y OmpF tanto en medio LB como en
DMEM, ¢l cual os un comportamicnto esperado para una cepa carente del gen ompR,
puesto que es el principal activactor transcripcional de dichas porinas (Hall y Silhavy,
1981). La aparicion de proteinas adicionales en los extractos de las cepas cultivadas
en DMEM (lig. 6B), implica la expresion de proteinas asociadas a membrana externa
en condiciones de induccion de virulencia de EPEC. Estas bandas no pertenecen a
elementos del SSTT expresado por EPEC en estas condiciones, puesto que una
mutante en for, la cual se ha demostrado deficiente en 1a expresion de los genes de la
isla LEE, en donde se encuentra codificado dicho SSTT (Bustamante et al, 2001;
Mellies ot al, 1999), es capaz de producir las proteinas asociadas a membrana que
aparecen on DMEM (Fig. 68, carril -1, Dado que la expresion de estas proteinas esta
asociada al crecimiento en un medio semi-rico como ol DMEM, v no en un medio
rico- como ¢l LB, existe la posibilidad de ser requeridas para el transporte de
nutrimentos no muy abundantes, pero necesarios para el crecimiento, o para la
utilizacion de componentes anicamente presentes on DMEM. Tambicn queda por
definir si ostas proteimas son exclosivas de EPEC o tambion estan presentes en otras
enterobacterias patogenas o en I, coli K-12. En a figura 7 se demostro una deficiencia
de la cepa de EPEC mutanle en ompR para crecer en condiciones limitantes de
magnesio. No existe ningan reporie hasta el momento que relacione el sistema

EnvZ/OmpR con el transporte de magnesio. Sin embargo, la falta de las principales



porinas demembrana externa de alguna manera puede estar afectando 1a capacidad
para sohrevivir en condiciones de estrés para la bacteria, limitando su tasa de
transporte de metabolitos y factores impaortantes para el crecimiento.

L ensayo de adherencia localizada (Fig. 8), asi como la tincion fluorescente de actina
(Fig. 9, revelaron la capacidad de la copa mutante en ompR para adherirse
inicialmente en forma de microcolonias y de manera intima induciendo pedestales de
actina sobre c¢élulas Hela, de manera muy similar a la cepa de EPEC silvestre
E2348/69. Los resultados obtenidos con los ensayos de adherencia son reforzados por
la prosencia de las proteinas Tir, EspB y BfpA en un extracto de la cepa
£2348/69A0mpR en cantidades similares a las presentes en la cepa silvestre (Fig. 10,
carriles 1 y 4). Sin embargo, estos resultados contrastan con los obtenidos en los
ensayos de medicion de la actividad de fusiones transcripcionales a CAT, en donde a
pesar de que o expresion de la fusion de Jor alcanza valores cercanos a los
alcanzados en la cepa silvestre, se observa una disminucién en la actividad de las
fusionos del operon TEE2 y el gon tir, de 43% y 65%, respectivamente, con respecto a
la copa silvestre. Sin embargo, esta disminucion no afecta la capacidad de la bacteria
para expresar la proteina y generar adherencia intima. La disminucion de la actividad
de CAT en la cepa AompR, podria estar asociada a un defecto en el crecimiento de la
cepa, en particular cuando porta las fusiones en plasmido (datos no mostrados). La
dependencia de la expresion de fusiones de genes de virulencia de EPEC al gen
reportero cat, con la duracion de la fase exponencial y velocidad de crecimiento, ha
sidlo documentada previamente (Puente et al, 1996). De alguna manera la mutacion
en ompR predispone a la cepa a una deficiencia en el crecimiento cuando se le
introduce la fusion, y este efecto pudicra ser responsable por la disminucion en la
expresion de las fusiones, mdas que un efecto directo regulador del sistema. En
conjunto estos resultados indican que OmpR no juega un papel regulador especifico
sobre la expresion de los factores de virulencia en EPEC, tanto para los codificados en

el plasmido pEAF, como los presentes en el LEE.
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PhoQ/PhoP
Aunque el sistema PhoQ/Phof ha sido tradicionalmente asociado a la regulacion

transcripcional en respuesta a baja concentracion de magnesio intracelular, y se ha
reportado que una cepa de S. typhimurium es incapaz de crecer en condiciones de
bajo magnesio (Garcia-Véscovi ot al, 1996), los resultados mostrados en la figura 7
demuestran que la cepa de EPEC mutante en el gen phoP es capaz de crecer en
maedio minimo con bajo magnesio (Fig, 7B), v que esta capacidad se mantiene incluso
después de quelar iones divalentes con EDTA (Fig. 7B). La adaptacion a ambientes
limitantes de magnesio mediada por PhoQ/PhoP se relaciona con la capacidad de
activar la transcripcion de los sistemas MgtA y MgtB de transporte de magnesio,
presentes en Salmonella, de manera adicional al sistema CorA, el cual no es regulado
por PhoQ/PhoP (Himiel et al, 1989; Soncini et al, 1996; Garcia-Véscovi et al, 1996;
Snavely et al, 1991). Sin embargo, en el fenotipo de incapacidad de crecimiento en
bajo magnesio parecerian estar involucrados otros genes aparte de mgtA y mgtB,
puesto que una doble mutante mge-A/mgtB sigue siendo capaz de formar colonias en
placas de medio minimo con bajo magnesio (Soncini et al, 1996; Garcia-Véscovi et
al, 1996). A pesar de que el gen mgtA estd presente en el genoma de E. coli K-12 y
responde o variaciones en fa concentracion de magnesio a traves de PhoP/PhoQ (Kato
et al, 1999), el gen mgtB esta codificado en la isla de patogenicidad SPI-3 en
Salmonella (Blanc-Potard y Groisman, 1997), la cual es poco probable que se
encuentre también en ¢l genoma de EPEC, y no existen reportes de sensibilidad a
bajo magnesio en EPEC. Soncini ot al (1996) involucran otros genes regulados por
PhoP en la incapacidad de formar colonias de S. tvphimurium en condiciones
limitantes  de magnesio: ugd, pbgl, pbant, pbgN, pcgD v pcgP, los cuales
participarian en el desarrollo de este {enotipo producido por una mutante en phoP.
Sin embargo, en estudios orientados 4 encontrar genes de £. coli regulados por la
concentracion de magnesio a traves de PhoP/PhoQ (Kato et al, 1999; Minagawa et al,
2003), no se reporta la regulacion de estos mismos genes. Es posible que algunos de
eslos genes no estén regulados por el sistema PhoQ/PhoP en EPEC, y por ello no se

obsarva la deficiencia en crecimiento a bajas concentraciones de magnesio. Cabe
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considerar también que EPEC pudiera contar con otros reguladores encargados de
activar genes involucrados en la adaptacion a condiciones limitantes de Mg**, como
parccen sugerir los resultados obtenidos con OmpR.

Ninguno de los ensayos practicados con la cepa de EPEC mutante en phoP mostraron
cfecto alguno sobre la expresion de los factores de virulencia analizados en este
ostudio. Los ensayos de adherencia localizada e intima no reflejaron diferencia alguna
entre la cepa silvestre y la mutante en phoP en la capacidad para formar
microcolonias y pedestales (lesion A/E en general) sobre células Hela (Figs, 8 y 9),
Asimismo, fas proteinas Tir, EspB y BIpA se expresan en esta mutante en cantidades
aproximadamente iguales a la cepa silvestre, como lo muestra el ensayo tipo western
de la figura 10, lo cual coincide con los ensayos de actividad de la figura 11,

Un conjunto de genes regulados por el sistema PhoQ/PhoP (como pbgP, pbgE vy ugd,
son activados mediante otro sistema de dos componentes: PmrB/PmrA, el cual detecta
la concentracion de fierro y activa genes de resistencia a  polimixina B vy
modificaciones en el lipopolisacdrido (revisado por Groisman, 1998 y 2001). Un
sistema de dos componentes que comparte homologia con PmrB/PmrA en E. coli K-
12 y £ coli enterohemorrigica (EHEC) se reporto como regulador de genes
involucrados en la produccién del flagelo y movilidad, respondiendo al regulador de
“guorum sensing” Al-2. Sin embargo, dicho sistema, bautizado como QseC/QseB, no
regula los genes del LEE presente en EHEC, los cuales responden al regulador Al-2 a
traves de ler (Sperandio et al, 20024; b).

La falta de un papel como regulacor de virulencia de PhoQ/PhoP en EPEC, contrasta
con el papel desempenado en S. flexneri, Salmonella y Y. pestis, y apoya la idea de
que posiblemente juega un papel general en la regulacion de genes necesarios para la
sobreviviencia dentro del fagosoma en patogenos intracelulares (Groisman et al,
2001). Este sistema pudo evolucionar para concertar la expresion de genes de
virulencia en respuesla a la concentracion de Mg ' en el medio, como una manera de
indicar el paso hacia el ambiente intracelufar, y mds aun, intratagosomal (Groisman,
1998, revisidn). En este contexto, PhoQ/PhoP ha sido involucrado en la regulacion de

la expresion de factores de virulencia en patégenos extracelulares, como Erwinia
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carotovora (Flego ot al, 2000). Sin embargo, considerando que EHEC, vy
probablemente EPEC, poseen un poco mdas de 1 Mb adicional en el genoma en
comparacion con k. coli K-12 (Perna et al, 2001), no podemos descartar que este

sistema regule otros genes de virulencia en EPEC alin no descritos.

BarA/UvrY,
A pesar de la nocion de que el sistema BarA/UvrY controla diferentes cascadas

reguladoras en muchos organismos, en ol caso de EPEC no se observé ningin defecto
asociado a la expresion de genes involucrados en producir la lesion A/E, v en la
produccion de los fenolipos de adherencia localizada y adherencia intima (Figs. 8 y
9, puesto que la capacidad de formar microcolonias y focalizar actina en forma de
pedestales en células Hela se mantiene a niveles muy similares a la cepa silvestre.
Los ensayos tipo western y de actividad de fusiones transcripcionales en las cepas
silvestre y mutante en uvrY tampoco mostraron diferencias en la produccion de las
proteinas Tir, EspB y BfpA (Fig. 10), y la expresion de las fusiones de ler, LEE2 y tir
(Fig. 11). Estos resultados contrastan con los reportes que indican un papel regulador
maaestro de este sistema en olros palogenos como Pseudomonas (Heeb y Hass, 2001,
revision), Salmonella (Altier et al, 2000) y Vibrio cholerae (Wong et al, 1998). Sin
cmbargo, como en el caso anterior, no podemos descartar la posibilidad de que

regule fa expresion de otros factores a la fecha no identificados.

Aspeclos generales.,

Los resultados gencerafes obtenidos en este trabajo muestran claramente la ausencia de
un papel de los sistemas de dos componentes OmpR/EnvZ, PhoQ/PhoP y BarA/UvrY
en la regulacion de los factores de virulencia de EPEC codificados en el LEE y en el
plasmido pEAF, pues mutantes en los reguladores de respuesta de los tres sistemas
siguen siendo capaces de producir los fenotipos de adherencia localizada e intima, y
expresar y sintetizar las proteinas asociadas a virulencia. Sin embargo, a este nivel no
s posible atin descartar completamente la importancia que estos sistemas tendrfan in

vivo. Por otro lado, es muy probable que la coordinacién de la expresion de
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virulencia se lleve a cabo a través de olros sistemas de dos componentes, puesto que
esta via es ampliamente utilizada por bacterias patogenas para reconocer el nicho de
colonizacion. Se ha reportado ¢l papel del sistema QseC/QseB en la regulacion de
factores de virulencia en EHEC, un patogeno muy-cercano a EPEC (Sperandio et al,
2002by), y hay indicios de regulacion sobre los genes de LEE en EPEC por parte del
sistema CpxA/CpxR, el cual responde a variaciones en el pH y proteinas con patron
de plegamiento incorrecto en periplasma (Ward y Raivio, 2002).

Existen 1387 genes en 1.34 Mb en el genoma de EHEC O157:H7 que no se
encuentran en el genoma de F. coli K-12 (Perna et al, 2001). Entre estas secuencias
han sido localizadas islas de patogenicidad, asi como reguladores especificos de
virulencia, como ler y proteinas similares a los genes de invasion inv de Salmonella,
asi como un SSTT adicional al codificado en el LEE (Perna et al, 2001). La
secuenciacion del genoma de EPEC estda ya muy avanzada en el instituto Sanger
(hitp://sanger.ac.uk./Projects/Escherichia_Shigella/). Al igual que en EHEC, se espera
que exista una gran cantidad de genes cepa-especificos, entre los cuales se pudieran
encontrar sistemas de dos componentes responsables de regular los factores de
virulencia especificos de EPEC, que le confieran las caracteristicas de adaptacién a los
ambientes donde coloniza, asi como sus propiedades patogénicas, en respuesta a
sefales especificas.

Investigaciones similares a este rabajo utilizando otros sistemas de dos componentes
~muy probablemente tengan déxito buscando canales de comunicacion entre los
mecanismos que regulan virdlencia-en  EPEC y las senales del entorno que los

modulan.
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7. PERSPECTIVAS

Caraclerizacion de las profeinas de membrana externa inducidas por DMEM.

Fxisten proteinas asociadas en moembrang oxtema inducidas por ol medio DMEM (Fig.
OBy, las cuales no son expresadas al cultivarse EPEC en LB (Fig. 6A). La induccidn de
ostas proteinas en condiciones de expresion de virulencia hace interesante su
caracterizacion. Queda por verse si dichas proteinas son especificas de EPEC o son
inducidas tambicn en olras cepas enteropatogenas o no patogenas como E. coli K-12,
La secuenciacion y caracterizacion molecular de estas proteinas podria generar

avenidas interesantes de investigacion sobre la virulencia en EPEC.

Estudio de la respuesta a limitacion de Mg*? a través de OmpR.

La deficiencia en el crecimiento de fa mutante en ompR en condiciones limitantes de
magnesio (Fig. 7), indica un papel de este regulador en la respuesta adaptativa a
dichas condiciones, Se requicren estudios similares a los realizados con el sistema
PhoQ/PhoP (Soncini ot al, 1996; Kato et al, 1999; Minagawa et al, 2003) para

detectar posibles genes regulados por OmpR, en respuesta a la concentracion de

magnesio.

Regulacion de otros factores de virulencia.

Se han deteclado elementos fuera del LEE que al parecer juegan un papel en la
virulencia de EPEC, tales como una isla de patogenicidad (Mellies et al, 2001), y
proteinas efectoras secretadas al través del SSTT codificado en LEE (Deng et al, datos
sometidos para publicacion). Posiblemente los sistemas analizados en este trabajo
pudieran estar  regulando  la transcripcion  de  estos  factores  probablemente

involucraclos en otros procesos que tienen que ver con la enfermedad in vivo.
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