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1. Introduccion

Los sistemas de toxina-antitoxina (TA) tipo Il se consideran como pares de proteinas en
las que una toxina se asocia con una antitoxina (antidoto) formando un mddulo. Por
medio de una busqueda bioinformatica se identificd un sistema TA tipo Il Z1059-Z21060
en la cepa patégena EDL933 de Escherichia coli(E.coli) enterohemorragica (EHEC, por
sus siglas en inglés). Se generaron mutantes nulas por medio de la interrupcion

genética en un solo paso.

Para analizar la expresion transcripcional del operon z1060-z1059, se clond la region
promotora de este sistema en un plasmido que lleva el gen reportero gfpmut3A. Se
analizaron los niveles de expresién, detectando los niveles de fluorescencia por medio
de citometria de flujo. La ausencia de la antitoxina Z1059 (EttB) incremento los niveles
de expresion del sistema Z1059-Z1060, observando que la antitoxina Z1059 (EttB)
reprime su propia expresion. Ademas de lo anterior, se analizé la interaccion directa de
la antitoxina Z1059 (EttB) sobre su propia region promotora usando Ensayos de
Cambio en la Movilidad Electroforética, (EMSA, por sus siglas en inglés). La antitoxina
Z1059 (EttB) fue capaz de unirse a su propia region promotora observando complejos

DNA-proteina.

Interesantemente, la ausencia de la antitoxina Z1059 (EttB) afectd el crecimiento de
EHEC a temperatura ambiente pero no a 37°C. Nuestros datos mostraron que el

sistema Z1059-Z1060 fue estimulado a bajas temperaturas con respecto a 37°C.

Las mutantes derivadas del sistema Z1059-Z21060 fueron analizadas en su interaccion

tanto a células animales (células vero, 37°C) como vegetales (lechuga, temperatura



ambiente). En linea con los datos de termorregulacion, la mutante antitoxina z1059
(AettB) estuvo afectada en la adherencia a células vegetales pero no a células
animales, indicando que este sistema es relevante para la patogénesis de EHEC a

temperatura ambiente.



2. Marco teérico

2.1 Escherichia coli

2.1.1 Caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de E.coli

El género Escherichia son bacterias Gram negativa pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. El género estda conformado por seis especies: Escherichia coli,
Escherichia hermannii, Escherichia fergusonii, Escherichia vulneris, Escherichia blattae
y Escherichia albertii(1). Las bacterias del género Escherichia son oxidasa negativas y
sonanaerobias facultativas que tienen tanto un tipo de metabolismo respiratorio y uno
fermentativo. Tanto la generacion de acido y gas se forman a partir de la mayoria de

los hidratos de carbono fermentables.

La especie mas frecuente e importante del género es E. coli, la cual fue aislada por
primera vez de las heces de un nifo en 1885 por el pediatra austriaco Theodor
Escherich(2). E. coli es un bacilo Gram negativo de tamafio 0.3-1 x 1-6 um, que juega
un papel nutricional en el tracto intestinal al sintetizar vitaminas, particularmente
vitamina K (3). Las cepas silvestres de E. coli rara vez requieren factores de
crecimiento y son capaces de crecer utilizando una amplia variedad de fuentes de
carbono y energia como azucares, aminoacidos, acidos organicos, tiene requerimientos
nutricionales sencillos: fermentan la glucosa y lactosa, son capases de reducir los

nitratos a nitritos, son catalasa-positivos y presentan una capsula prominente (4).

E. coli es una cepa comensal del intestino delgado no patégena que forma parte de la
biota intestinal tanto del humano como de muchos mamiferos. La pérdida y la ganancia
de elementos genéticos moviles tienen un principal papel en la formaciéon de los
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genomas de bacterias patogenas.Grandes grupos de genes de virulencia,
denominadas Islas de Patogenicidad (PAls), se pueden encontrar en plasmidos o
integrados en el cromosoma en bacterias patdégenas, pero que no se encuentran en las
bacterias no patéogenas. Debido a estos mecanismos de recombinacién se han
generado patotipos de E. coli, los cuales forman parte de la misma especie pero con
caracteristicas de virulencia que las hacen diferentes a nivel de patogenicidad. Hasta la
fecha, ocho patotipos y sus mecanismos de la enfermedad han sido ampliamente
estudiados. Estos patotipos pueden ser ampliamente clasificados como: Eschericha coli
Diarrogenicos y Eschericha coli Extraintestinales (EXPEC). Los seis patotipos
diarrogénicos son: Escherichia colienteropatégena (EPEC) Escherichia
colienterotoxigénica (ETEC), Escherichia  colienteroinvasiva (EIEC), Escherichia
colienteroagregativa (EAEC), Escherichia colidifusoaderente (DAEC) y Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC) y dos patotipos extraintestinales: Escherichia

coliuropatégenica (UPEC) y Escherichia coli meningitis neonatal (NMEC) (5)

Brain: NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Figura1. Sitio de colonizacion de diferentes patégenos de Eschericha coli EPEC, ETEC y DAEC
colonizan el intestino delgado, ocasionando diarrea, mientras que EHEC y EIEC ocasionan la diarrea en el
intestino grueso; EAEC puede colonizar ambos intestinos. UPEC entra en el tracto urinario y viaja a la vejiga
para causar cistitis, sin tratamiento, puede ascender a los rifiones provocando pielonefritis. La septicemia
puede ocurrir tanto con UPEC y NMEC meningitis neonatal, NMEC puede cruzar la barrera hematoencefalica,
causando meningitis (5).



2.1.2 Epidemiologia

La importancia de EHEC como problema de salud publica se hizo presente después de
un brote epidemioldgico registrado en los Estados Unidos en 1982 cuando muchas
personas enfermaron tras la ingestién de salchichas que no se calentaron lo suficiente
(6), asi como de una infeccidn reportada en Las Vegas asociada con hamburguesas en
1992 (7). Similarmente, en 1996 en Japo6n (8), un brote de EHEC provocd que mas de
9.000 escolares enfermaran por la ingestion de semillas germinadas de rabanos. Mas
de 1000 casos reportados y 2 muertes fueron registrados en Nueva York en 1999
debido a la contaminacion de pozos de agua por el escurrimiento de estiércol de

ganado infectado (9) y en 2006 en 26 estados de Estados Unidos de América (10).

En 2009 se documentaron en Alemania un total de 836 casos de infeccion de EHEC sin
Sindrome Urémico Hemolitico (HUS, por sus siglas en inglés) segun el Instituto Robert
Koch, el 44% de ellos niflos de menos de 5 afos. En este contexto, hubo un brote
epidemioldgico en el verano del 2011 en el norte de Europa, donde cepas hibridas
EHEC/EAEC encontradas en lechugas y otros vegetales causaron la muerte de cientos
de personas (11). Estos ultimos hallazgos mostraron la importancia de estas cepas

patdgenas y la plasticidad de su genoma.

2.1.3 Cuadros clinicos ocasionados por Eschericha coli intestinales

E. coli es una bacteria entérica habitual en el intestino del ser humano y de otros
animales. La bacteria se transmite principalmente por el consumo de alimentos
contaminados, como productos carnicos poco cocidos, leche cruda, hortalizas

contaminadas con materia fecal (12-14).



Las cepas de E. coli patdgenas estan asociadas a multiples enfermedades que
incluyen tanto gastroenteritis como infecciones extra intestinales, tales como como las
Insuficiencia en el Tracto Urinario (ITU), meningitis y sepsis. Las cepas patdégenas de
E. coli estan implicadas en diarreas en nifios, siendo un grave problema de salud en los
paises en desarrollo. E. coli es responsable de un numero considerable de infecciones

del tracto urinario femenino (15, 16).

La pérdida y la ganancia de elementos genéticos moviles tienen un principal papel en la
formacion de los genomas de bacterias patégenas. La Transferencia Horizontal de
Genes (HGT, por sus siglas en inglés) es un mecanismo importante que difunde
rapidamente nuevos rasgos. La adquisicion de estas nuevas caracteristicas es crucial
en la promocion de la supervivencia de un patdégeno, mientras que evoluciona con su
anfitrion. Grandes grupos de genes de virulencia, denominadas islas de patogenicidad
(PAls, por sus siglas en inglés), se pueden encontrar en plasmidos o integrados en el
cromosoma en patdégena bacterias, pero que no se encuentran en las bacterias no
patdgenas. PAls se suelen logran transmitir por medio de: elementos genéticos

moviles, bacteriéfagos, secuencias de insercion o transposones(17).

Los 6 principales patotipos diarrogénicos, son: EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, ETEC,
DAEC y EHEC (16). Los diferentes patotipos comparten muchas estrategias
devirulencia y la adherencia a las células huésped es un requisito para todos los
patotipos exceptuando EIEC.Después de la unidon a la célula epitelial, debe evadir la
respuesta inmune y lograr una colonizacién eficiente, para poder ocasionar la

enfermedad(5).
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Los mecanismos de invasion de los diferentes patotipos diarrogenicos se representan

en la figura 3, y son los siguientes:

EPEC se adhieren a los enterocitos intestinales, destruyendo la arquitectura normal de
microvellosidades, induciendo la fijacién caracteristica y lesion modesta. Alteraciones
del citoesqueleto se acompafian de una respuesta inflamatoria y diarrea. Empieza con
una adherencia inicial, seguida de la formacion delSistema de Secrecion Tipo 3 (SST3)

y por ultimo la formacion del“pedestal”.

EHEC también induce la formacién de pedestales, pero en el colon. La caracteristica
distintiva de EHEC es la elaboraciéon de la toxina Shiga (Stx), que puede conducir a
mortales complicaciones.
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ETEC se adhieren a los enterocitos intestinales e inducen diarrea acuosa por la

secrecion de dos enterotoxinas: termolabil (LT) y termoestable (ST).

EAEC se adhiere a las células epiteliales intestinales formando una biopeliculas gruesa

mediada por la formacion de fimbrias.

EIEC invade la célula epitelial del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la
célula por nucleacién de microfilamentos de actina. Las bacterias pueden moverse
lateralmente a través del epitelio por propagacion directa de célula a célula o pueden

salir y volver a entrar en la membrana plasmatica.

DAEC provoca un efecto de transduccién de sefal caracteristica en enterocitos del
intestino delgado que se manifiesta como el crecimiento de las proyecciones celulares

largos en forma de dedos, que se envuelven alrededor de las bacterias (17).

Guanylate CMT
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Figura3. Mecanismos de invasion de los diferentes patotipos diarrogénicos Esquema representativo de
las seis categorias reconocidas de E. coli diarrogénicas cada uno tiene caracteristicas unicas en su interaccion
con las células eucariotas. a) EPEC b) EHECc) ETECd) EAECe) EIEC f) DAEC
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2.2 Eschericha coli enterohemorragica

2.2.1 Cuadro clinico

Las infecciones pueden variar de diarrea acuosa leve a diarrea sanguinolenta (colitis
hemorragica) y presentar un riesgo para el desarrollo de Sindrome Urémico Hemolitico
(HUS). El periodo de incubacién antes de la aparicién de los primeros sintomas es de 3
dias, siendo el primer sintoma la diarrea, que puede ser acompafiada por fiebre y dolor

abdominal con vomitos.

Los pacientes pueden experimentar colitis hemorragica en los dias subsecuentes, con
una resolucion de la diarrea, pero se debe tener preocupacion debido a la asociacién
de las infecciones con HUS, y puede desarrollarse entre los dias 5 y 13 después de la
aparicion inicial de la diarrea. A largo plazo pueden presentarse secuelas cardiacas,
HUS incluyendo complicaciones gastrointestinales, trastornos neuroldgicos,

hipertension, enfermedad renal cronica y cambios en el comportamiento (18).

Las personas que sufren diarrea sanguinolenta o calambres abdominales intensos
deben buscar atencion médica. Los antibidticos no deben formar parte del tratamiento
de los pacientes con enfermedad por EHEC, y posiblemente aumentan el riesgo de

HUS posteriormente.

El sindrome urémico Hemolitico (HUS)

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es un sindrome clinico caracterizado por la
triada de microangiopatiatrombdética, trombocitopenia y lesion renal aguda. Se

presentan lesiones endoteliales secundarias debido a la toxina Shiga producidas por
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las bacterias. EI HUS familiar supone el 5-10% de los casos. En algunos de estos
pacientes se encuentra una deficiencia o forma anémala del Factor H del complemento

(19).

El HUS se observa principalmente en nifios, sobre todo tras una infeccién digestiva por
E. coli, en general del serotipo O157:H7, asociado a una diarrea sanguinolenta grave.
El HUS se encuentra también en adultos, sobre todo, asociado a la exposicion a
diversos farmacos (mitomicina C, ticlopidina, ciclosporina, tacrolimus, quinina o
quimioterapia combinada),en elperiodo posparto, en la inmunosupresién o tras el
trasplante de médula éseao de 6rganos. (20-22), La disfuncidén renal es el rasgo
dominante y con frecuencia necesita didlisis. Los sintomas neurolégicos son en general
menos llamativos. EI HUS suele cursar como un episodio unico. La proteinuria, la
hematuria y el aumento de las concentraciones de nitrégeno ureico y creatinina en
sangre reflejan el grado de insuficiencia renal. Otros datos de laboratorio incluyen una
anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y aumento de Lactato

Deshidrogenasa (LDH)(23).

Infeccion del sistema urinario

E. coli es la causa mas frecuente de infeccion de las vias urinarias y contribuye a casi
90% de las primeras infecciones urinarias en mujeres jévenes. Los sintomas y signos
consisten en polaquiuria, disuria, hematuria y piuria. El dolor en la fosa rena (regién
lumbar unilateral) que se relaciona con infeccion urinaria alta. Ninguno de estos
sintomas o signos es especifico de la infeccidon por E. coli. La infeccién del sistema

urinario puede ocasionar bacteriemia con signos clinicos de septicemia (24). La mayor
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parte de las infecciones urinarias que afectan a la vejiga o al riién en un hospedador,
por lo demas “sano”, son causadas por un pequefio numero de tipos de antigeno o que
han elaborado especificamente factores de virulencia que facilitan la colonizacion y las
infecciones clinicas subsiguientes. Tales microorganismos se designan como E. coli
uropatdgena. Por lo general estos microorganismos producen hemolisina, que es
citotoxica y facilita la invasion de los tejidos. Las cepas que producen pielonefritis

expresan el antigeno K (capsular) y elaboran fimbrias P (pili) (25).

Septicemia

De forma caracteristica, proviene de infecciones del aparato urinario o digestivo, como
puede ser una perforacién gastrointestinal que provoca una infeccion intraabdominal.
La mortalidad que se asocia a la septicemia es elevada en pacientes cuya inmunidad

esta alterada, o en los que la infeccion primaria se localiza en el abdomen o en el SNC.

Cuando las defensas normales del hospedador son inadecuadas, E. coli puede llegar al
torrente sanguineo y producir septicemia. Los recién nacidos son muy susceptibles a
septicemia con E. coli porque carecen de anticuerpos IgM. La septicemia puede

presentarse como consecuencia de la infeccién del sistema urinario.

Meningitis neonatal

Meningitis bacteriana neonatal es infrecuente pero devastadora. La morbilidad entre los
sobrevivientes sigue siendo alta. Los tipos y la distribucion de los patdgenos estan
relacionados con la edad gestacional, la edad postnatal, y region geografica.
Confirmacion del diagnéstico es dificil. Los signos clinicos son a menudo sutiles,
punciones lumbares se difieren con frecuencia, y los cultivosde liquido cefalorraquideo

14



(LCR) puede verse comprometida por la exposicidon a antibidticos. Los nifios con
meningitis bacteriana pueden tener hemocultivos negativos y los parametros normales
del LCR. Pruebas prometedoras, tales como la PCR requieren un mayor analisis. El

tratamiento oportuno con antibiéticos es esencial(26).

2.2.2 Factores de virulencia

EHEC posee una amplia variedad de factores de virulencia ademas de los factores
generales que comparten todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae, como
son el lipopolisacarido (LPS) y capsula. Las cepas de EHEC poseen factores de

virulencia especializados, tales como las adhesinas y las exotoxinas (27).

También se encuentran presentes 2 principales factores de virulencia: el sistema de
secrecion tipo 3 (SST3) codificado en la isla de patogenicidadLEE y la Toxina tipo

Shiga (Stx).

Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es el principal antigeno de la pared celular y esta formado por tres
componentes: el polisacarido somatico O mas externo, una regién central
polisacaridica compartida por todas las enterobacterias, conforma el antigeno comun

enterobacteriano y el lipido A (figura 4)
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Figura4. Pared celular deenterobacterias. La pared de las enterobacterias se compone de el
lipopolisacarido , que es el principal antigeno de la pared celular, conformado por el polisacarido O,
polisacaridocentral y lipido A(21).

La actividad delLPS depende del componente lipido A del lipopolisacarido que se libera
durante la lisis celular. Muchas de las manifestaciones sistémicas de las infecciones
por bacterias Gram negativas se inician por el LPS, entre ellas las siguientes:
activacion del complemento, liberacion de citocinas, leucocitosis, trombopenia,
coagulacion intravascular diseminada, fiebre, disminucion de la circulacién periférica,

shock y muerte (29).
Capsula

La formacion de la capsula protege de la fagocitosis mediante los antigenos capsulares
hidrofilicos, los cuales repelen la superficie hidrofébica de la célula fagocitica. Estos
antigenosinterfieren en la unién de los anticuerpos a las bacteriasy son poco
imundégenos o activadores del complemento. Sin embargo, el papel protector de la
capsula se reduce cuando el paciente desarrolla anticuerpos anticapsulares

especificos.
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Las adhesinas son un grupo de proteinas en E. coli enterohemorragica (EHEC) que
estan implicados en la unién o la colonizacion de este patégeno a las superficies
biologicas, tales como las que se encuentran en el aparato urinario o en el aparato
digestivo como consecuencia de su capacidad de adherencia a las células en estas
localizaciones para evitar ser eliminado por el efecto de arrastre de la orina que se
expulsa con la miccién o por la motilidad intestinal. Las cepas de E. coli poseen
numerosas adhesinas muy especializadas. Estas incluyen factores antigenos del factor
de colonizacion (CFA/I, CFA/II, CFA/I), fimbrias de adherencia y agregacion (AAF/I,
AAF/IN), pili que forman haces (Bfp), intimina, pili P que se une a los antigenos del
grupo sanguineo P, proteina Ipa (antigeno del plasmido de invasion) y fimbrias Dr, que

se unen a los antigenos del grupo sanguineo Dr(30).

Exotoxinas

E. coli produce también un espectro variado de exotoxinas. Estas incluyen las toxinas
Shigas (Stx-1, Stx-2), las toxinas termoestables (STa, STb) y las toxinas termolabiles

(LT-l'y LT-II).

2.2.3 Sistemas de secrecion

Se han descrito seis vias de secrecion de proteinas en las bacterias: sistemas de
secrecion tipos I, II, 11, IV, V y VI. Dependiendo del sistema de secrecién, los sustratos
secretados tienen tres posibles destinos:que permanecen asociadas con la membrana
externa bacteriana (OM), que se liberen al espacio extracelular o pueden ser

inyectados a una célula diana (eucariota o bacteriano)(22).
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En las bacterias Gram negativas, estos mecanismos se pueden dividir en dos
categorias; aquellos que abarca tanto la membrana interna y la membrana externa (IM
y OM por sus siglas en inglés, respectivamente), y aquellos que abarcan la OM
solamente (23).

Tipo | Tipo il Tipo I Tipo V Tipo IV

Q 8! 8 e )

Exterior de la célula

TolC
Membrana exterior

Espacio
periplasmico

ADP
+Pi
ATP

Citoplasma

Q

Protelna

Chaperona Chaperona

Figura5. Sistemas de secrecion de proteinas de bacterias Gram negativasSe esquematizan los cinco
Sistemas de secrecion de las bacterias Gram negativa. Las vias dependientes de Sec y Tat suministran
proteinas del citoplasma a espacio periplasmico. Los sistemas de tipo I,V y IV completan el proceso de
secrecion por una via dependiente de Sec. El sistema Tat parece suministrar proteinas solo a la via de tipo Il

224 LEE

E. coli O157: H7 forma lesiones de adhesion y borrado (A/E, por sus siglas en inglés)
en las células epiteliales, caracterizado por la unién intima a la superficie de la célula
huésped, la alteracién del citoesqueleto de actina y la formacion del "pedestal"(15, 24).
Deigual manera EPEC yCitrobacterrodentium, también producen el fenotipo de A/E en
las células huésped. La formacién de lesiones de A/E (18, 25) se ha atribuido a una isla
de patogenicidad (PAI, por sus siglas en inglés) de 35 kb (PAIl) denominada locus de

eliminacion de enterocitos (LEE, por sus siglas en inglés). La isla LEE contiene todos
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los genes necesarios para la formacion de un SST3 funcional. LEE tiene un contenido
de Guanina-Citosina (GC) de 38,3%, que es en contraste con el 50,8% deuna cepa de
E. coli comensal K-12, lo que sugiere que la LEE fue adquirido por un evento de

transferencia horizontal de genes(26, 27).

LEE contiene 41 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) que
incluyen genes que codifican el aparato basal y de secrecion del SST3. Los 41 ORFs
se encuentran organizados en cinco operonespolicistronicos: LEE1 a LEE5S (28). Los
operones LEE1, LEE2 y LEES3 codifican para las proteinas del SST3, las cuales forman
un complejo de aguja (Ca)o inyectisoma; LEE4 codifica para las proteinas que se
secretan a través del SST3 las cuales se conocen de forma colectiva con el nombre de
Esp (proteinas secretadas por EPEC); y en LEES5 estan codificadas tanto la adhesina
bacteriana intimina y su receptor llamado Tir,que es translocado por la misma bacteria
a través del SST3 hacia el interior de la célula huésped (29, 30).

1

1
I
I

\
\
\
1 ]

griR griA

ler

B LEEL ZINBY LEE2 | LEE3 LEE5 LEE4

I |

Figura6. La regulacion central de la isla LEE.Los operones LEE 1-5 se indica en negro con los activadores
maestros ORF:Ler en azul y GrlRAen verde. Las flechas grises punteadas corresponden a productos
traducidos de estos genes. Las lineas azules representan los puntos de entrada de positivo regulacion
transcripcional, mientras que las flechas rojas indican una regulacion negativa(31).

El ORF 1 localizado en LEE1 codifica para el regulador maestro Ler, el cual regula
positivamente los operones LEE2 a LEE5S. Ademas de Ler, existe un segundo sistema

regulador maestro: GrlIRA. El operdon grlRA esta situados entre los operones LEE1 y
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LEEZ2, y es activado por Ler y forma un sistema de retroalimentacion positivo de la
expresion de LEE1(26). En contraste, la isla LEE se encuentra reguladanegativamente
por la proteina nucleoide H-NS, donde la proteina Ler(32) actia como un antagonista

de la proteina H-NS, contrarrestando el silenciamiento de la expresién de la isla(33).

La expresiéon de LEE esta estrechamente regulada en respuesta a multiples estimulos:
la temperatura del anfitrion de 37°C proporciona una O6ptima expresiéon de LEE,
ocasionando una fase de crecimiento exponencial(34). Experimentalmente, la isla LEE
puede ser inducida por el crecimiento en medio de cultivo celular DMEM (35) ya que
estas condiciones mimetizan el entorno fisioldgico in vitro de temperatura, pH,
osmolaridad, calcio, hierro y concentraciones de sal. La regulacion transcripcional de
LEE es extremadamente compleja. Se controla a nivel central en dos integrante

regulatorio sistemas codificados dentro de LEE, Ler y GrIRA(31).

LEE1 LEE2 LEE3 LEE5 LEE4

- Regulators - Esc secretion machinery . Intimin - Effector proteins
- Chaperones E] Sep secretion machinery - Translocator proteins El Putative orfs

Figura7. Lesiones histopatoldgicas inducidas por adhesion y borrado (A/E) patégenos, codificado por
LEE A) Micrografia electrénica de barrido de pedestales inducidos por bacterias adherentes..B) Micrografia
electrénica de transmisién mostrando lesiones A/E intestinales C) diagrama que ilustra la organizacién
genética del locus de enterocitoeferente(LEE) (36).

2.2.5 Toxina Shiga
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Aun mas importante que la isla LEE en EHEC, el principal factor de virulencia de este
patotipo es la toxina tipo Shiga (Stx), la cual es basicamente idéntica que la toxina
Shiga producida por Shigelladisenteriae. La toxina Stx es la causante del sindrome
hemolitico urémico (HUS), un trastorno que se caracteriza por insuficiencia renal
aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica. El HUS se ha asociado
sobre todo a la producciéon de Stx-2, que destruye las células endoteliales del
glomérulo. Las lesiones en las células endoteliales inducen activacion de las plaquetas
y acumulacién de trombina, lo que a su vez da lugar a disminucion del filtrado

glomerular e insuficiencia renal aguda (37, 38).

Las cepas de EHEC expresan la toxina Shiga (Stx-1, Stx-2, o ambas), inducen lesiones
de A/E en las células epiteliales y poseen un plasmido de 60 MDa que contiene genes
que codifican para otros factores de virulencia. Stx-1 es esencialmente idéntica a la
toxina Shiga producida por Shigelladysenteriae; Stx-2 presenta una identidad del 60% a
Stx1. Ambas toxinas se adquieren a partir de bacteriéfagos lisogénicos. Ambas toxinas
poseen una subunidad A y cinco subunidades B, y estas ultimas se unen a un
glucolipido especifico de la célula del organismo anfitrién llamado globotriaosilceramida
(GB3). Hay una alta concentraciéon de receptores de GB3 en las vellosidades
intestinales y en las células endoteliales del rindn. Tras la internalizacion de la
subunidad A, la toxina se escinde en dos moléculas, y el fragmento Ai se une al acido
ribonucleico ribosomico (rRNA) 28S e interrumpe la sintesis de proteinas. La
destruccion de las vellosidades intestinales da lugar a disminucidon de la absorcion y
aumento relativo de la secrecion de liquidos. ElI HUS se ha asociado sobre todo a la

produccion de Stx-2, que destruye las células endoteliales del glomérulo. Las lesiones
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en las células endoteliales inducen activacion de las plaquetas y acumulacion de
trombina, lo que a su vez da lugar a disminucion del filtrado glomerular e insuficiencia
renal aguda. Las toxinas Stx estimulan la expresion de citocinas inflamatorias (factor de
necrosis tumoral-a [TNFa], interleucina-6), que entre otros efectos, aumentan la

expresion de globotriaosilceramida (GB3).(37)

2.3 Sistemas Toxina-antitoxina

Ademas del SST3 y de la toxina Stx se han descrito otros factores de virulencia como

reguladores transcripcionales y adhesinas (15, 39, 40).

Existen 5 diferentes tipos de sistemas TA descritos, de los cuales el mas estudiado es
el sistema tipo Il. En este sistema los genes toxina y antitoxina se encuentran
codificados en un operodn bicistronico. La antitoxina ademas de neutralizar la toxina por
interaccidon proteina-proteina, funciona como un represor transcripcional de su propia
expresion. Generalmente, la antitoxina reconoce una secuencia palindrémica localizada

proxima a la caja -10 y -35 de la regién promotora del operon.

2.3.1Clasificacion de los sistemas Toxina-Antitoxina

La principal caracteristica de los sistemas de Toxina-Antitoxina es que estan formados
por dos componentes. Uno es una toxina de larga vida media y el otro una antitoxina,
con una vida media mucho mas corta, capaz de antagonizar el efecto toxico de la

toxina. Estos sistemas se clasifican segun la naturaleza de la antitoxina en cinco tipos.

Tipo |
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Estd basado en el apareamiento de bases del RNAde la antitoxina que es
complementario con el mRNA de la toxina. La traduccién del mRNA se inhibe o bien
por la degradacion a través de RNasa Ill o mediante la oclusién de la secuencia del
sitio de union al ribosoma. A menudo, la toxina y la antitoxina estan codificados en
cadenas opuestas del DNA. EI 5 'o 3' de la region de solapamiento entre los dos genes
es el area involucrada en el apareamiento de bases complementarias, por lo general

con entre 19-23 pares de bases contiguos.

Las toxinas de los sistemas de tipo | son pequefas proteinas hidréfobas, que confieren
toxicidad por las membranas celulares perjudiciales. Pocos dianas intracelulares de las
toxinas de tipo | se han identificado, posiblemente debido a la naturaleza dificil de

analizar las proteinas que son téxicos para sus huéspedes bacterianos.

El tipo | de sistemas a veces incluyo un tercer componente. En el caso de que el
sistema Hok/sok bien caracterizado, ademas de la toxina y la antitoxina Hok/sok, hay
un tercer gen, llamado Mok. Este ORF casi en su totalidad se solapa con el de la
toxina, y la traduccion de la toxina es dependiente de la traduccién de este tercer
componente. Por lo tanto la unién de antitoxina a la toxina es a veces una
simplificacion, y la antitoxina, de hecho, se une un tercer RNA, que a su vez afecta la

traduccion de la toxina.

Tipo Il

Son generalmente de mejor comprension que el tipo I. En este sistema, una antitoxina
es una proteina labil que se une fuertemente e inhibe la actividad de una toxina estable.

La familia mas grande de toxina-antitoxina sistemas de tipo Il es VapBC, que se ha
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encontrado a través de busquedas bioinformatica para representar entre el 37 y el 42%

de todos los loci de tipo Il predichos.

Los sistemas de tipo Il estan organizados en operones con la proteina antitoxina
tipicamente situado aguas arriba de la toxina. La antitoxina inhibe la toxina por la
regulacion negativa de su propia expresion. Las proteinas son tipicamente alrededor de

100 aminoacidos de longitud

Los sistemas toxina antitoxina tipo |l se expresan genéticamente en un operon
bicistronico, que es autorregulado ya sea por el complejo toxina-antitoxina o solamente
por la antitoxina. Proteasas celulares como Lon o ClpP, degradan proteoliticamente a la
antitoxina, que en consecuencia provocan la liberacién de las toxinas. La toxina libre
puede actuar sobre un blanco celular especifico que provocael arresto del crecimiento

de la célula bacteriana o su posterior lisis (41).

Tipo lll

Este tipo de sistema TA se basan en la interaccidén directa entre la proteina toxina y el
RNA de la antitoxina. Los efectos de la proteina toxina son neutralizados por el RNA de

la antitoxina.

Tipo IV

El sistema tipo IV fue propuesto para las proteinas YeeU/YeeV (también llamado
CtbA/CtbB) descrito enE. coli. El analisis funcional de este médulo TAreveld que la

toxina YeeVactuainterfiriendocon proteinasdelcitoesqueleto bacteriano.

Tipo V
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Recientemente, el médulo TA GhoS/GhoT de E. coli fue designado como un sistema
tipo V. Las proteinas GhoS codifican para una antitoxina que tiene actividad de
endorribonucleasa, degradando especificamente el mRNA de la toxina GhoT y por lo

tanto impide su traduccion.

A) Tipol B) Tipo il €] Tipa W
C antitoxing toxina antitoxina taxina C antitoxina foxina
Lol l l
AVAVAVAVAVAVAV AWV AVAVANRAVAVAVAVAN
L4y : | "
i Froesss ‘ N T4 \ l
Diana celular —3 . Diana calular Ciana celular
D) Tipo IV E) Tipo W
antitoxina toxina . antfifoxing toxing
l !
l l l L
. ’ e . —3 Diana celular
1 L \

Figura8. Los cinco tipos de sistemas Toxina-Antitoxina. Modelo esquematico de los 5 sistemas de Toxina-
antitoxina. La diferencia de los sistemas TA radica principalmente en la naturaleza estructural de la antitoxina y
su modo de neutralizacion.

2.3.2. Sistemas Toxina-Antitoxina tipo Il y patogénesis

En el sistema TA tipo Il la antitoxina inestable inhibe la toxina estable. La inestabilidad
de la antitoxina puede explicarse por una estructura menos ordenada, lo que resulta en
una mayor sensibilidad a la degradacion proteolitica. La actividad bioquimica de la

toxina tipo Il mas comun es como una ribonucleasa.

Los sistemas TA tipo llhan emergido como potenciales factores de virulencia de

bacterias patdégenas.Estos sistemas se han asociado a la virulencia de muchos
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patdgenos humanos importantes;se encuentran frecuentes en muchos genomas de
bacterias y han sido implicados también en la formacion de biopeliculas y la
persistencia celular(42). Los sistemas TA tipo |l son ampliamente prevalentes en
bacterias y se ha propuesto que son benéficos en condiciones hostiles favoreciendo la
persistencia (43). En el 2005, en una busqueda de mas de 100 genomas procarioticos
se encontrd que los sistemas TA tipo Il fueron abundantes en procariotes de vida libre
pero raramente encontrados en bacterias asociadas a hospederos (44). Yersiniapestis,
el agente de la peste, codifica al menos 10 sistemas TA tipo Il cromosomales(45).
Mycobacterium tuberculosis tiene al menos 60 sistemas TA tipo Il, mientras que la
bacteria saproéfita Mycobacteriumsmegmatistiene solo dos (44). Rickettsiaspp. que son
bacterias intracelulares estrictas, presentaron hasta 14 sistemas TA y fueron capaces
de inducir muerte celular en células endoteliales (46). Un estudio reciente establecid
que un sistema TA tipo Il promovio la colonizacién de vejiga y rifiones de ratdn por
Escherichia coli uropatogena (UPEC) (42). Ademas, un sistema TA tipo Il llamado
SehAB fue importante para la virulencia de Salmonella enterica serotipo Typhimurium

cuando fue inoculada por via oral (47).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El SST3 y la toxina shiga son los facores de virulencia mas importantes de EHEC.
Recientemnete, se han descrito los sistemas toxina antitoxina tipo [l como potenciales
factores de virulencia en diversas bacterias patdgenas. En una busqueda
bioinformatica identificamos el sistema TA tipo Il Z059-Z1060 que esta presente en
EHEC y ausente en una E. coli comensal, por lo que probablemente deben conferirle a
EHEC un papel importante en la patogenia con respecto a la E. coli comensal. Por lo

tanto, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

1. ¢Cual es la ventaja del sistema TA tipo Il Z1059-Z1060 en el crecimiento de
EHEC?

2. ¢El sistema TA tipo Il Z1059-Z1060) esta involucrado en la patogénesis de
EHEC?

3. ¢En el sistema TA tipo Il Z1059-Z1060, la antitoxina Z1059 reprime directamente

la expresion transcripcional del sistema?

4. HIPOTESIS

Si el sistema TA tipo Il Z1059-Z1060 esta presente en EHEC y ausente en la E. coli
comensal, este sistema conferira una ventaja adaptativa ya sea en su viabilidad o en la
virulencia. Siendo un sistema TA tipo I, la antitoxina Z1059 se unira especificamente a

su propio promotor, autoregulando negativamente su propia expresion.
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5. OBJETIVO

Objetivo general

e Analizar el papel del sistema TA tipo Il Z1059-Z1060 en la patogénesis de

Escherichia coli enterohemorragica.

Objetivos especificos

Generar mutantes nulas en el sistema Z1059-Z1060 por el método de

interrupcion en un solo paso (48).

e Caracterizar el crecimiento de las mutantes generadas por medio de una cinética
de crecimiento.

e Evaluar la expresion transcripcional del sistema TA tipo [ Z1059-Z21060.

e Analizar por medio de EMSA la interaccion directa de la antitoxina Z1059 sobre

Su propia region promotora

6. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Experimental, prospectivo.

Poblacién de estudio:Cepas del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional
Siglo XXI- IMSS: EHEC EDL933, EHEC Az1059::Km, EHEC Az1060::Km, EHEC
Az1059-60::Km, EHEC Az1059::Km pBAD-Z1059. Unidad de Investigacion Médica

en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias.
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7. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos que se describen en esta seccidn fueron proporcionados por
el laboratorio de Microbiologia Molecular de la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria, Centro Médico

Nacional Siglo XXI- IMSS. Se presentan una lista de cepas utilizadas en este trabajo.

Listado de cepas y caracteristicas

Lista de cepas

Cepas Caracteristicas
EHEC EDL933 Cepa silvestre de EHEC; patogena
EHEC pKD46 Cepa silvestre de EHEC con el

plasmido que expresa la

recombinasaA —red

EHEC Az1059::Km' Cepa mutante en la antitoxina
Z1059
EHEC Az1059::Km" pBAD-Z1059 Cepa mutante en la antitoxina

Z1059 (EttB) complementada con
un plasmido que expresa la
antitoxina Z1059 bajo el control de

un promotor de arabinosa

EHEC Az1060::Km' Cepa mutante en la toxina Z1060

EHEC Az1059-60::Km’ Cepa mutante en el sistema toxina-
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antitoxina Z1059-21060

MC4100 Cepa silvestre de E. coli comensal

MC4100 pKD4 Cepa de E. coli con el plasmido que
codifica la resistencia a Kanamicina
(Km)

Medio de cultivo
Se utilizé para el cultivo de E. coli el medio Luria-Bertani (LB)

Composicion de medio LB

NaCl 59
Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Agua desionizada 1000mL

Medio esterilizado en autoclave a 120°C, 15 Bar durante 20 min

Para los ensayos de adherencia se utiliz6 medio DMEM LG

Antibiéticos

Los medios fueron suplementados al medio estéril atemperados con los antibiéticos

correspondientes

e Ampicilina (Ap): 200ug/mL

¢ Cloranfenicol (Cm) : 30ug/mL
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e Kanamicina (Km): 30ug/mL
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La amplificacién de secuencias de DNA gendmicas o plasmidicas se realizé en 100 pl

de reaccién que contenia:

Mezcla de reaccion de la PCR

Taq DNA Polimerasa 1uL
Amortiguador (10X) 10 uL
Cloruro de Magnesio (25 mM) 6 uL
dNTPs (10 mM) 2 uL
Oligonucleétidos c/u (100 mM) 2L
DNA 2
H20 c.b.p. 100uL

Programa basico de amplificacion:

e Desnaturalizacion inicial: 94°C, 5min

e Desnaturalizacion: 94°C, 50 seg

e Hibridacién: 50°C, 50seg 30 ciclos
e Extension: 72°C, 30seg

e Extension final: 72°C, 5min
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Electroforesis de DNA

Se usaron geles horizontales de agarosa al 1%. La electroforesis se realizé en
un amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X, a voltaje constante 100V. Los geles se
tineron con Bromuro de Etidio y el DNA se visualizé en untransiluminador con lampara

de UV.

Generacion de mutantes Az1059::Km (A), Az1060::Km (T) y Az1059-60::Km (TA)

La generacion de las mutantes sencillas y dobles en los genes Z1059 y Z1060 de
EHEC se llevaron a cabo por medio de la metodologia reportada por Datsenko y
Wanner (48). Se usara la cepa silvestre de EHEC EDL933.

En resumen, la metodologia de generacion de mutantes es la siguiente:

El casete de resistencia a kanamicina(Km") del plasmido pKD4 se amplificé por PCR

con los siguientes oligonucleétidos:

Z1059-H1P1

GCT TCT TGATTG AGG TGA AAA ATG AGC GAT AAATTA CAAATG ATGTGT

AGG CTG GAG CTG CTT CG

Z1059-H2P2

GGT AAATCATTT GCAAACATT TTACTT TGC AAAAAC TTC CGG CCC CAT

ATG AAT ATC CTC CTT AG

Z1060-H1P1
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TAA ACA TTA CCA CAA GGA TGG ATGGGT GTG TAT AAG GCA AGG CGATGT

AGG CTG GAG CTG CTT CG
Z1060-H2P2

TCT TCC AGC ATC ATT TGT AAT TTATCG CTC ATT TTT CAC CTC AAT CAT ATG

AAT ATCCTC CTT AG

La cepa silvestre fue transformada con el plasmido pKD46, el cual expresa la

recombinasa lamba-red (A Red).

Se prepararon células electrocompetentes con la cepa silvestre que contiene el
plasmido pKD46, creciéndolas aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente y
siendo inducidas con L-arabinosa a una concentracion final de 1%. Las bacterias
fueron transformadas con el producto de PCR que amplificé la resistencia al antibiotico

y posteriormente seran recuperadas 3 horas a temperatura ambiente.

El producto de la transformacién se plaqueé en cajas de LB con el antibidtico

correspondiente y se incubaron toda la noche a 42°C.
Step 1. PCR amplify FRT-flanked resistance gene

<,
G FrB‘T Antibiotic resistance FRT
L7 »
-

P2

Step 2. Transform strain expressing A Red recombinase

H1 H2

[ Gene A I Gene B ] Gene C

Step 3. Select antibiotic-resistant transformants

FRT FRT
Antibiotic resistance
[ Gene A 7] vz /zz/za/m—rzl Gene C |

J

Figura9. Generacion de mutantes por el método de interrupciéon por un solo pasoProceso mutagénico:
H1 y H2 son las regiones de homologia del gen, y P1 y P2 a las regiones de homologia con el plasmido
pKD46(48).
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Electroporacion

Se llevo a cabo la transformacion de células bacterianas, al permitir la permeabilizacion

de la membrana al inducirle una descarga eléctrica.

A partir de un inéculo crecido toda la noche (cultivo “overnight”), se inocularon 200 ul de
este cultivo a saturacion en 20 mL de medio LB y se incub6 en agitacion por 3 horas en

agitacioén a temperatura ambiente.

Se centrifugd el cultivo a 5,000 rpm por 10min a 4°C. Se efectuaron 3 lavados con H20
estéril a 4°C (en hielo) agregando 20 mL, centrifugandose y eliminando el
sobrenadante. Se resuspendié la pastilla bacterianaen 200 ulde H20 estéril de y se
transfirieron 80 ul de la suspension bacteriana a tubos Eppendorf estéril y se agregaron
10 pl del producto dePCR (para el caso de transformaciones convencionales diferentes
a la mutagénesis, con 3 pl de DNA plasmidico es suficiente). Se transfiridla mezcla
bacteria/DNA a las celdas de electroporacion incubadas en hielo. Los Parametros del

electroporador fueron:

Parametros empleados en la electroporacién de bacterias transformantes.

Parametros de Electroporaciéon

Modo E coli 2.5 kV
Capacitancia uF
Resistencia 200 Q
Voltaje de la descarga 2500
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Una vez efectuada la electroporacion se resuspendié en 1mL de medio LB estéril y el
producto de transformacion fue transferido a tubos Eppendorf estériles, incubandolos a
37°C con agitacién por 3h a temperatura ambiente (en el caso de transformaciones
convencionales con 1 hora a 37°C es suficiente).Posteriormente, se plaquearon en
medio LB agar con el antibidtico correspondiente, y se incubaron toda la noche a 42°C.
Se seleccionaron colonias aisladas y se corroboro la insercién del gen de resistencia

por medio de PCR y secuenciacion.

Cinética de crecimiento

A partir de un inéculo crecido toda la noche, se colocaron 100 pL del cultivo a
saturacion en50 mL de LB estéril en matracesErlenmeyer de 250 mL. Los cultivos
fueron incubadosa diferentes temperaturas (temperatura ambiente y 37°C) y en
agitacién a 200 rpm.Cada hora se tom6 una muestra de 800 pl, por un periodo de 8h, y
se midieron las absorbancias en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 600

nm.

Generacion de fusiones transcripcionales al gen reportero gfp

Se amplificé por medio de PCR la regién reguladora del sistema Z1059-Z1060 usando
oligonucledtidos especificos que contienen los sitios de restriccion para las
enzimasEcoRIl y BamHI en el 5" y 3’, respectivamente (De la Cruz et al., datos no
publicados).El PCR fue limpiado y posteriormente digerido con las enzimas de
restriccionEcoRI-BamHI. ElI DNA fue purificado y clonado en el plasmido pFPV25(49),
el cual fue previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. La reaccion de

ligacion fue transformada en células competentes de E. coli y se seleccionaron colonias

35



candidatas resistentes a ampicilina (Ap"). Se originé el plasmido ettAB-gfp que lleva la
region promotora delsistema Z1059-Z1060 fusionado al gen que codifica para la

proteina GFP (proteina verde fluorescente, por sus siglas en inglés).

efiB ettA
Z1059 Z1060
(Antitoxina) (toxina) satasn___

1057 21 MW

Plaumid sames pFPV2S enA B_gfp

Plasmid sler 4766 3
Comstracied by: Righae! Viliovia
C a Comtraction date: Dec 1993
CommentyReferraces: OFF bused promoser tap vecsor, Usigee cloming wies
w7 persent wpearvam of 3 promowries SlmeA gooe. The plasmed can be motsliied
o s O Suppon ColE L mpiicons wih sesens such as SMI0 or S17 whech can
promde w1 fenctoen B am

Figura10. Generacion de la fusidon transcripcionalettAB-gfp. Esquema de la fusion transcripcional
mostrando la amplificacion por PCR de la region promotora. EI PCR fue digerido y clonado en el vector
pFPV25 originando el plasmido ettAB-gfp.

Preparacion de células para citometria de flujo

A partir de un cultivo crecido toda la noche, se colocaron 100 pL del cultivo del cultivo a
saturacién en 5 mL de medio LB fresco en tubos Falconde 15 mL, en agitacion a 37°C
durante 4h, hasta llegar a fase exponencial.Se tomé1mL de la suspension bacteriana y
se centrifugd a 12,000 rpm, desechando el sobrenadante. Se realizaron tres lavados
con TmL PBS 1x, centrifugandose a 12,000 rpm y se eliminé sobrenadante. Se fijaron
las bacterias con PBS-formaldehido 1.5%, colocandolas a 4°C para su posterior

analisis.

Purificacion de la proteina Z1059 (antitoxina)

Se prepard un cultivo toda la noche de la cepa BL21 (DE3) conteniendo elplasmido

pBAD-Z1059. Se inocularon 1 mL del cultivo a saturacién en 100 mL de medio LB a
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37°C suplementado con 200 ug/mL de ampicilina. Después de 3 horas de crecimiento
se le agrego L-arabinosa a una concentracion final del 0.1% y se incub6 3 h adicionales
en las mismas condiciones. Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifugd a 5,000
rom por 10min a 4°C. La pastilla bacteriana fue resuspendida en 10 mL de
amortiguador urea 8M y se procedid a sonicar (10 pulsos de 1 min con pausas de 1
min) en frio. La suspensién fue centrifugada a 5,000 rpm por 20 min a 4°C y el
sobrenadante fue transferido a una columna con resina de agarosa-niquel previamente
tratada con amortiguador urea 8M. Se procedié a lavar la columna con 100 mL de
amortiguador PBS con 50 mMimidazoly en el lavado final se usé 5 mL de amortiguador
PBS con 500 mMimidazol con las cuales se colectaron 5 fracciones que fueron

posteriormente analizadas por electroforesis de proteinas.

Ensayos de retardamiento en gel (EMSA)

Se preparo un gel de acrilamida nativo al 8% usando la siguiente mezcla:

Componente Cantidad
Acrilamida 3mL
TBE10X 1.5mL
H20 10.52mL
APS 100puL
TEMED 16pL

Para los ensayos de retardo en gel se utilizé un fragmento de 600pb que contenia la
region promotora del operén z1060-z1059.EI DNA se incubd con concentraciones

crecientes de la antitoxina Z1059 (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4uM) durante 30 min, atemperatura
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ambiente, en amortiguador de union 1X (PBS-glicerol 50%).Se us6 como control
negativo, usando el DNA de fbpA (que codificapara una fimbria de Mycobacterium

tuberculosis).

La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (100V), duranteaproximadamente1:30 h,
al término del cual,se tino con bromuro de etidio y se observa el gel en un equipo de

transiluminacion de UV.

Ensayos de adherencia en hojas de lechuga

Se cortaron hojas de lechuga con la boca de un tubo Falcon de 15 mL y se colocé en el
fondo de cada pozo de una placa de 24 pocillos. Posteriormente, se realizaron lavados
con una solucion de cloro al 1% por 2 min y se lavod la lechuga tres veces con solucién
PBS estéril. Se le agregé a cada pocillo 1mL de DMEM LG (lowglucose, 1.0 g/L) y 10yl
del cultivo bacteriano crecido toda la noche, incubandose por 4h a temperatura
ambiente. Se procedio a realizar 3 lavados con PBS estéril. Se transfirieron las hojas a
tubos Eppendorf de 2mL y fue agregado 1mL de triton X-100 0.1% con
aproximadamente 10 perlitas de vidrio, Vortexearpor 2 min. Se realizaron diluciones
seriadas: 900 pyL de PBSestéril y 100 yL de la muestra. Para plaquear se inocular 20
mL de cada dilucién por triplicado en una placa de agar LB con ampicilina (200 png/mL)y

se incubo a 37°C toda la noche.

Ensayos de adherencia a células Vero

Se conté con una placa de 24 pocillos con una monocapa de células vero, previamente
cultivadas, con medio DMEM vy cultivadas a 37°C y 5% COz; se realizaron tres lavados

con solucion PBS estéril. Se le agregé a cada pocillo 1mL de DMEM LG (lowglucose,
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1g/L) y 10pL del cultivo bacteriano, incubandose por 4h a 37°C y 5% COz2. Después de
las 4 horas, se retird el medio y realizaron 3 lavados con PBS estéril. Se elimind el
sobrenadante y fue agregado 1mL de triton X-100 0.1% y se procedié a raspar la base
de los pozos para transferir este lisado en tubos Eppendorf de 1.5 mL.Se realizaron
diluciones seriadas: 900 pyL de PBS estéril y 100 yL de la mezcla. Para plaquear se
inocular 20 uL de cada dilucién por triplicado en una placa de agar LB con ampicilina

(200 mg/mL) y se incubo a 37°C toda la noche.

Representacion esquematica del disefno experimental utilizado

Generacion de bacterias
guimio competentes

A

Eleccion de mutantes.

[

Cinética de Citometria de EMSA.
. Ensayos de
crecimiento flujo ;
adherencia

\' | /

Procesamiento de datos

Presentacion de
informe final
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8. RESULTADOS

El sistema toxina-antitoxina Z1059-Z1060 esta presente en patotipos de E. coli

Se han descrito muchos sistemas TA tipo Il en la E. coli comensal K-12. Mediante una
busqueda bioinformatica de genes homaélogos TA tipo Il en la cepa EDL933 de EHEC,
fue identificado un sistema presente en esta cepa patégena pero ausente en la cepa no
patdogena de E. coli K-12. Este sistema estd anotado en el genoma de EHEC como
z1060-z1059. La presencia de z1060-z1059en EHEC y su ausencia en E. coli K-12
sugiere un probable papel en la patogénesis. Ademas de EHEC, dicho sistema también
fue identificado en EAEC, el cual es otro patotipo de E. coli. Debido a los fenotipos
mostrados en termoregulacién, estos genes fueron renombrados como

ettAB(Eschericha coli termoregulatedToxin-Antitoxin): el gen ettA(z1060) codifica para

la toxina mientras queettB(z1059)para la antitoxina.

|[Escherichia coliThermoregulatedToxin-Antitoxin

ettB ettA
Z1059 Z1060
{Antitoxina) (toxina)

4

NN B AT

995000 1000000 1005000 1010000
EHEC EDL933

yic iy )< HeseoX K Hemn XK Ko |

T T T T
225000 230000 a35000 240000

. . . E. coli K-12

0.45 0.5 0.55 0.6

Figura 11.El sistema toxina-antitoxina Z1059-Z1060 esta presente en patotipos de Eschericha coli La
adquisicion de este sistema TA presente en la version patdgena con respecto a la comensal sugiere un papel
en la patogenia.



Generacion de mutantes por el método de interrupcion en un solo paso

Se generaron tres mutantes en los genes ettAB, insertando un casete de resistencia a

usando la cepa EDL933 que lleva el plasmido pKD46 el cual expreso la recombinasai-

red: AettA (Az1060), AettB (Az1059) y AettAB (Az1060-59).

La ausencia de la antitoxina EttB afecta el crecimiento de EHEC a temperatura

ambiente

Para caracterizar las mutantes en el sistema TA tipo Il EttAB, se realizaron cinéticas de

crecimiento a 37°C y a temperatura ambiente en medio LB, comparandolas con la cepa

silvestre. Mientras que a 37°C las mutantes en el sistema TA tipo Il EttAB no estuvieron

afectadas, la mutante antitoxina AettB presentd una disminucion en el crecimiento.

Interesantemente, la doble mutante AettAB, donde ya esta ausente la toxina y la

antitoxina, recuperod el crecimiento similar a la cepa silvestre.

Temperatura ambiente

1.60E
1.408
1.208
1.008
0.80E
0.60m
0.40R
0.20["

Absorbancia (ODgygnm)

0.008M = ———————
0B 1@ 2B 3 4@ 5@ 6@ 7@

Tiempo (h)

8B

~—=wt

- AettA
AettB

== AettAB

Absorbancia (ODgg,m)

1.800(
1.608E
1.400
1.208
1.008E
0.80
0.60-
0.408

0.20m
0.008

37°C

—=wt

= AettA
AettB

=>& AettAB

0@ 1@

28 3@ 4@ 58 6@ 7@ 8A

Tiempo (h)

Figura12.Cinetica de crecimiento de la cepa silvestre (wt) y las diferentes mutantes AettA, AetiB y
AettAB. Se muestran las curvas de crecimiento en los diferentes fondos mutantes durante un periodo de 8
horas de crecimiento a 37°C y a temperatura ambiente.
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Analisis transcripcional del operén ettAB: evidencia de termorregulacién.

Para evaluar la expresion del sistema EttAB, se introdujo la fusion ettAB-gfpen la cepa
silvestre de EHEC y derivadas mutantes AettA, AettB y AettAB. Por medio de citometria
de flujo se evaluaron los niveles de fluorescencia (GFP) emitidos por las fusiones
transcripcionales.En la cepa silvestre, la fusion ettAB-gfp mostrd altos niveles de
expresion a temperatura ambiente con respecto a 37°C. En ausencia de la toxina EttA
(AettA) no hubo termoregulacion. Los niveles de expresion de la fusidn
trasncripcionalettAB-gfp fueron desreprimidos en la ausencia de la antitoxina EttB
(AettB) y aun en este fondo genético hubo evidencia de termoregulacién. La doble
mutante AettABpresentd un comportamiento similar a la mutante sencilla antitoxina
AettAB.Estos datos muestran que el sistema TA tipo Il EttAB presentd termoregulaciéon

siendo estimulado transcripcionalmente a temperatura ambiente con respecto a 37°C.

1000+

ettAB-gfp

400+

GFP /bacterian

200+

0-
37 TA 37 TA 37 TA 37 TA

wt DettA DettB  DettAB

Figura13. Niveles de expresion a dos temperaturas de crecimiento 37°C y Temperatura ambientela cepa
silvestre (wt) y las diferentes utantes generada (AettA, AettB y AettAB).Existen mayores niveles de
expresion, transcripcion de la fusion ettAB-gfp a temperatura ambiente que a 37°C, evidenciando
termoregulacion de este sistema TA.
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La antitoxina EttB es capaz de unirse especificamente a su propio promotor

Usando un sistema heterélogo en una cepa de E.coliBL21(DE3) se sobre-expreso la
antitoxina EtB que contiene en su extremo carboxilo terminal una etiqueta de Myc y
seis histidinas (Myc-6Xhis) (De la Cruz et al., datos no publicados). Usando una resina
de agarosa-niquel se purifico la proteina y las fracciones colectadas fueron analizadas

en un gel de proteinas como puede ser visto en la siguiente figura:
KDa M F1 F2 F3 F4 F5

0

55
40

35
25

15

Figura14. Analisis de las fracciones de la antitoxina EttB-Myc-6XHis purificada. Gel de poliacrilamida
desnaturalizante tefiido con azul de Coomassie. El gel muestra el marcador de proteinas (M)y las diferentes
franccioneseluidas (F1-F5). En la fraccion F3 se observé la mayor concentracion de proteina.

Con la antitoxina purificada se procedio a realizar ensayos de cambio en la movilidad
electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés). Se amplifico por medio de PCR
laregién promotora de los genesettABy este DNA (100 nM) fue incubado con
cantidades crecientes de la antitoxina purificada. La mezcla DNA-proteina fue resuelta
en un gel nativo de poliacrilamida al 8% y posteriormente tefiido con bromuro de etidio
para visualizar el DNA. La antitoxina EttB-Myc-6XHis se uni6 especificamente con la
region promotora a una concentracion de 400 nM (0.4 uM) observandose
retardamiendo del DNA y la formacién de complejos DNA-proteina. Como control

negativo se uso el DNA del gen fbpA que codifica para una fimbria de Mycobacterium
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tuberculosis. A una concentracion de 400 nM no se observd ni retardo ni formacion de
complejos DNA-proteina por lo que la interaccion de la antitoxina EttB-Myc-6XHis con

su propia region promotora fue especifica.

ettAB fbpA
0 01 0203 04 0 0.4 nMEttB-Myc-His,

Complejo
DNA-proteina

Figura15.La antitoxina EttB-Myc-6XHisse unio especificamente a su propio promotor. La region
promotora fue amplificada por PCR y se incubd con diferentes concentraciones de antitoxina purificada (0-0.4
uM). Se observa la formacion de complejos DNA-proteina a auna concentracién de 0.4 uM. El gen fbpA de
Mycobacterium tuberculosis fue usado como control negativo.

La mutante antitoxina AettBesta afectada en la adherencia a células

vegetalespero no a células animales

Para caracterizar las mutantes en el sistema TA tipo Il EttAB, se evalué la capacidad de
las mutantes para adherirse a células Vero y a hojas de lechuga. Las células Vero son
células epiteliales de riidn de macaco y es el modelo celular mas usado para los
ensayos de infecciones con EHEC (50-52). Las hojas de lechuga es un modelo que
recientemente fue usado debido a que ha sido demostrado que esta bacteria es capaz

de adherirse a este tipo de células vegetales (53, 54) y sobre todo por los brotes
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epidemiologicos donde EHEC fue encontrada en lechugas y espinacas (55-57). Las
mutantes sencillas y dobles en el sistema EttAB no estuvieron afectadas en su
adherencia a células Vero, sin embargo, la mutante antitxotinaettB estuvo afectada en
la adherencia a hojas de lechuga. Este dato es relevante ya que muestra la importancia

de la antitoxina EttB en la adherencia de EHEC a células vegetales.

Temperatura ambiente

37°C Hojas de lechuga
Células Vero *
1.0x10%7 1.0x1007- p=0.0115

1.0x1006
1.0x1008+

UFC/ml
UFC/ml

1.01005-

1.051005-
t DettA DettB DettAB
W Wt  DettA DettB DettAB

Figura 16. Adherencia de EHEC y derivadas mutantes en el sistema TA tipo Il EttAB.Las cepaswt,AettA,
AettB, AettAB fueron analizadas en su capacidad de aherirse a células Vero y hojas de lechugas. La
adherencia es mostrada como las UFC/mL de las diferentes bacterias obtenidas por conteo de diluciones
seriadas. Los datos representan la media de tresexperimentos repetidos en diferentes dias, por triplicado. *p=
0.0115 estadisticamente significativo.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

Los sistemas TA tipo Il han emergido como potenciales factores de virulencia en
diversas bacterias patdgenas. El presente estudio identificd y caracterizé el papel del
sistema TA tipo I EttAB (Z1060-Z1059) en la patogénesis de Escherichia coli
enterohemorragica. Dicho sistema no ha sido ni identificado y mucho menos
caracterizado por lo que los datos generados en este trabajo son novedosos e
interesantes en el campo tanto de los sistemas TA como de la patogénesis de EHEC.
Usando el sistema de mutagénesis de Datsenko y Wanner (46), fuimos capaces de
generar mutantes sencillas y nulas en los genes ettAB, los cuales codifican para la
toxina (ettA, z1060) y antitoxina (ettB, z1059) de un sistema TA tipo Il. Debido a que
estos sistemas regulan el crecimiento y el metabolismo bacteriano (58-60), evaluamos
su efecto sobre el crecimiento de EHEC mediante una cinética de crecimiento tanto a
37°C como a temperatura ambiente (Fig. 12). La ausencia de la antitoxina EttB afectd
el crecimiento de EHEC a temperatura ambiente pero no a 37°C; la doble mutante
ettAB restablecid el crecimiento similar a la cepa silvestre, indicando que la toxina libre
afecta el crecimiento a temperatura ambiente. Estas observaciones sugerian un efecto
de la temperatura en la actividad y/o transcripcion de la toxina EttA. Para evaluar la
expresion del sistema EttAB, evaluamos la fusidn transcripcionalettAB-gfpen la cepa
silvestre y derivadas mutantes AettA, AettB y AettABtanto a 37°C como a temperatura
ambiente. Interesantemente, la expresion de la fusion ettAB-gfp fue estimulada a
temperatura ambiente con respecto a 37°C mostrando termoregulacion (Figura 13).
Similar a otros sistemas TA tipo I, la ausencia de la antitoxina EttBdesreprimio la

expresion del sistema indicando que la antitoxina regula negativamente su propia
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expresion. En ausencia de la toxina EttA y de la antitoxina EttB (AettAB) la expresion
transcripcional fue similar a la ausencia de la antitoxina EttB indicando que solamente
la antitoxina EtB y no la toxina EttA, reprime la transcipcion de su propia expresion.
Sorprendentemente, el efecto de termoregulaciéon se perdié en la mutante sencilla
toxina AettA pero continué observandose en la mutante sencilla antitoxina AettB y doble
mutante AettAB. Estos datos muestran la complejidad del efecto de la temperatura en

la expresion de los genes ettAB.

En un sistema “clasico” TA tipo Il, la antitoxina es capaz de unirse a su propio promotor
(59, 60). Efectivamente, la antitoxina EttB-Myc-6XHis se unié especificamente a una
concentracion de 400 nM observandose la formacién de complejos DNA-proteina
(Figura 15). Este dato es concluyente respecto a que el sistema EttAB es un sistema

TA tipo Il.

EHEC es capaz de adheririse tanto a células animales como vegetales (15, 39, 53, 54,
61). La union a células Vero no mostré algun fenotipo relacionado a la adherencia de la
bacteria a las células eucaridticas. En contraste, usando el modelo vegetal con hojas
de lechuga, pudimos observar que la mutante antitoxina AettBresutd afectada en la
adherencia a este tipo de células (Figura 16). La disminucion de la adherencia
probablemente sea por el efecto de la mutante antitoxina AettB visto en el crecimiento a
temperatura ambiente, sin embargo, no se puede descartar que dicho sistema regule
algunos factores de virulencia, tales como la isla LEE o agun factor de adherencia.
Futuros experimentos en el laboratorio, buscaran mostrar si dicho sistema TA tipo Il

esta relacionado con otros factores de virulencia.
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Interesantemente, los genes TA tipo Il ettABestan presentes en las cepas patogénicas
de EHEC y EAEC (Fig. 11, datos no mostrados). La presencia de dicho sistema en
ambas cepas podria sugerir una ventaja patoadaptativa en células vegetales,
correlacionado que solamente dichos patotipos han sido encontrados en organismos

vegetales, tales como espinacas y lechugas (53, 54).

Los datos generados en este trabajo ayudaran a mejorar el entendimiento de los
sistemas TA tipo Il, tanto en la regulacion de su expresion como su papel en la
virulencia. Este trabajo abre la perspectiva de la importancia del sistema EtAB en la
patogénesis de EHEC, donde experimentos futuros como la relacién estructura-funciéon
de dichas proteinas, nos demostraran la relevancia de estos genes en la virulencia de

esta bacteria patogena.
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10. CONCLUSIONES

El presente trabajo genero las siguientes conclusiones:

e El sistema EttAB en EHEC codifico para un sistema “clasico” TA tipo Il, en el
cual la antitoxina EtB reprimié directamente su propia expresion, uniéndose
especificamente a su region promotora.

e Los genes ettAB presentaron termorregulacion a nivel transcripcionales,
estimulandose su expresiéon a temperatura ambiente con respecto a 37°C.

e La ausencia de la antitoxina EttB afectd el crecimiento de EHEC a temperatura
ambiente y no a 37°C

e La mutante antitoxina AettB estuvo afectada en la adherencia a células
vegetales pero no a células animales, sugiriendo el papel relevante de dicho
sistema en su colonizacion a células vegetales.

e El sistema EttAB le confiri6 una ventaja adaptativa a EHEC cuando la bacteria
crece a temperatura ambiente y cuando dicha bacteria se adhiere a células

vegetales.
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11. PERSPECTIVAS

El trabajo genero las siguientes perspectivas:

e Evaluar la estabilidad de las proteinas EttA y EttB a 37°C y a temperatura
ambiente para evaluar el efecto de la temperatura a nivel post-traduccional.

e Analizar el papel de las proteasas Lon y CIpXP en la transcripcion-traduccién del
sistema EttAB, analizando la expresion de la fusion ettAB-gfp en los fondos
mutantes de proteasas antes mencionadas.

e |dentificar los residuos aminoacidicos relevantes para la funcion del sistema

EttAB por medio de mutagénesis sitio-dirigida en sistemas plasmidicos.
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12. GLOSARIO

Actina Proteina contractii que forma parte de los filamentos finos de las fibras
musculares.

Anemia Trastorno de la sangre en el cual el numero de gldbulos rojos funcionales o su
contenido de hemoglobina estan por debajo de lo normal.

Anemia hemolitica microangiopaticaAnemia en la cual se fragmenta y destruyen
gloébulos rojos por varios tipos de traumatismos mecanicos en los pequeios vasos
sanguineos.

BacteriemiaDescarga pasajera de bacterias en la sangre a partir de un foco infeccioso,
que se manifiesta por temblores y aumentos de temperatura.

CitotoxicaQue tiene un efecto toxico sobre determinadas células.

Coagulacién intravascular diseminadaEs un trastorno grave en el cual las proteinas
que controlan la coagulacion de la sangre se vuelven demasiado activas

Colitis hemorragicaTipo de gastroenteritis en la que EHEC infecta al intestino grueso
y produce toxinas que causan diarrea subita con sangre. Se caracteriza por retortijones
abdominales intensos y de comienzo subito, junto con diarrea acuosa que se vuelve
sanguinolenta en las primeras 24 horas.

DisuriaDificultad o dolor en la evacuacion de la orina.

EMSA (Ensayos de Cambio en la Movilidad Electroforética) Técnica electroforética
para identificacion de ligaciones de un compuesto al otro. Marcase un compuesto para
seguir su movilidad durante la electroféresis. Si el compuesto marcado presentarse
unido a un otro compuesto, entonces la movilidad del compuesto marcado por el medio
electroforético sera retardada.

EnzimasEcoRIEnzima de restriccion producida por E. coli que posee una diana de
restriccion en el ADN de cadena doble dependiente de una secuencia
metiladapalindromica y asimétrica, sobre la cual su actividad catalitica hidrolasa genera
extremos cohesivos.

Enzimas BamHlenzima de restriccion de tipo Il producida por el microorganismo
Bacillusamyloliquefaciens que posee una diana de restriccion en el ADN de cadena
doble dependiente de una secuencia no metilada, palindrémica y asimétrica, sobre la
cual su actividad catalitica hidrolasa genera extremos cohesivos.

Factor de necrosis tumoral-a (TNFa) es miembro de un grupo de otras citocinas que
estimulan la fase aguda de la reaccion inflamatoria.
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FagosomaEs una vesicula que se forma en el interior de la célula unida a la
membrana, formada durante el proceso de la fagocitosis, contiene microorganismos o
material extracelular, fusionandose con otras estructuras intracelulares como los
lisosomas, conducen a la degradacion enzimatica del material ingerido.

Globotriaosilceramida (GB3) esta constituido por una ceramida unida a una cadena
de azucares formada por una glucosa y dos galactosas...

Hematuria Presencia de sangre en la orina.

HemolisinaDestruccion de los hematies o globulos rojos de la sangre que va
acompanada de liberacion de hemoglobina.

Interleucina-6 (IL-6)La IL-6 es una glucoproteina segregada por los macréfagos,
células T, células endoteliales y fibroblastos. Su liberacion esta inducida por la IL-1 y se
incrementa en respuesta a TNFa. Es una citocina con actividad antiinflamatoria y
proinflamatoria.

Islas de patogenicidades una fraccion del ADN gendmico de un microorganismo
patégeno que le faculta como virulento. Suele estar contenido en plasmidos, y su
origen es una transferencia horizontal de material genético.

Lactato Deshidrogenasa (LDH)es una enzima catalizadora que se encuentra en
muchos tejidos del cuerpo, pero su presencia es mayor en el corazén, higado, rifiones,
musculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones. Su analisis se utiliza, por lo general,
para detectar si existen lesiones en el tejido.

ProteinasLony ClpPson dos proteasas mitocondriales ATP-dependientes

Marco de lectura abierto (ORF)Secuencia de ARN comprendida entre un codén de
inicio (AUG) de la traduccién y un codén de terminacion, una vez establecido el marcos
de lectura por el codén de iniciacidén, la secuencia se encuentra "abierta" para la

traduccién porque carece de codon de terminacion.
MeningitisInflamacién de las meninges debida a una infeccién virica o bacteriana.
MicroangiopatiaAfectacion de los pequefios vasos sanguineos

Médulo TA GhoS/GhoT Sistema Toxina-Antitoxina tipo V, donde GhoTcodifica para la
toxina y GhoS es la proteina antitoxina que inhibe la toxina escindiendo

especificamente su mARN.

52



OperonUnidad genética funcional formada por un grupo o complejo de genes capaces
de ejercer una regulacién de su propia expresion por medio de los sustratos con los

que interaccionan las proteinas codificadas por sus genes.
PielonefritisIinfeccion del rifdn y de la pelvis renal.
PiuriaPresencia de pus en la orina.

PolaquiuriaEs un signo urinario, componente del sindrome miccional, caracterizado
por el aumento del numero de micciones durante el dia, que suelen ser de escasa

cantidad y que refleja una irritacion o inflamacion del tracto urinario.

Proteinas YeeU/YeeV (CtbA/CtbB) . Sistemas TA de E.coli, inhibe la polimerizacion
de las proteinas del citoesqueleto bacterianas. La antitoxina YeeU, funciona como un

antagonista de la toxicidadYeeV.

RibonucleasaEs una enzima (nucleasa) que cataliza la hidrolisis de ARN en

componentes mas pequefos.

Septicemialnfeccion grave y generalizada de todo el organismo debida a la existencia
de un foco infeccioso en el interior del cuerpo del cual pasan gérmenes patogenos a la

sangre.

Sindrome Urémico Hemolitico (HUS)es un trastorno que ocurre generalmente
cuando una infeccion en el aparato digestivo produce sustancias toxicas que destruyen

los gldbulos rojos, causando lesion a los rifiones.

SistemaHok/sokEs un mecanismo de eliminacionpostsegregational empleado por el
plasmido R1 en E. coli.Es un sistema de tipo | debido a que la toxina es neutralizada

por un ARN complementario.

Toxina Shiga (Stx)Es una familia de toxinas relacionadas con dos grupos principales,
Stx1 y Stx2, cuyos genes se considera que son parte del genoma de los profagos
lambdoide1
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Transferencia Horizontal de Genes (HGT)Es un proceso en el que un organismo

transfiere material genético a otra célula que no es descendiente.

TransposonesSecuencia de ADN que puede moverse de manera autosuficiente a
diferentes partes del genoma de una célula, un fendmeno conocido como

transposicion.

Trombocitopenia Disminucion del numero de trombocitos o plaquetas por debajo de
100.000/mm3

TrombopeniaDisminucion de la cantidad de plaquetas circulantes en el torrente

sanguineo inferior a 100.000/mm3.

VapBC.(Proteinas de virulencia asociados B y C, por sus siglas en inglés) es la mayor
familia de sistema toxina-antitoxina tipo Il en procariotas. Las toxinas esinhibida por la

co-expresion de la antitoxina, de una manera analoga a un veneno y antidoto.
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