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RESUMEN

Aproximadamente el 50% de las cepas de Escherichia coli tienen la capacidad de
utilizar la sacarosa como fuente de carbono (fenotipo Scr®). En este estudio, siete cepas
enteropatdgenas de E. coli (EPEC) fueron estudiadas para conocer su capacidad de
crecimiento en sacarosa. Los cultivos en medios liquidos suplementados con sacarosa,
demostraron que las siete cepas analizadas (E2348/69, T2, T12, T18, T19, T23 y T45)
presentan el fenotipo Scr®, distinguiendo dos grupos de crecimiento especifico. Este
conjunto de cepas presentaron tiempos de duplicacion de 67 (E2348/69, T2, T19, T23 y
T45) y 125 minutos (T12 y T18), respectivamente. La determinacion de la actividad de
hidrélisis de la enzima: sacarosa-6-fosfato-hidrolasa fue utilizada como indicador de la
actividad metabdlica. El resultado de este andlisis demuestra que la diferencia en la
capacidad de crecimiento por parte de las cepas T12 y T18 no se encuentra asociada a la
actividad especifica de la enzima sacarosa-6-fosfato-hidrolasa, ya que no se observé una
diferencia significativa en dichas actividades. El analisis de la secuencia del regulon scr de
la cepa T19 revel6 una alta frecuencia del fenotipo Scr® en organismos patégenos. Estos
resultados indican la posibilidad de que la capacidad de utilizar la sacarosa como fuente
del carbono en los microorganismos patdgenos, se encuentre relacionada con los

procesos de colonizacion y patogénesis.



INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE ESCHERICHIA COLI.

Escherichia coli es un bacilo anaerobio facultativo, gram negativo, perteneciente al
Phylum: Proteobacteria; Clase: Gammaproteobacteria; Orden: Enterobacteriales; Familia
Enterobacteriaceae y Género: Escherichia. Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal
del humano pocas horas después del nacimiento, favoreciendo un beneficio mutuo para
ambos organismos, por lo que es considerado un microorganismo de flora normal (Holt et
al., 1994; Nataro y Kaper., 1998; Rodriguez-Angeles., 2002). E. coli-K12 presenta un
genoma de DNA circular duplex de 4 639 221 pb, donde el 87.8% de total del genoma
corresponde a secuencias codificantes para proteinas, el 0.8% corresponde a secuencias
codificantes para diferentes RNAs, el 0.7% corresponde a secuencias repetidas no
codificantes y aproximadamente el 11.0% corresponden a secuencias regulatorias
(Blattner et al., 1997). Dentro de las secuencias repetidas no codificantes se encuentra
una secuencia altamente conservada de 29 pb registrada entre las 2 875 665 y 2 902 430
pb. Esta secuencia repetida consecutivamente, nombrada iap (por localizarse a 32 ¢ 33
pb corriente abajo del gen iap que codifica para una aminopeptidasa de conversion de la
isoenzima fosfatasa alcalina) se encuentra en tres regiones 6 clusters de 14, 7 y 2 copias,
registrando un total de 23 copias. Las secuencias iap presentan una secuencia

conservada consenso de 29 pb: CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACAC (las bases

subrayadas se conservan en todas las repeticiones). Es importante destacar que dentro
de la region intergénica que comprenden los genes ygcF-ygcE de E. coli, se encuentra
una regién de 9 secuencias repetidas iap, asociadas a otra region de 14 secuencias iap,
las cuales se localizan 24 Kb corriente arriba de dicha regién (Nakata et al., 1989; Blattner

et al., 1997).



Es de un notable interés que en el resto del genoma E. coli, no se encuentren copias
adicionales de dicha secuencia. Sin embargo, a pesar de que estas se han detectado en
los genomas de E. coli K10, E. coli MG1655, Shigella dysenteriae y Salmonella

typhimurium, adn no se conoce su funcion celular especifica (Bachellier et al., 1996).

1.1 Cepas patdgenas de Escherichia coli.

E. coli es considerada parte de la flora bacteriana normal del ser humano, sin embargo
existen cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio en el hombre, produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. Con base a su mecanismo de
patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli se han clasificado en seis grupos
principales: Enterotoxigénica (ETEC), Enterohemorragica o también conocida como
productora de toxinas Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
Enteroinvasiva (EIEC), Enteroagregativa (EAEC), de adherencia difusa (DAEC) vy
Enteropatogena (EPEC) (Levine et al., 1978; Nataro y Kaper., 1998; Rodriguez-Angeles.,
2002; Dulguer et al., 2003). Estas cepas se pueden aislar de pacientes que presentan los
sintomas caracteristicos o incluso pueden identificarse tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas y seroldgicas. Sin embargo, también se pueden estudiar los
diferentes mecanismos de patogenicidad, a través de ensayos en cultivos celulares o
modelos animales y mas recientemente empleando técnicas de biologia molecular que
evidencian la presencia de genes involucrados en dichos mecanismos (Rodriguez-
Angeles., 2002). En este sentido, Kauffman ha desarrollado un esquema de
serotipificacion para determinar el grupo patdégeno al que pertenece cada cepa aislada.
Este esquema contiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares
(K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo, mientras que la determinacién del
antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con

un cuadro clinico en particular (Nataro y Kaper., 1998).



EPEC fue el primer grupo que se identific6 serolégicamente y se asocié con casos de
diarrea en infantes menores de seis meses, principalmente en paises en vias de
desarrollo (Nataro y Kaper., 1998; Scaletsky et al., 1985). EPEC se adhiere a las células
epiteliales intestinales (enterocitos) a través de la formacion de la fimbria BFP (Bundle-
Forming Pilus) (Scaletsky et al., 1984). Al proceso de adherencia localizada (LA) entre la
bacteria y la membrana de las células epiteliales intestinales, que es dirigido por la
produccién de la fimbria tipo 1V(codificada en el plasmido EAF [EPEC Adherente Factor]),
seguido de la destruccién de las microvellosidades con polimerizacion de actina y
alteracion del citoesqueleto para la formacion de una estructura llamada “pedestal”,
debido al aumento en los niveles de calcio intracelular y de la proteina cinasa C, ha sido

denominado adherencia y esfacelamiento (A/E) (figura. 1).

Figura 1. Imagen por microscopia electrénica que muestra la formacion del pedestal que induce

EPEC en la superficie de los enterocitos (Nature Reviews Microbiology 4, 91-101 February 2006).



Cabe destacar, que las proteinas responsables de la lesién A/E, (intimina y diferentes
proteinas pertenecientes al sistema de secrecion tipo Ill) codificadas en la regidn
cromosomal de 35.6 Kb llamada: isla de patogenicidad LEE (Locus for Enterocyte
Effacement) desempefian un papel importante durante los diferentes procesos de
sefializacion intracelular cuando las condiciones medioambientales y de crecimiento son
especificas (Nataro y Kaper.,, 1998; Rodriguez-Angeles., 2002). En este sentido,
Vanmaele y coautores (1997) reportan que al infectar células epiteliales Hep-2 con dos
cepas enteropatdgenas de E. coli (EPEC E2348/69 y EPEC JPN15) que crecen en medio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) suplementado con 0.45% de glucosa y
galactosa respectivamente, es posible observar diferencias fenotipicas de adherencia.
Cuando EPEC E2348/69 es cultivada en DMEM suplementado con glucosa es posible
observar un incremento en la expresion de las proteinas intimina y BfpA, generando en el
96.0% de las células Hep-2 un fenotipo LA". Por el contrario, cuando EPEC E2348/69 es
cultivada en presencia de galactosa no se observa ningun tipo de adherencia (Fenotipo
LA"). Estos ultimos resultados son similares a los observados con la cepa EPEC JPN15.
El estudio demuestra que la glucosa se encuentra regulando los factores de virulencia
asociados al proceso de adherencia localizada (Vanmaele et al., 1997).

Diversos estudios indican que las cepas patégenas de Klebsiella pneumoniae (causante
de neumonia y septicemia en humanos) y Erwinia amylovora (patdgeno de plantas,
principalmente de rosaceas) son capaces de utilizar la sacarosa como Unica fuente de
carbono, a través del sistema de fosfotransferencia (PTS): sacarosa dependiente de
fosfoenolpiruvato (PEP) (Sprenger y Lengeler., 1988; Titgemeyer et al., 1996 Bogs et al.,
2000). En contraste, la cepa patégena EHEC EDL933 (0157:H7) de tipo silvestre (que
causa el sindrome urémico hemolitico en el hombre), es capaz de utilizar la sacarosa
mediante el sistema no dependiente de fosfotransferencia (no-PTS): simporte de sacarosa

(Perna et al., 2001; Jahreis et al., 2002).



2. SISTEMA DE FOSFOTRANSFERENCIA (PTS) DE SACAROSA: DEPENDIENTE DE

FOSFOENOLPIRUVATO (PEP)

Generalmente los microorganismos bacterianos tienen la capacidad de responder y
adaptarse a los diferentes cambios del medio ambiente e incluso de competir por los
nutrientes limitantes. Esto es posible, gracias a la expresion y utilizacion de diferentes
sistemas sensores que monitorean constantemente el medio extracelular. En este sentido,
E. coli posee la capacidad de elegir, a partir de una mezcla de fuentes de carbono,
aguélla que le permite crecer mas rapidamente, reprimiendo la transcripcion de los genes
responsables del transporte y catabolismo de diferentes carbohidratos, a través de la
disminucién en la concentracion de AMPc. A este proceso se le denomina represion
catabdlica (Postma et al., 1993; Wang et al., 2001; Flores et al., 2005). El sistema sensor
responsable de esta respuesta es el sistema de fosfotransferencia (PTS): carbohidrato
dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP). El mecanismo sensor-transductor de sefiales,
gue involucra el transporte y catabolismo de la sacarosa acoplado a la transferencia de
grupos fosfato dependientes de PEP se denomina: Sistema de fosfotransferencia (PTS)
de sacarosa: dependiente de PEP (Sauter et al., 2004).

Este sistema ha sido estudiado en diferentes bacterias gram positivas (Thompson et al.,
1981; Reid y Abratt., 2005) y gram negativas (Nelson et al., 1982; Sprenger y Lengeler.,
1988; Thompson et al., 1992; Bogs et al., 2000). En este sentido, Schmid y coautores
(1998) reportan que Salmonella typhimurium es capaz de utilizar la sacarosa como Unica
fuente de carbono mediante el sistema PTS de sacarosa: dependiente de PEP. Los genes
responsables del transporte y catabolismo de la sacarosa (genes scr), que se han
detectado en los transposones CTnscr94, Tn2555 y en el plasmido pUR400, se
encuentran organizados como unidades transcripcionales continuas expresadas a partir

de diferentes secuencias promotoras, las cuales se encuentran reguladas por la proteina



represora ScrR. A este conjunto de unidades transcripcionales se les denomina “regulén
scr “(Hochhut et al., 1997; Schmid et al., 1988; Pembroke et al., 2002; Doroshenko et al.,
2004). Por el contrario, Bockmann y coautores (1992) indican que E. coli K-12 no tiene la
capacidad de utilizar la sacarosa como Unica fuente de carbono (fenotipo Scr 7). Sin
embargo, aproximadamente el 50 % de las cepas de E. coli tipo silvestre presentan el
fenotipo Scr* (Bockmann et al., 1992).

Con el objeto de caracterizar al sistema PTS de sacarosa: dependiente de PEP en E. coli,
se han propuesto diferentes modelos teoricos y experimentales que involucran la
transferencia del regulén scr (78 kb derivados del plasmido pUR400 de Salmonella
typhimurium) dentro del cromosoma de E. coli K-12 (Schmid et al., 1998) y E. coli W3110
(Wang et al., 2001; Sauter et al., 2004) respectivamente. De acuerdo con estos modelos,
el sistema PTS: sacarosa dependiente de PEP se encuentra constituido por ocho
proteinas diferentes, tres de las cuales pertenecen al sistema general de PTS. Estas
proteinas: Enzima | (El; gene ptsl), Histidine containing phosphocarrier protein; (Hpr; gene
ptsH) y la enzima IIA (EIIA"; gene crr por catabolite represion resistance) que se
encuentran codificadas en el cromosoma de E. coli y cuyos genes se encuentran
organizados en el operdn ptsHicrr, son las responsables de la transferencia de grupos
fosfato durante el transporte y catabolismo de diferentes carbohidratos: D-glucosa, D-
manosa y D-fructosa entre otros (Alaeddinoglu et al., 1979; Wang et al., 2001). Adicional
al transporte de carbohidratos, estas enzimas citoplasmaticas, solubles de energia
acoplada, desempefian un papel regulatorio durante los procesos de represion catabdlica

y quimiotaxis (Postma et al., 1993).



Cabe destacar, que durante los procesos de regulacion transcripcional el complejo AMPc
(Adenosina-3'-5"-monofosfato ciclica)-CRP (Proteina receptora de AMPc; gene crp,
anteriormente nombrada CAP) ejerce un control positivo sobre la expresion de los genes
ptsH y ptsl. Alternativamente, el represor global Mic (Making large colonies, anteriormente
nombrado DgsA) y el represor de fructosa FruR interaccionan fisicamente con las
secuencias promotoras P, y P; respectivamente, ejerciendo un control negativo sobre la
expresion del operdon ptsHlcrr. A pesar del que el gene crr es resistente a represion
catabdlica, la proteina H-NS (Histone-like nucleoid-structuring protein) interacciona
fisicamente con las secuencias promotoras P,, ejerciendo un control positivo sobre la
expresion de este gene (Krin et al., 2002). Las cinco proteinas restantes involucradas en
el transporte y catabolismo de la sacarosa se encuentran codificadas en el regulén scr, el
cual esta constituido por dos operones (PscrK y PscrYAB) bajo la misma direccion en la
transcripcion y cuyas secuencias promotoras (P) independientes, se encuentran
asociadas a una secuencia palindrémica de 6pb (TAAACC/GGTTTA) que es considerada
sitio de interaccion con la proteina represora ScrR. Corriente arriba de esta secuencia
regulatoria (solamente en el operén PscrYAB) se localiza otra region de 22 pb
considerada sitio de unién al complejo AMPc-CRP (Cowan et al., 1991).

Fisicamente, el regulén scr se encuentra constituido por cinco genes estructurales: scrK
(codifica para la enzima intracelular ScrK: fructocinasa dependiente de ATP [EC 2.7.1.4],
scrY (codifica para la porina de membrana externa, sacarosa-especifica llamada ScrY, la
cual presenta 85 % de homologia con la permeasa de maltosa LamB), scrA (codifica para
la permeasa de membrana interna, PTS: sacarosa especifica: EIIBC®™) y scrB (codifica
para la invertasa: B-D-fructofuranosido fructohidrolasa [EC 3.2.1.26], también nombrada
sacarosa-6-fosfato-hidrolasa), todos ellos bajo el control negativo de la proteina represora
ScrR (gene scrR) que pertenece a la familia de represores Lacl-GalR (Wang et al., 2001;

Bogs et al., 2000).



Es importante destacar que, Unicamente el operén PscrYAB se encuentra regulado
positivamente por el complejo AMPc-CRP (Hardesty et al., 1991; Cowan et al., 1991;
Bogs et al., 2000). Alternativamente el regulén scr puede ser inducido por la presencia de
sacarosa (en el medio extracelular), fructosa (como inductor intracelular) 6 arabinosa. Por
el contrario, puede ser reprimido por la presencia de D-glucosa, D-galactosa, lactosa 6
melobiosa (Schmid et al., 1988; Sprenger y Lengeler., 1988; Titgemeyer et al., 1996).

Funcionalmente, el modelo del sistema PTS: sacarosa dependiente de PEP en E. coli
involucra una cascada inicial de fosforilacion como via comun, en la cual la enzima EIl es
autofosforilada (His189) a partir del PEP. Subsecuentemente El en su conformacion
dimérica transfiere el grupo fosfato a la enzima Hpr (His15) y esta a su vez transfiere el
grupo fosfato a la enzima EIIA®" (His90) (Postma et al., 1993; Sauter., et al 2004). La
enzima EIIA®" en su estado fosforilado (EIIA“" ~P) sigue dos rutas principales,
dependiendo de la presencia o ausencia de sacarosa. Bajo estas Ultimas condiciones,
existe una alta concentracion de EIIA“" ~P (baja concentracion de EIIA®" no fosforilada),
lo que induce la activacion de la enzima adenilato ciclasa (gen cyaA) produciendo un
aumento en la sintesis de AMPc. Cuando el complejo AMPc-CRP interacciona
fisicamente con la subunidad a de la enzima RNA polimerasa, este actila como un
activador transcripcional de los genes responsables del transporte y catabolismo de
diferentes carbohidratos, como lactosa o glicerol. En presencia de sacarosa, este
carbohidrato es transportado por difusion facilitada, hacia el espacio periplasmico por
accion de la porina trimérica ScrY. Subsecuentemente la sacarosa es transportada hacia

el citoplasma por accion de la enzima EIIBC3 (Krin et al., 2002).



Bajo estas mismas condiciones, existe una baja concentracion EIIA®" ~P intracelular (alta
concentracion de EIIA®" no fosforilada) ya que el grupo fosfato es transferido rapidamente
a la permeasa EIIBCS®, la cual transporta y simultaneamente fosforila a la sacarosa en el
carbono 6 (sacarosa-6-fosfato). Una vez que la sacarosa se encuentra fosforilada es
hidrolizada por la enzima sacarosa-6-fosfato hidrolasa generando dos productos
principales. El primer producto (glucosa-6-fosfato) es directamente incorporado a la via de
la glucdlisis, mientras que el segundo producto (fructosa), es fosforilado por la enzima
fructocinasa dependiente de ATP y cuyo producto resultante (fructosa-6-fosfato) también
es incorporado a la ruta de la glucdlisis (Sauter et al., 2004). Cuando existe una alta
concentraciéon de EIIA®" en su estado no fosforilado, esta enzima tiende a interactuar con
otras proteinas transportadoras de carbohidratos pertenecientes a los sistemas no-PTS
(glicerol y lactosa), ejerciendo un control negativo sobre estos sistemas (figura 2). A este
proceso se le llama exclusién-induccion (Postma et al., 1996). Bajo este mismo modelo,
cuando E. coli K-12 (que contiene el plasmido pUR400 derivado Salmonella typhimurium)
crece en medio rico LB suplementado con 0.2 % de sacarosa, se observa una alta
eficiencia en la asimilacion de este azlcar, ya que la permeasa EIIBC presenta una
actividad de transporte de 280 pmoles/min-mg de proteina, asociada a una actividad
especifica por parte de la invertasa de 190 nmoles/min-mg de proteina. (Schmid et al.,

1988)
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Figura 2. Modelo del sistema de fosfotransferencia (PTS) de sacarosa: dependiente de PEP en E. coli de
acuerdo con Sauter et al. 2004. La figura muestra las dos etapas principales en la utilizacién de la sacarosa

por E. coli .Durante la primera etapa, se lleva a cabo la transferencia de grupos fosfato (a partir de PEP) por
accion de las enzimas generales del sistema PTS. Durante la segunda etapa, la sacarosa es transportada y
fosforilada por accion de la enzima EIIBC®. Subsecuentemente la sacarosa-6-P es hidrolizada por la enzima:
sacarosa-6-fosfato.hidrolasa, generando dos productos principales: glucosa-6-fosfato y fructosa. Este Ultimo
producto es fosforilado por la enzima ScrK dependiente de ATP. Ambos productos son incorporados a la
glucdlisis generando PEP, el cual es utlizado por la enzima El para iniciar nuevamente el ciclo de

transferencia de grupos fosfato.
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3. SISTEMA NO DEPENDIENTE DE FOSFOTRANSFERENCIA (NO-PTS): SIMPORTE

DE SACAROSA.

El sistema no dependiente de fosfotransferencia (no-PTS): simporte de sacarosa es un
sistema sensor-transductor de sefiales que involucra el transporte y catabolismo de la
sacarosa a través de la expresion del regulén de sacarosa csc (chromosomally encoded
sucrose catabolism). Diversos estudios indican que E. coli B-62, E. coli EC3132 y EHEC
EDL933 (0157:H7) de tipo silvestre, tienen la capacidad de utilizar la sacarosa como
Unica fuente de carbono, mediante el sistema no-PTS: simporte de sacarosa (Sahin-Téth
et al., 1999; Bockmann et al., 1992; Hayashi et al., 2001).

En E. coli EC3132 y EHEC EDL933 (0157:H7), los regulones csc codificados a nivel
cromosomal, se encuentran constituidos por cuatro genes estructurales: cscK (codifica
para una fructocinasa intracelular: CscK), cscB (codifica para la permeasa de membrana
interna responsable del transporte de sacarosa, llamada CscB), cscA (codifica para la
invertasa intracelular CscA) y cscR (codifica para la proteina represora perteneciente a la
familia de represores Lacl-GalR llamada CscR), el cual se transcribe en direccidn opuesta
al gene cscA. Sin embargo estos genes se encuentran organizados en dos operones
(PcscKB y PcscA) con transcripcion divergente y cuyas secuencias promotoras (P) se
encuentran asociadas a dos operadores independientes (GTTAAC/GTTAAC) que al
interactuar con el represor CscR se induce un control negativo transcripcional sobre el
regulén csc. Alternativamente, el complejo AMPc-CRP ejerce un control positivo sobre el
regulén csc al interactuar con dos secuencias independientes de 22 pb que se localizan
corriente arriba de las secuencias promotoras -35 de los genes cscK y cscA

respectivamente (Jahires et al., 2002).
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De acuerdo con el mapa genético comparativo reportado por Jahreis y coautores (2002),
los regulones csc de E. coli EC3132 y EHEC EDL933 O157:H7 se encuentran localizados
en la region hot spot equivalente a la region cromosomal de E. coli K-12, localizada entre
los 53.0 y 53.4 min. Estas secuencias codificantes se encuentran remplazando de forma
parcial los genes involucrados en la utilizacion de D-serina (regulén dsd), sin embargo, en
ambos casos aun es posible detectar en direccion 5’, adyacente al gene cscR parte del
gene dsdx que codifica para un posible transportador de D-serina. Corriente abajo de este
gene, se localiza de forma inactiva el gene dsdA que codifica para la enzima D-serina
desaminasa. En sentido opuesto al gene dsdx (direccion 3’) se localiza una secuencia
repetida de 21 pb, perteneciente al gene argW que codifica para un RNAt especifico para
arginina. Esta secuencia localizada entre los genes 23622 y cscB es considerada un sitio
especifico de integracién, ya que frecuentemente es utilizada por ciertos bacteriéfagos
(fago lambda y otros elementos genéticos transponibles) para integrar al cromosoma
bacteriano diferentes islas genoémicas, que incluyen islas de patogenicidad, factores de
virulencia o incluso vias metabdlicas completas, como es el caso del regulén csc (Jahires
et al., 2002).

Funcionalmente, el sistema no-PTS: simporte de sacarosa se encuentra asociado al nivel
de expresién del reguldon csc, el cual depende cualitativamente y cuantitativamente del
azucar inductor. En este sentido, cuando existe sacarosa en el espacio periplasmico, la
permeasa CscB de E. coli EC3132 (que presenta 30 % de homologia con la permeasa de
lactosa LacY de E. coli y que pertenece a la familia de transportadores MFS [Major
Facilitator Superfamily]) induce el transporte activo de la sacarosa que simultaneamente
se asocia con la translocacion de protones (H*) hacia el espacio citoplasmaético (Shain-

Toth et al., 1995).
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Una vez que la sacarosa se encuentra en el interior celular, la invertasa CscA (que
presenta 98% de homologia con la sacarosa-hidrolasa de E. coli B-62) induce la hidrélisis
de la sacarosa, generando dos productos principales: D-glucosa y D-fructosa (figura 3).
El primer producto es fosforilado por una fructocinasa que no es codificada por el regulén
csc, mientras que el segundo producto es fosforilado por accion de la fructocinasa CscK
(que presenta 74% de homologia con la fructocinasa ScrK del plasmido pUR400 derivado
de Salmonella typhimurium) generando un tercer producto: fructosa-6-fosfato. Finalmente

ambos productos son incorporados a la via de la glucélisis (Jahires et al., 2002).
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Figura 3. Modelo del sistema no-dependiente de fosfotransferencia (no-PTS): simporte de sacarosa en E.
coli EC3132. La figura muestra el transporte y catabolismo de la sacarosa a través de la expresion del regulén
de sacarosa csc. La sacarosa al ser transportada por accién de la permeasa CscB con la translocacién
simultanea de protones (H") hacfa el interior celular, es subsecuentemente hidrolizada por la accién de la
invertasa CscA. Esta reaccién genera dos productos: glucosa y fructosa. El primer producto es fosforilado por
una glucocinasa independiente de csc, mientras que el segundo producto es fosforilado por la accion de la

enzima: CscK. Finalmente ambos productos son incorporados a la via de la glucdlisis.
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Sin embargo cuando E. coli EC3132 crece en medio minimo suplementado con 0.2 % de
sacarosa, se observa una baja eficiencia en la asimilacion de este azlcar, ya que
presenta un tiempo de duplicacion de 1200 minutos asociado con una baja actividad de
hidrélisis por parte de la invertasa CscA de 30 nmoles/min-mg de proteina. Por el contrario
cuando E. coli B-62 crece bajo las mismas condiciones se observa una alta eficiencia en
la asimilacion de sacarosa, al presentar un tiempo de duplicacién de 48 minutos, asociado
con una actividad de hidrolisis por parte de la invertasa CscA de 11.7 umoles/ 20min-mg
de proteina. Las diferencias en el grado de asimilacibn de la sacarosa y la
correspondiente actividad de hidrélisis entre ambas cepas, indica una baja frecuencia de
adaptacion del sistema no-PTS: simporte de sacarosa en E. coli EC3132 (a diferencia de
E. coli B-62), como resultado de una reciente adquisicién del regulén csc a su genoma.
Evento que es posible, gracias a los diferentes mecanismos de transferencia genética
horizontal que llevan al cabo los microorganismos bacterianos como parte del proceso

evolutivo (Jahires et al., 2002).
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1. Aislamiento y caracterizacion de seis cepas enteropatégenas de

coli (EPEC).

ANTECEDENTES

Escherichia

Durante un estudio epidemiologico realizado en Brasil entre 1997 y 1999, se

aislaron seis cepas enteropatdgenas de E. coli (EPEC) a partir de una poblacién

infantil menor de dos afios de edad que presentaba severos cuadros de diarrea. Estas

cepas fueron tipificadas y donadas al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, por la

Dra. Isabel C. A. Scaletsky, investigadora del Departamento de Microbiologia,

Inmunologia y Parasitologia de la Universidad Federal de Sao Paulo, Brasil (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de E. coli

Cepa Caracteristicas relevantes Serotipo Fuente de
referencia

W3110 Scr- Jensen, 1993.
E2348/69 EPEC prototipo 0127:H6 Levine et al. 1978.
T2 EPEC de tipo silvestre ONT:H45 Dulguer et al. 2003.
T19 EPEC de tipo silvestre 02:H45 Dulguer et al. 2003.
T23 EPEC de tipo silvestre O145:HNT Dulguer et al. 2003.
T45 EPEC de tipo silvestre O55:NM Dulguer et al. 2003.
T12 EPEC de tipo silvestre 0162:NM Dulguer et al. 2003.
T18 EPEC de tipo silvestre 02:H2 Dulguer et al. 2003.

Las seis cepas de EPEC (T2-T18), fueron aisladas de diferentes pacientes infantiles que presentaban

cuadros de diarrea severos, durante el estudio epidemiolégico llevado a cabo en Brasil. (Dulguer et al.

2003).



Para caracterizar a cada una de estas cepas enteropatégenas (incluyendo a la cepa
prototipo EPEC E2348/69), se realizaron cultivos solidos en placas de agar
MacConkey suplementado con 1% de sacarosa. El resultado de este analisis reflejo
una diferencia fenotipica relacionada con la utilizacion de la sacarosa (fenotipo Scr+)
por parte de la cepa prototipo y de las seis cepas silvestres de EPEC (T2-T18), en
comparacion con la cepa de E. coli no patégena W3110, que present6 un fenotipo Scr~

(figura 6).

Figura 6. Caracterizacién del fenotipo Scr * en la cepa EPEC T19. La figura muestra la diferencia en la
utilizacion de la sacarosa por parte de dos cepas de E. coli que crecen en agar MacConkey suplementado
con 1% de sacarosa. A la izquierda se muestra la cepa silvestre EPEC T19, que presenta un fenotipo

Scr+, mientras que del lado derecho se muestra la cepa de E. coli W3110 con un fenotipo Scr -.



2. Identificacion y caracterizacion de los genes involucrados en el fenotipo Scr +

Para identificar y caracterizar de los genes involucrados en el fenotipo Scr * de las
siete cepas EPEC, se construy6 una biblioteca genémica a partir del DNA cromosomal
de la cepa T19. La regién cromosémica que contiene los genes involucrados en la
expresion del fenotipo Scr* se fragmento con la enzima de restriccion Sau3A |, la cual
se clono en el cosmido pCP13 (Darzins y Chakrabarty, 1984). Posteriormente el DNA
ligado fue empaquetado in vitro en el fago lambda (Kit Gigapack Il plus, Stratagene),
el cual a su vez fue utilizado para transfectar a E. coli W3110 (Scr ). Las cepas
recombinantes que son resistentes a tetraciclina tienen la capacidad de utilizar la
sacarosa como fuente de carbono, por lo que fueron seleccionadas en cajas con agar

MacConkey suplementado con 1 % de sacarosa (figura 7).

Figura 7. Cultivo sélido en placa de agar MacConkey suplementado con 1 % de sacarosa. A la
izquierda se muestra el crecimiento de E. coli W3110 que contiene el plasmido pSacl3, en el cual se
encuentran clonados los genes determinantes para el fenotipo Scr * derivados de la cepa EPEC T19. A la
derecha se muestra a E. coli W3110 que contiene Unicamente el vector césmido pCP13, por lo que

presenta un fenotipo Scr -



Estas cepas, ahora contienen un cosmido derivado (pSacl3), que presenta un inserto
de DNA clonado de aproximadamente 10 Kb. El resultado de este andlisis reveld que

+

la cepa W3110/pSacl3 presenta el fenotipo Scr °, por lo que fue aislada y

caracterizada.

3. Secuenciacion del inserto en pSacl3.

La secuencia de nucleétidos del inserto en pSacl3 fue determinada por PCR,
utilizando el DNA del cosmido pCP13 como templado. Utilizando el programa BLAST
se realiz6 un alineamiento de secuencias (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El
analisis de 7812 pb del inserto en pSacl3, revel6 la presencia de cinco ORFs que
presentaron similitud en secuencia y la misma organizacion que los genes localizados
en el regulon scr del plasmido pUR400 de Salmonella typhimurium y en los
cromosomas de Klebsiella pneumoniae y Erwinia amylovora, respectivamente (Schmid
et al., 1988; Sprenger y Lengeler, 1988). La similitud en la secuencia incluye el
sobrelapamiento del codon de inicio y de termino de la traduccion de los genes scrA 'y
scrB que se han reportado para los regulones scr de pUR400 y de Klebsiella
pneumoniae (Titgemeyer et al.,, 1996). De acuerdo con estos datos, a los ORFs
clonados a partir de la cepa de EPEC T19 se les asignaron los mismos nombres de los
genes del reguldn scr: scrK, scrY, scrA, scrB y scrR, respectivamente. Ademas, el
alineamiento de la secuencia del regulén scr de EPEC T19 revel6 una identidad del
100 % en la secuencia de aminoacidos con respecto al regulén scr de la cepa
prototipo E2348/69. Sin embargo, el porcentaje de identidad de los genes scr en otras
especies bacterianas patégenas como Salmonella typhimurium (pUR400), Klebsiella
pneumoniae y Erwinia amylovora disminuyo con respecto a la cepa T19, encontrando
los valores de identidad mas altos en las proteinas codificadas por los genes scr de

pUR400 y de Klebsiella pneumoniae (figura 10).
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Figura 10. Esquema que muestra el porcentaje de identidad de las proteinas codificadas por los genes
scr de EPEC E2348/69, EPEC T19, pUR400, Klebsiella pneumoniae y de Erwinia amylovora,
respectivamente. La secuencia de nucleétidos y regiones flanqueantes de los genes scr derivados de la
cepa T19 pueden ser consultados en la base de datos EMBL (European Molecular Biology Laboratory)

bajo el nimero de acceso AJ639630.

4. Identificacidén de la regién gendmica en donde se localiza el regulén scr en las

cepas enteropatdgenas de E. coli

4.1 Andlisis bioinformético

Para determinar la region genémica en donde se localiza el regulén de sacarosa en
cada una de las cepas EPEC, se realizd un analisis de secuencias tomando como
referencia los genes scr de las cepas T19 y E248/69 (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/escherichia_shigella). El alineamiento de las secuencias permitio
la identificacion de la regibn cromosdmica en la cepa prototipo E2348/69, la cual

present6 un alto grado de similitud con las secuencias scr de EPEC T19.



La comparacion de 6479 pb que corresponden a los cinco genes scr y a las regiones
intergénicas de ambas cepas, reflejo diferencias en solo 23 nucleétidos, con respecto
a 22 substituciones detectadas en las regiones codificantes. Considerando el alto
grado de similitud, se concluy6 que la cepa E2348/69 contiene el mismo regulén scr de
EPEC T19. Es importante mencionar que la secuencia de nucleétidos del fragmento
clonado en pSacl3 a partir del DNA cromosomal de la cepa T19 también presento
regiones flanqueantes en los genes scr, lo cual es consistente con la secuencia total
del gene scrR que se encuentra flanqueado en la direccidon 5’ por el gene hipotético
ygcF y por 138 pb en el extremo 3", mientras que el gene scrK se encuentra
flanqueado por el gene hipotético ygcE. Los genes scr localizados en el cromosoma de
la cepa E2348/69 también se encontraron flanqueados por los genes ygcF y ygcE, por
lo que se dedujo que los genes scr de EPEC T19 también se encuentran insertados en

el cromosoma.

4.2 Andlisis experimental.

Para comprobar experimentalmente si los genes scr de las cepas EPEC se
encuentran insertados en el cromosoma, se disefio la siguiente estrategia, basada en
la metodologia de PCR: Polymerase Chain Reaction. Teniendo como referencia la
secuencia del reguldon scr de la cepa T19, se disefio un conjunto de primers (primers
ygcF y scrR) para amplificar 601 pb, pertenecientes a los genes ygcF y scrR en el
extremo 3.

Alternativamente, se disefiaron otros dos grupos de primers (scrK-ygcE7540 vy
scrrKFw2-ygcERV2), en donde el primer grupo fue utilizado para amplificar 681 pb que
incluye el gen scrK en el extremo 5" y el gen ygcE en el extremo 3", mientras que el
segundo grupo fue utilizado para amplificar 1312 pb que incluyen el extremo 5” del gen

scrK y el extremo 3 del gen ygcE, respectivamente (figura 11).
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Figura 11. Esquema que muestra la estrategia experimental para la amplificacion del regulén de
sacarosa y sus regiones flanqueantes en cada una de las cepas EPEC basado en la arquitectura
genética de E. coli MG1655 y la secuencia del regulon scr de la cepa T19. Para las reacciones de PCR se
disefiaron tres grupos de primers: ygcF-scrR, scrK-ygcE7540 y scrrKFw2-ygcERv2 que corresponden a
las letras a-b, c-d y e-f respectivamente, utilizando como templado el DNA cromosémico de cada una de

las cepas EPEC.

De acuerdo con esta estrategia experimental, se obtuvieron los productos de
amplificacién por PCR, de EPEC E2348/69, T2, T19, T23 y T45, encontrando los
tamafios esperados en la region ygcF-scrR de 601pb y en la region scrK-ygcF de 681
pb. Los productos de amplificacién por PCR de las cepas T12 y T18 fueron detectados
mediante la utilizacion de los primers ygcF-scrR y scrrKFw2-ygcERv2, encontrando los
tamafios esperados para la region ygcF-scrR de 601pb y para la region scrK-ygcF de
900 pb. De acuerdo con este analisis de amplificacion por PCR se demostré que los
genes scr en las siete cepas EPEC, se encuentran situados en la region intergénica

cromosomica ygcF-ygcE (figura 12).
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Figura 12. Gel de agarosa al 1.2 % que muestra las reacciones de amplificacion por PCR del regulén
de sacarosa y sus regiones flanqueantes en cada una de las cepas EPEC. En la parte izquierda de la
figura, tomando como referencia el marcador de 1Kb, se muestra la amplificacién de la regién genémica
que comprenden los genes ygcF-scrR. En la parte derecha se muestra la amplificacion de la regién

gendmica que comprenden los genes scrK y ygcE.



OBJETIVOS

Objetivo general.

1. Conocer la capacidad de utilizacion de la sacarosa en diferentes cepas

enteropatodgenas de Escherichia coli.

Objetivos particulares.

1.-Determinar la velocidad especifica de crecimiento en siete cepas enteropatdégenas

de Escherichia coli en presencia de sacarosa como Unica fuente de carbono.

2.- Determinar la capacidad metabdlica de las diferentes cepas enteropatégenas de
Escherichia coli para utilizar la sacarosa como Unica fuente de carbono, a través de la

determinacion de la actividad especifica de la enzima: sacarosa-6-fosfato hidrolasa.



HIPOTESIS

Aproximadamente el 50 % de las cepas de E. coli tipo silvestre, incluyendo E. coli
B-62, E. coli EC3132 y EHEC EDL933 (0O157:H7) tienen la capacidad de utilizar la
sacarosa como fuente de carbono (fenotipo Scr *). Dada la presencia del regulén scr
en las siete cepas EPEC (E2348/69, T2-T18), es posible que estas presenten
caracteristicas de crecimiento y actividades metabodlicas similares en presencia de

sacarosa como Unica fuente de carbono.



MATERIAL Y METODOS

Cepas enteropatdgenas de Escherichia coli. (EPEC).
Las siete cepas EPEC utilizadas en este estudio, fueron donadas por la Dra. Isabel
C. A. Scaletsky, investigadora del Departamento de Microbiologia, Inmunologia y

Parasitologia de la Universidad Federal de Sao Paulo, Brasil (Tabla 1).

Cinéticas de crecimiento y condiciones de cultivo.

Para conocer la capacidad de utilizacion de la sacarosa en las siete cepas EPEC,
se realizaron diferentes cinéticas de crecimiento en ensayos independientes utilizando
medio minimo M9 suplementado con 0.2 % de glucosa y sacarosa respectivamente.
De cada una de las EPEC, incluyendo la cepa E2348/69 se realiz6 un cultivo en 5 ml
de medio liquido LB a 37°C por 12 horas a 300 rpm (condiciones overnight). De cada
uno de estos cultivos se tomé el volumen correspondiente (D.Ogo inicial de 0.1) para
ser inoculado en 7 matraces de 250 ml que contenian 50 ml de medio minimo M9

(Maniatis et al., 1982) suplementado con 0.2 % de glucosa como Unica fuente de

carbono. Estos matraces fueron incubados inmediatamente bajo condiciones
overnight, por un tiempo de 8 horas. Durante este periodo de tiempo, se tomé una
muestra cada hora para determinar el crecimiento celular (D.Ogg), utilizando un
espectrofotdbmetro: BioMate 5, Termospectronic.

Posteriormente, a partir de cada overnight, se tomé el volumen correspondiente
(D.Oggo inicial de 0.1) para ser inoculado en 7 matraces de 250 ml que contenian 50 ml
de medio minimo M9 suplementado con 0.2 % de sacarosa como Unica fuente de
carbono, los cuales fueron incubados bajo las mismas condiciones de crecimiento.
Durante el periodo de incubacién de 15 horas, se tomo una muestra cada 2 horas,
para determinar el crecimiento (D.Ogq0) correspondiente. Para determinar la velocidad

especifica de crecimiento (1 expresada en h ) y los tiempos de duplicacién de cada



una de las cepas EPEC, las D.Ogy correspondientes se procesaron a través del

programa computacional PRISMA 3.0.

Determinacién de la actividad especifica de la enzima: sacarosa-6-fosfato-
hidrolasa.

Para establecer la capacidad metabdlica de las diferentes cepas EPEC en
presencia de sacarosa como Unica fuente de carbono, se determiné la actividad
especifica de la enzima: sacarosa-6-fosfato-hidrolasa. Durante una primera etapa,
cada cepa se cultivé en 7 matraces de 500 ml que contenian 250 ml de medio rico LB
suplementado con 0.2 % de sacarosa como fuente de carbono, para ser incubados
bajo condiciones overnight. En el momento en que el cultivo bacteriano alcanzé la fase
exponencial media (D.Ogo de 1.2), el cultivo celular fue centrifugado por 10 minutos a
4° C, a una velocidad de 4000 rpm. Retirando el sobrenadante, se afiadié al pellet
resultante, 4 ml de buffer de fosfatos (100 mM, pH 6.6). Las células se lisaron en una
prensa de French, ThermoSpectronic a una presién de 15,000 psi, obteniendo
aproximadamente 5 ml de extracto celular crudo por cada cultivo.

Inmediatamente las reacciones enzimaticas se prepararon, agregando 1 ml de cada
extracto celular crudo a una solucion que contenia 10 ml de buffer de fosfatos (100
mM, pH 6.6) y 1 ml de solucién de sacarosa 100 mM. Estos ensayos independientes
realizados por duplicado se incubaron a 37° C por 30 minutos. Durante este periodo de
incubacién se tom6 una muestra de 1.5 ml cada 5 minutos, para inactivase en un bafio
de agua en ebullicion.

Para determinar la actividad de la enzima: sacarosa-6-fosfato-hidrolasa se utilizé el
método de azucares reductores DNS (3,5-dinitrosalicilico) asociado a una curva
estdndar de glucosa (lg/L)+fructosa (1g/L). Para estos ensayos realizados por
duplicado, se agregd 0.5 ml de reactivo DNS a 0.5 ml de cada una de las reacciones.
Inmediatamente estas muestras se incubaron en bafio maria (en ebullicién) por un

periodo de 5 minutos. Para detener la reaccién colorimétrica las muestras fueron



incorporadas a un recipiente que contenia una mezcla de agua-hielo, donde
inmediatamente se agreg6 a cada muestra, 5 ml de agua. Finalmente se determinoé la
D.Os40 correspondiente.

Durante la segunda etapa se cuantific la concentracion de proteina total de cada una
de las cepas EPEC, a través del método de Bradford asociado a un curva estandar de
albumina de 1mg/ml (Bradford., 1976). La mezcla de reaccidén se preparé afadiendo
20 pl de extracto celular crudo a 1 ml de reactivo de Bradford diluido 1:5, en siete
ensayos independientes realizados por duplicado. Las mezclas se agitaron
suavemente e inmediatamente se determind las D.Osgs correspondientes.

Una vez obtenida la actividad enzimatica (umoles/ml*min) y la concentracion de
proteina total (mg/ml) se obtuvo la actividad especifica (nmoles/min*mg de proteina) a
través del programa PRISMA 3.0. Las actividades especificas fueron tratadas a traves
de la prueba de chi-cuadrada de homogeneidad (x° 1, p =0.05) tomando como referencia

la actividad de la cepa T19.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversos estudios revelan la existencia de una gran diversidad de
microorganismos bacterianos gram positivos y gram negativos que tienen la capacidad
de utilizar la sacarosa como fuente de carbono (Reid y Abratt., 2005). Sin embargo,
aproximadamente el 50% de las cepas de E. coli presentan el fenotipo Scr* (Bockmann
et al., 1992). En este trabajo, se realiz6 la caracterizacion de siete cepas EPEC que
tienen la capacidad de utilizar la sacarosa como Unica fuente de carbono. De acuerdo
con este andlisis, se observaron diferencias significativas en las tasas de crecimiento
de las siete cepas enteropatdgenas cuando crecen en medio minimo M9
suplementado con 0.2% de sacarosa, permitiendo la diferenciacion de dos grupos de
crecimiento especifico. Este conjunto de cepas presentaron tiempos de duplicacién de
67 (E2348/69, T2, T19, T23y T45) y 125 minutos (T12 y T18), respectivamente.

La determinacion de la actividad de hidrélisis de la enzima: sacarosa-6-fosfato-
hidrolasa, fue utilizada como indicador de la actividad metabodlica en cada una de las
cepas de EPEC. El resultado de este analisis demostr6 que la diferencia en la
capacidad de crecimiento por parte de las cepas T12 y T18 no se encuentra asociada
a la actividad especifica de la enzima sacarosa-6-fosfato-hidrolasa, ya que no se
observé una diferencia significativa entre dichas actividades, por lo que es posible
especular sobre otra u otras limitantes metabdlicas que se encuentren asociadas a
dicho comportamiento.

En este sentido, recientes estudios indican que el nivel de transcripcion de los genes
scrR y scrK, muestran un patrén de regulacion transcripcional previsto por la presencia
de glucosa y/o sacarosa en el grupo de crecimiento que presenta un rapido
crecimiento con sacarosa (E2348/69, T2, T19, T23 y T45). Sin embargo, en las cepas
que presentan una menor velocidad especifica de crecimiento, (cepas T12 y T18), no

se detect6 ninguna sefial para la transcripcion de los genes scrK y scrR.



El analisis de la secuencia de la region 5', corriente arriba del gene scrK, revela una
sola diferencia en la secuencia de nucleétidos, localizada en la regién espaciadora del
posible promotor (Trevifio-Quintanilla et al., 2007)

Se ha reportado que un cambio de un sélo nucleétido, en la regién espaciadora del
promotor del fago A (Prm) Y €n el promotor Py, resulta en una alteracion significativa en
la actividad del promotor (Auble et al., 1986; Liu et al., 2004). En este sentido, la
disminucion en la tasa de crecimiento de las cepas T12 y T18 en presencia de
sacarosa, podria ser el resultado de una delecién en las secuencias promotoras del
reguldn scr, sin embargo no hay que descartar la posibilidad de que existan diferentes
mutaciones en los genes scr, que podrian tener efectos deletéreos en las actividades
del transporte y catabolismo de la sacarosa.

Por otra parte, de acuerdo con el analisis de secuencia del regulén scr de la cepa
T19, fue posible detectar una alta frecuencia del fenotipo Scr® en organismos
patdégenos, lo que sugiere que esta capacidad podria tener un papel importante en el
ciclo vital de EPEC. En este sentido, la bacteria gram negativa Erwinia amylovora, que
se caracteriza por ser un patégeno de plantas, causante de la destruccion de cultivos
de manzanas, peras y otras rosiceas, presenta en su regiobn cromosomica los genes
que constituyen al reguldn scr, los cuales son homélogos a los genes que se localizan
en las cepas EPEC analizadas en este estudio. El andlisis de las cepas mutantes de
Erwinia amylovora en los genes scr (mutantes scr ), revelan una disminucién en los
procesos de colonizacion y virulencia. Estos resultados indican la posibilidad de que la
capacidad de utilizar la sacarosa como fuente del carbono en los microorganismos
patdgenos, se encuentre relacionada con los procesos de colonizacién y patogénesis

(Bogs y Geider, 2000).



PERSPECTIVAS

La aplicacion de la ingenieria metabdlica enfocada al mejoramiento de cepas
microbianas, ha permitido incrementar de forma importante la productividad de
metabolitos que normalmente son producidos por diferentes microorganismos y que
son de gran interés a nivel biomédico e industrial. En este sentido, en el laboratorio del
Dr. Gosset se estdn generando cepas de E. coli que tengan la capacidad de producir
etanol a partir de sacarosa (Cepas W3110/Psacl3). En este sentido, Tsunekawa y
coautores (1992) han reportado la construccién de dos cepas E. coli capaces de
utilizar la sacarosa como fuente de carbono para la produccion de triptéfano. Mediante
el proceso de clonacion y recombinacion homéloga, las cepas de E. coli SGII11032S y
SGII11032 tienen la capacidad de producir a partir de una concentracion de 6% de
sacarosa (cultivo en matraz a 33° C por 96 h), 2.3 y 5.7 g de triptéfano por litro
respectivamente (Tsunekawa et al., 1992).

Alternativamente, una cepa mutante scr~ derivada de la cepa EPEC E2348/69 se esta
generando en el laboratorio del Dr. Gosset. Este mutante permitira realizar diferentes
estudios sobre el efecto en la capacidad del consumo de sacarosa durante los

procesos de colonizacion y la virulencia.
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