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Introduccion

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) es una cepa patégena de Es-

cherichia coli causante de importantes brotes de diarrea hemorragica a nivel
mundial. Se caracteriza por poseer varias particularidades que aumentan su
potencial patégeno, gracias a una infeccion de fagos poseen un gen para la
produccion de una toxina, que se asemeja a la neurotoxina necrosica de la
bacteria Shigella dysenteriae. La principal manifestacion de la actividad de
Stx son los dafios ocasionados al epitelio intestinal, sin embargo, también
puede causar dafo en las células endoteliales glomerulares en un pequeio
numero de pacientes, lo que da lugar a insuficiencia renal.

En este trabajo se investigo el rol de dos sistemas de dos componentes: Rc-
sAB (Regulation of capsule sintesis), CpxRA (Conjugative pilus expression)
y la proteasa Lon a nivel transcripcional de la toxina shiga. Para esto se de-
termino en primer lugar los medios de cultivo donde la expresion de la toxina
fuera mayor, y a partir de derivadas mutantes se cuantifico la expresion de
stx por medio de PCR en tiempo real.

Se encontré que, en medio minimo, medio LB y medio DMEM LG fueron
las condiciones donde hubo mayor expresion de la toxina. En las derivadas
mutantes, es la cepa A cpxA la unica en reducir la expresion de la toxina, a
diferencia de las cepas A cpxR y A cpxRA, indicando que esta represion es
dependiente a A cpxA para el sistema CpxRA.



En el caso del sistema RcsAB se encontré que A rcsA expresa mayores
niveles de expresién de la toxina comparada a A rcsB. Los datos obtenidos
en esta investigacién indican que para el sistema CpxRA la represion puede
ser causada por regulacion postransduccional via Lon, al igual que la sobre-
expresion de la toxina en RcsAB.

El proceso de regulacion proteica mediado por Lon es muy complejo, es una
combinacion de regulacién a nivel transcripcional y proteolisis que puede ser
constitutiva o condicional. Condicional porque depende de las condiciones
ambientales y constitutiva porque involucra la conformacion estructural su-
jeta a condiciones especificas de co-factores o sustratos

La protedlisis de factores regulatorios ha demostrado tener un rol importante
controlando las redes transcripcionales en bacterias. No se puede descartar
la regulacion de sefales transcripcionales a partir de fragmentos proteoliti-
cos mediados por proteasas como Lon.
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Enterobacterias

La familia de las enterobacterias es un grupo heterogéneo y extenso de
bacilos gramnegativos cuyo habitad natural es el intestino de ser humano y
otros animales. La familia comprende muchos géneros (Escherichia, Shige-
lla, Serratia, Proteus y otros mas). La familia Enterobacteriaceae son bacilos
anaerobios o aerobios facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos
de carbono, poseen una estructura antigénica compleja y producen diversas
toxinas asi como otros factores de virulencia.

Las caracteristicas de esta fami-

lia son: Bacterias gramnegativas,
ya sea moviles con flagelos peri-
tricos o no mdéviles; se multiplican
en medios con peptona sin que se
agregue extracto de carne u otros

complementos. Proliferan adecua-
damente en medios aerobios o

/ / | ﬁpiull
Ribosomas  ADN Membrana  pyreq colar
plasmdtica gas; son catalasa positiva, oxidasa

anaerobios, a menudo produciendo

negativa (excepto Plesiomonas) y

Figura 1: Morfologia y partes de E.

) tienen un contenidos de DNA de
coli. Tomado de Jawetz 2016 CG de 39 a 59% (Jawetz et al.,

2016).
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Figura 2: Detalle de membrana de Enterobacterias. Tomado de
Garcia 2010.
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En la figura una se esquematiza de manera general la morfologia y partes
de £.coli, mientras que en la figura dos se muestra el detalle de una mem-
brana tipica de las enterobacterias.

La membranainterna (o citoplasmatica) consiste en una doble capa de fosfoli-
pidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa
siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con un
espacio periplasmico que contiene una elevada concentracién de proteinas.

La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos
que incluyen lipopolisacaridos (LPS) (en la parte mas externa, son un impor-
tante factor de virulencia de estas bacterias), lipoproteinas (que estan fijadas
al peptidoglucano), proteinas porinas multiméricas (que facilitan el paso de
diversas sustancias, incluidos los antibiéticos betalactamicos) y otras protei-
nas de la membrana externa. Entre estas proteinas hay algunos organelos
complejos que irradian hacia el exterior: los flagelos, estructuras que se uti-
lizan para la locomocién y que provienen de una estructura basal localizada
en la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes), con importante fun-
cion como adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes en las bacte-
rias que contienen plasmidos conjugativos y que las bacterias utilizan para
mediar la transferencia conjugativa de ADN del plasmido (Garcia, 2010).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
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Escherichia coli LE. coll)

TAXONOMIA

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Coli

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Theodore von Escherichia la des-
cribe por primera vez en 1885,
mientras se dedicaba a inves-
tigar la microbiota en el intes-
tino infantil a partir de sus he-
ces, para establecer su rol en
la digestion y la enfermedad.

Desde su descubrimiento E. coli
ha sido el caballo de batalla de
los bacteridlogos, esto en gran
parte porque es facil de cultivar,
manipular y caracterizar. En el
caso de nuestra especie, E. coli
actua como un comensal forman-
do parte de la microbiota intesti-
nal, ayudando asi a la absorcion
de nutrientes y desarrollandose
una relacién de mutuo beneficio.
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Esta y otras bacterias son necesarias para el correcto funcionamiento del
proceso digestivo, ademas de ser responsables de producir vitamina B y
K. Es un microorganismo anaerobio facultativo que se mueve por accion
de flagelos que se distribuyen por todo el cuerpo de la bacteria, no produce
esporas, fermenta la glucosa y a la lactosa (Rosenberg & Schleifer, 2007).

E. coli es una bacteria con una gran versatilidad en su genoma, tiene la
capacidad de intercambiar material genético por medio de elementos ge-
néticos moviles, tales como plasmidos y bacteriéfagos como respuesta de
adaptacién a entornos nuevos y adversos. Inclusive puede adquirir elemen-
tos genéticos tales como trasposones (Tn), plasmidos, bacteriofagos e is-
las de patogenicidad (PAl), que codifiquen factores virulentos, que en pa-
cientes inmunodeprimidos pueden llegar a ser fatales (Croxen et al., 2013).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
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CLASIFICACION

En 1944 Kauffman propone un esquema de clasificacion que aun se ocupa
en la actualidad con el fin de diferenciar los tipos comensales de los pa-
tégenos. Este esquema de clasificacion usa la identificacion seroldgica de
sus antigenos O (lipopolisacarido), H (flagelares) y K (envoltura y capsula,
termoestables y termolabiles). Los serotipos de E. colison determinados por
combinaciones especificas de los antigenos O y H (Nataro & Kaper, 1998).

Capsule [K)
LPS (0} F.|?urq 3: Serc?tlﬁcq-
cion de E. coli.
Cell
membrane

Tomado de www.
ecl-lab.com/en/eco-
li/index

Antes de la identificacion de factores de virulencia especificos en ce-
pas de E. coli, la serotipificacién fue el medio predominante por el
cual se diferenciaron las distintas cepas patdgenas de esta bacteria.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA m
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La serotipificacion de E. coli requiere de gran numero de antisueros.
Como hay pocos laboratorios que la realizan, se prefiere identificar las
cepas mediante sus factores de virulencia empleando ensayos in vi-
tro, por ejemplo pruebas de adherencia en células Hep-2 y ensayos de
toxigenicidad en células. También se pueden realizar ensayos in vivo,
como el asa ligada o la prueba de Sereny, asi como estudios inmunol6-
gicos y pruebas de biologia molecular, para poner de manifiesto la pre-
sencia de fragmentos de genes involucrados en el mecanismo de pa-
togenicidad y que sirvan de marcadores moleculares (Rivero, 2002).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las ce-
pas de E. coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos: en-
terotoxigénica (ETEC); enterohemorragica, también conocidas como
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o
VTEC o STEC); enteroinvasiva (EIEC); enteropatégena (EPEC); en-
teroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (Nataro & Kaper, 1998).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



En el cuadro 1, se muestra un breve resumen de distintas caracteristicas de

los grupos patégenos de E. coli.

Grupo Sintomas Epidemiologia Serogrupos Fadores de
Clinicos mas comunes  patogenicidad

ETEC Diarrea aguda Nifics menores OB:HI, 025HNT  STylLT
aruosa. de 2 afios .

EHEC SUH CH dolor Nifos y adutcs O157H7 O2GHMN, Stx, A/E . intiming,
abdominal fiebre que la adquieren O103H2, pO157.
¥ womito. por comer carne  ON3:H21

mal cocida.

EIEC Diarrea con moco  Nios menores O2BH  O144H  Invasividad,

y sangre, adm de 6 meses. O15ZH plas mido 140
disentérico. MDa.

EPEC Diarrea  aguda, Nifos mayores OG5 086 0142 AJE plasmido EAF
dolor abdominal de 6 meses hasta ded 50a 70 MDa.
vomito y fiebre. 2 anios.

EAEC Diarea  liquida Recien nacidos y O44:H18 Fimbria ~ AAFI,
verde On mMOCOD, NiNos  Menores proteinas pit v
sinsangre de 2 anos. pec

DAEC Diarrea no Nifics de 1a 5 O126H7 Fimbria ~ F1845
hemoragia. anos. OMP.

Cuadro 1: Resumen de las caracteristicas de los patotipos de E.coli. (Nuria

Margall, 1999).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
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PATOTIPOS

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Se caracteriza por provocar normalmente diarrea acuosa en zonas del mun-
do con deficientes condiciones de sanidad e higiene. ETEC se adhiere al
intestino delgado mediante antigenos del factor de colonizacién y produce
enterotoxinas. Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en
ninos menores de dos anos, y en particular durante los primeros seis meses
de vida.

El cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre,
sin moco, sin pus y en pocos casos se presentan fiebre y vomito (Eslava et
al., 1998; Donneberg, 1994).

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Es inmdévil, no fermenta la lactosa. Invade el epitelio intestinal causando
diarrea sanguinolenta en nifios y adultos. Libera el calcio en grandes can-
tidades impidiendo la solidificacion 6sea, produciendo artritis y en algunos
casos arterioesclerosis. Los sintomas caracteristicos en personas infecta-
das por EIEC son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos
solo presentan diarrea, esta en ocasiones es indiferenciable de la que pro-
duce ETEC.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA m
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Las cepas EIEC se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los
cuales la transmision puede ser de persona a persona, por ingestion de ali-
mentos y agua contaminada, convirtiéendose en un patdégeno importante en
nifos mayores de seis meses (Snyder et al, 1998).

E. coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC fue el primer grupo que se identificd serolégicamente y se asocié con
casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de
patogenicidad.

El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana de las cé-
lulas del epitelio intestinal, seguida de la destruccion de la microvellosidad,
con polimerizacion de actina, que lleva a la alteracion del citoesqueleto en
el sitio de la unién de la bacteria, debido al aumento de los niveles de calcio
intracelular y de proteina cinasa C, ha sido denominado adherencia y esfa-
celamiento (A/E) (Knutton et al., 1987).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
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E. coli enteroagregativa (EAEC)

Solo encontrada en humanos. Son llamadas enteroagregativas porque tie-
nen fimbrias con las que aglutinan células en los cultivos de tejidos. El sitio
blanco de dafio de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y delga-
do, con un periodo de incubacion de menos de ocho horas y puede durar
hasta 18 o 20 dias (Cobeljic et al., 1996).

E. coli difusoadherente (DAEC)

Se adhiere a la totalidad de la superficie de las células epiteliales y habitual-
mente causa enfermedad en nifios inmunoldégicamente no desarrollados o
malnutridos. Los serogrupos O predominantes son O75, O15y 0126. Cursa
con enfermedad diarreica aguda. Las deposiciones son acuosas, sin sangre
ni leucocitos. No se conocen el periodo de incubacién, otras manifestacio-
nes ni la duracion.

En la figura 4 se muestra a manera de resumen los mecanismos molecula-
res por los cuales cada cepa patdgena coloniza a su hospedero

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
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Figura 4: Esquema patdlogico de E. coli diarreogénicas. Cada
una tiene caracteristicas Gnicas, aqui se esquematiza la in-

teraccion de cada patétipo con la célula diana. Tomado de
Matthew et al. 2013
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L. coliEnterohemorragica

CARACTERISTICAS GENERALES

Las bacterias E. coli enterohemorragica, cuentan con una variedad de par-
ticularidades que aumentan su potencial patdégeno: en primer lugar, se pue-
den adherir a las células de epitelio de la pared del intestino gracias a una
proteina de envoltura (Adhesina); en segundo lugar, son capaces de produ-
cir una toxina semejante a la toxina Shiga (Stx) de Shigella dysenteriae.

La transmision de este organismo puede ocurrir de formas muy variadas,
pero principalmente por medio de la ingestion oral directa o indirecta de
restos fecales. El reconocimiento de EHEC como una distinta clase patogé-
nica de Escherichia coli fue resultado de dos observaciones epidemioldgicas
clave:

La primera, fue reportada en 1938 por Riley y colaboradores, quienes inves-
tigaban dos brotes de una enfermedad gastrointestinal caracterizada por un
severo dolor abdominal y diarrea acuosa que pasaba a ser diarrea hemorra-
gica. Esta enfermedad fue designada como colitis hemorragica (CH), La se-
rotificacion de muestras de estos pacientes con colitis hemorragica resulté
ser O157:H7, un serotipo raro, que habia sido aislado previamente.
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La segunda observacion clave, fue hecha por Karmali y colaboradores,
también en 1983, donde se reportd la asociacion de casos esporadicos de
sindrome Uremicohemolitico o SUH con una toxina secretada por E. coli
aislada de los pacientes que presentaban la enfermedad. Esta toxina habia
sido reportada previamente por Konowalchuk en 1977, el demuestra que
esta toxina es capaz de inducir muerte en la linea celular Vero (Verotoxina)
(Allocati el al. 2013).

En 1938 hubo un brote de
colitis hemorrdgica (CH) vy

fue asociada con el consu-

mo de hamburguesas mal
cocidas consumidas en una
famosa cadena de restau-
rantes de comida rapida.
EHEC es termo sensible,

por lo que para su pre-

3 vencion se recomienda la
coccion adecuada de los
‘! alimentos, especialmen-
te de carnes (Frias, 1996).
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Al mismo tiempo, O’Brien reporta que los extractos de algunas cepas de
E. coli presentaban actividad citotoxica en la linea celular HelLa, y que esta
actividad podia ser neutralizada con un posterior tratamiento a las células
con un preparado anti toxina de Shigella dysenteriae (Toxina Shiga o Stx).
Posteriormente O’Brien demuestra que esta toxina similar a Shiga y la toxi-
na reportada por Konowalchuk (Verotoxina) eran una misma, producida por
el patotipo O157:H7 que describié Riley en 1938.

Fueron estos antecedentes que permiten a Karmali concluir que la Verotoxi-
na/Toxina similar a Shiga era el factor comun de virulencia entre el Sindro-
me Uremicohemolitico y la colitis hemorragica, y que era a responsable del
dano al tejido intestinal y renal en ambos casos. Esta es considerada una de
las mas significantes contribuciones a la microbiologia (Allocati et al. 2013).
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CUADRO CLINICO

EHEC esta relacionada a dos patologias: Sindrome Urémico hemolitico y
Colitis Hemorragica. La colitis hemorragica es un padecimiento caracteriza-
do por diarrea de inicio brusco acompafnada de dolor abdominal, las evacua-
ciones liquidas son acompafadas por una descarga hemorragica. El sindro-
me urémico hemolitico (SUH) es un desorden multisistémico caracterizado
por presentar insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica
y trombocitopenia grave, con microangiopatia de selectiva localizacion renal
y manifestaciones de lesidén isquémica en otros 6rganos como sistema ner-
vioso central, retina, miocardio, pancreas e intestino (Riley et al. 2011).

Esto da lugar a un cuadro clinico englobado en la denominacién genérica
de microangiopatia trombdtica. El sindrome Urémico hemolitico es una de
las principales causas de dafo renal en nifios. En la infancia tipicamente es
precedido por un cuadro de dolor abdominal y diarrea acuosa y/o sanguino-
lenta. Pueden asociarse vomitos y fiebre. Las manifestaciones neuroldgicas
incluyen convulsiones, ataxia, letargia y coma. El aparato gastrointestinal
puede sufrir infarto, intususcepcion, perforacion, prolapso rectal, apendicitis
o hepatomegalia (Voyer et al., 2007).

Estas manifestaciones son atribuidas a toxinas bacterianas, en este caso a
Stx, que produce lesiones en pequenos vasos sanguineos que afectan fun-
damentalmente al rifidn, pero también pueden afectar al sistema nervioso
central y al aparato gastrointestinal (Griffin, 1990).
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La incubacion de EHEC dentro del hospedero tarda usualmente de 3 a 4
dias antes de presentar sintomas iniciales, donde comienza como una dia-
rrea acuosa, dolor abdominal, puede presentarse fiebre e incluso vomitos.
Después de 1 o 2 dias la diarrea se convierte en una diarrea hemorragica
sin secuelas aparentes, aunque en pacientes menores a 10 anos la enfer-
medad puede progresar hasta Sindrome hemolitico.

E. coli tambien puede causar otras patologias, como infeccion en vias uri-
narias, donde es la causa mas frecuente de infeccion para mujeres jovenes.
Los signos y sintomas consisten en polaquiuria, disuria, hematuria y piuria,
dolor en la fosa rena (region lumbar unilateral) que se relaciona con una
infeccion urinaria alta. Ninguno de estos sintomas es especifico para E. coli.
Es la meningutits neonatal otra patologia relacionada a EHEC, no frecuente
pero devastadora, la morbilidad entre los sobrevivientes es alta. Los tipos y
distribucion de los patdgenos estan relacionados con la edad gestacional,
la edad posnatal y regién geografica. La confirmacion del diagnostico es
dificil. Los signos clinicos son a menudo sutiles funciones lumbares, y los
cultivos del cefaloraquideo pueden verse comprometidos por la exposicion
a antibidticos.

Pruebas moleculares como la PCR son prometedoras para la deteccion de

este patotipo particular de Escherichia coli, ya que permiten amplificar y ca-
racterizar los genes de las toxinas en cepas aisladas (Pratz, 1996).
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TRATAMIENTO CLIiNICO

El uso de antibibticos es particularmente peligroso para la infeccion causada
por EHEC, esto se debe a que algunos causan lisis bacteriana, permitiendo
la liberacién de toxinas en mayor cantidad. Al liberarse las toxinas, al menos
en ensayos in vitro se ha demostrado que esto mata otras bacterias pertene-
cientes a la flora intestinal. También se incrementa la absorcion de toxinas,
lo cual agrava el cuadro clinico de la enfermedad (Nataro & Kaper 2004).

El sindrome uremicohemolitio es la primera causa de insuficiencia renal
aguda en niflos menores de cinco afos. Puede causar la muerte o dejar
secuelas para toda la vida como insuficiencia renal cronica, hipertension
arterial y alteraciones neurolégicas.

Los tratamientos actuales para la infeccién por EHEC pueden incluir dialisis,
hemofiltracién, transfusion de paquetes de eritrocitos, entre otras interven-
ciones. En casos severos puede ser necesario un trasplante renal (Croxen
et al., 2013).
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El paciente con diagndstico de SUH debe ser siempre internado. El trata-
miento consiste en:

1. Correccion de trastornos hidroelectroliticos y del estado acido-base.

2. Transfusién en caso de anemia y/o trombocitopenia grave (75% de
los casos).

3. Inicio precoz de la alimentacion por via oral.

4. Manejo de la hipertension corrigiendo la sobrecarga hidrica y en al-
gunos casos mediante la utilizacién de agentes antihipertensivos como
enalapril, propranolol, nifedipina, etc.

5. No se deben utilizar agentes que inhiban la motilidad intestinal ya
que prolongan la duracion de la diarrea y aumentan el riesgo de pade-

cer SUH.

6. Los antibidticos en general no son utiles para el tratamiento y au-
mentan la gravedad del cuadro.

7. Ante |la sospecha de SUH se debe evitar la sobrehidratacién hasta
haber realizado el diagndstico de certeza.
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En cuanto a la evolucion de la enfermedad: el 50-75% de los pacientes
deben ser sometidos a dialisis peritoneal intermitente o hemodialisis, re-
cuperandose sin secuelas luego de 2 a 3 semanas. La tasa de letalidad es
alrededor del 3%; el 20% al 30% sufren formas persistentes de nefropa-
tias o formas secuelares de insuficiencia renal y del 10% a 15% requieren
transplante renal. El compromiso cardiaco es raro, pero puede conducir a
la insuficiencia cardiaca debido a cardiomiopatia o miocarditis (Pratz, 1996;
Rivero, 2004).

A pesar de la variedad de estrategias para el tratamiento de EHEC, no hay

uno especifico, pues los tratamientos actuales solo buscan limitar los sinto-
mas y prevenir complicaciones sistémicas.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

TRANSMISION Y PREVENCION

El ganado bovino es considerado como el principal reservorio de EHEC. Ge-
neralmente el contagio es por contacto directo con heces fecales de estos
animales. La dosis infectiva es sumamente baja, solo 100 bacterias pueden
producir la enfermedad. El contagio al hombre frecuentemente se debe al
consumo de alimentos carnicos y lacteos contaminados, deficientemente
cocidos o sin pasteurizar. Tambien se da por el contacto directo con los ani-

males o con sus heces, consumo de agua, frutas o verduras contaminadas
(Rivero, 2002).

Uno de los métodos de prevencion mds comunes es lavar y desinfectar los ali-
mentos antes de consumirlos.
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Factores de virulencia

EHEC posee una amplia variedad de factores de virulencia ademas de los

factores generales que comparte con toda la familia Enterobacteriaceae,
como son el liposacarido (LPS) y la capsula. Las cepas de EHEC también
poseen factores de virulencia especializados como las adhesinas y las exo-
toxinas entre otros.

Es importante conocer a detalle esos factores de virulencia, y como afectan
al hospedero, para comprender la patogénesis de la enfermedad.

LIPOSACARIDO Y CAPSULA

El liposacarido (LPS) es el principal antigeno de la pared celular y esta for-
mado por tres componentes:

El polisacarido somatico o mas externo, seguido de una region central poli-
sacaridica compartida por todas las enterobacterias y por ultimo el lipido A.
La actividad del LPS depende del componente lipido A que se libera durante
la lisis celular. Muchas manifestaciones sistémicas de las infecciones por
bacterias se inician por el LPS.
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Figura 5: Pared celular de Ente-
robacterias. La parte de la pared
de las enterobacterias se com-
pone del liposacdrido, que es el
principal antigeno de la pared

celular, conformado por el po-
lisacarido O, central y lipido A.

Tomado y modificado de Mu-
rray P.2008

La formacién de la capsula protege de la fagocitosis mediante los antigenos

capsulares hidrofilicos, los cuales repelen la superficie hidrofébica de la cé-

lula fagocitica. Sin embargo, el papel protector de estos termina cuando se

generan anticuepos anticapsulares especificos.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO |}

ISLAS DE PATOGENICIDAD (PAI)

En afos recientes, grandes bloques de genes encontrados en el cromo-
soma bacteriano se han denominado islas de patogenicidad (PAl), a fin de
describir regiones unicas asociadas con la virulencia.

Son llamadas “islas” por el hecho de que las regiones PAl normalmente
tienen caracteristicas fundamentales, tales como contenido de guanina y
citosina, uso de codones y genes tRNA distintos al resto del genoma del
organismo hopedero actual. Esto sugiere que la transferencia de genes de
una especie ajena en algun punto del pasado distante es el origen probable.

Muchas PAI tienen homodlogos sorprendentemente similares en bacterias
patogénicas para plantas y animales. Las PAIl contienen el paquete comple-
to que se requiere para el despliegue del rasgo patogénico, incluso aquellos
de maxima complejidad que implican de 20 a 30 genes. En los organismos
que despliegan sistemas de secrecion tipo |ll como EHEC, todos los genes
para el aparato de inyeccion, para las proteinas secretadas y para los ele-
mentos reguladoreestan incluidos en la PAL.
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Figura 6: Modelo de una isla de patogenicidad bacteriana. Cada caja re-
presenta genes asociados a la patogenicidad. La linea delgada representa

las regiones no patégenas. Tomado de Nataro y Kaper 1998.
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El tamafio cromosémico de EHEC O157:H7 es de 5,5 Mb. Esto incluye a 4,1
Mb que son altamente conservados en todas las cepas de E. coli. El restante
es especifico para EHEC O157:H7 (Perna 2001). Ademas, la comparacién
de EHEC O157:H7 con Escherichia coli no patégena K12 muestra que se
han perdido 0.53 Mb, lo que sugiere pérdida de material genético como par-
te de la evolucion de EHEC (Dobrindt, 2003).

Uno de los signos caracteristicos de
la infeccion por EHEC, son las le-
siones de adherencia y esfacelacién
(A/E), las cuales son atribuidas a una
isla de patogenicidad (PAl) de 35kb
denominada “Locus de eliminacion
de enterocitos” o LEE por sus siglas
en ingles. LEE consiste en 410RFs
(Open reading frames) funcionalmen-
te organizados en 5 operones llama-
dos LLET, LEE2, LEE3, LEE4, LEES.
LEE1, LEE2y LEES3 contienen todos

Figura 7: Histopatologia de una le-

sion de adherencia y esfacelaciéon .
(A/E) caracteristica de EHEC. Se los genes necesarios para la forma-
VT CR Tl T R T oT{e o L EH GG Il cidn de un SST3 (Sistema de Secre-

CULECR IR EC S CIMRRIC S cion tipo 3) funcional y diversas pro-

dera. Tomado de S.) Elliot 2000.
pedera. Tomado de 5.] Ellio teinas efectoras (Elliott, 2000).
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En la figura 7 se muestra a detalle una lesion de adherencia y esfacelaciéon
de EHEC en celulas epiteliales del intestino.

El SST3, otro factor de virulencia importante en EHEC, es un organelo que
inyecta proteinas bacterianas en la célula hospedera. A través de este siste-
ma de secrecion/inyeccion de proteinas, los patdogenos translocan factores
de virulencia (efectores) directamente en la células del huesped, lo que per-
mite la infeccion por desestabilizacién de los mecanismo de defensa de las
células (Brien, 2011).

LEE es regulada gracias a la interaccion entre la bacteria y el ambiente
dentro del hospedero; En el operon LEET se codifica a Ler, que es una
proteina que es el principal regulador transcripcional de la isla de patogeni-
cidad LEE. Es una proteina de 15KDa y se ha demostrado que es esencial
para la formacién de lesiones A/E de EHEC en el hospedero. LEE5 alberga
informacion para Tir, que es una proteina transmembranal que actua como
receptor de intimina, también importante para las lesiones A/E (Sperandio et
al., 2000).
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Existen otros dos reguladores importantes para LEE; GrlA (Global Regulator
LEE Activator) y GrIR (Global Regulator LEE Repressor), los cuales fueron
descritos en 2004 por Deng y colaboradores (Deng et al. 2004). Estos regu-
ladores son codificados por el operon griAR localizado entre el gen rorf3 'y
el operon LEEZ de LEE (Barba et al., 2005). Ambos reguladores tienen roles
importantes en LEE (activador y represor respectivamente). GrlA se une al
promotor de LEE1T regulando positivamente la expresion de Ler. Mientras
que GriIR regula negativamente a GrlA, al unirse y prevenir que GrlA se una
a LEE1T (Creasey et al., 2003).

La regulacién de la expresion genética de LEE es un proceso altamente
complejo y coordinado, dependiente de las condiciones ambientales, inte-
raccion de genes, interaccién de proteinas del organismo y del hospedero
asi como de varios reguladores y vias reguladoras, ya sea de manera indi-
recta o directa.
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ADHESINAS Y OTROS FACTORES DE ADHERENCIA

La primera interaccion importante entre un microorganismo patogénico y su
hospedador implica la adherencia a la superficie de una célula eucariota.

En su forma mas sencilla, la adherencia requiere de la participacion de dos
factores: una adhesina para el microbio invasor y un receptor sobre la célula
hospedadora. Ademas de lograr una unién entre la bacteria y el hospedero,
la capacidad toxigénica de las cepas de EHEC es necesaria para que el pa-
ciente desarrolle colitis hemorragica.

En la infeccion por EHEC se producen lesiones tipo “pedestal”’, esto como
consecuencia del fendbmeno de adherencia y esfacelacion (A/E), donde
participan genes cromosomales y plasmidicos que inducen y/o regulan la
expresion de los factores de virulencia de la bacteria. Estas lesiones se ca-
racterizan por la union intima a la superficie de la célula huésped con una
alteracion del citoesqueleto de actina.

Estas lesiones se relacionan con el gen cromosomal eae que codifica para
una proteina de membrana externa (OMP) de 94 kilodaltones (kDa), llama-
da intimina. Es esta proteina la que permite que ocurra la unién intima de la
bacteria y las celulas epiteliales del hospedero.

En la figura 8 se Muestra un esquema a manera de resumen de la reaccio-
nes moleculares que ocurren durante la formacion de las lesiones A/E tipica
de EHEC.
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Figura 8: Interacciones moleculares en una lesion de adherencia y
esfacelacion (A/E) caracteristica de EHEC. Al encontrar las con-
diciones adecuadas en el tracto intestinal del hospedero, EHEC
comienza la transcripcion de LEE para el montaje del SST3 lo
que le permite traslocar sus propias proteinas (Tir) a las celulas
del hospedero, Causando reareglos en el citoesqueleto bacteria-
no. Lo cual resulta en la unién intima de la bacteria y la celula
hospedera causando lesiones A/E. Tomado de Sperandio y Ngu-
yen 2012.
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PLASMIDO pO157

Un plasmido es DNA extracromosomal que es capaz de replicarse de mane-
ra independiente al DNA cromosomal. Son elementos méviles que proveen
al organismo gran variedad de ventajas, como resistencia a antibioticos o
metales pesados, ademas de factores de patogenicidad.

En EHEC el plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa), es capaz de con-
ferirle a EHEC mas factores de virulencia, este esta altamente conservado
en EHEC O157:H7, y puede variar en tamano, desde 93 a 104 Kb (Schmidt
et al., 1993).

Existe un fragmento de 4 Kb que codifica para la enterohemolisina una po-
tente citotoxina capaz de liberar el grupo hemo en la hemoglobina (Donne-
berg, 1994). La enterohemolisina pertenece a la familia de toxinas RTX, el
gen que codifica para esta proteina es ehxA, no se sabe con certeza su
papel en la patogénesis de EHEC, pero se cree que libera hierro para que
EHEC pueda aumentar su crecimiento (Schmidt et al., 1994).

Ademas de la enterohemolisina, poco se sabe sobre el plasmido pO157,
aunque se ha reportado que cepas de EHEC sin el, pierden capacidad de
adherencia en células Vero in vitro (Sanger, 1996). También se sabe que en
este plasmido se encuentra un segmento genético aparentemente intacto
que codifica para un sistema de secrecion tipo Il (Creasey el al., 2003).
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Toxinas Bacterianas

Muchas bacterias patdogenas albergan plasmidos o bacteriéfagos que codi-
fican toxinas importantes. Una toxina es una sustancia venenosa produci-
da por células vivas de organismos bioldgicos, las toxinas microbianas son
determinantes importantes de la virulencia responsable de patogenicidad
microbiana y/o evasion de la respuesta inmune del hospedador.

Bacterias como Escherichia coli que colonizan el tracto gastrointestinal de
mamiferos estén expuestas a interactuar con gran cantidad de virus y bac-
teridfagos. Muchos bacteriéfagos inyectan su material génetico y utilizan a
la bacteria para replicarse en un proceso conocido como lisogenia. Es en
este estado lisogénico donde el genoma del fago es replicado por la bacteria
infectada.

Los bacteriéfagos han evolucionado para ser capaces de iniciar su repli-
cacion y escapar de huésped utilizando el estrés o la respuesta SOS de la
bacteria. La integracion de los genomas del fago y su posterior degradacion
son importantes en la evolucién de muchos géneros bacterianos.
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Algunas toxinas, tales como neurotoxinas botulinicas, son las toxinas mas
potentes naturales conocidas. Sin embargo, las toxinas microbianas también
tienen usos importantes en investigaciéon médica. Aplicaciones potenciales
de estudio de toxinas incluyen el combate de la virulencia microbiana, el de-
sarrollo de nuevas drogas contra el cancer y otros medicamentos, ademas
de su uso como herramienta en neurobiologia y biologia celular.

El principal factor de virulencia de EHEC es la toxina Shiga (Stx). Su sintesis
esta relacionada con la presencia del bacteriéfago stx, que esta insertado
en el genoma de EHEC. La toxina Shiga Stx actua a nivel de sintesis de
proteinas ya que se une a la subunidad 60S de los ribosomas de las células
intestinales o renales del hospedero, causando muerte celular al inhibir com-
pletamente la sintesis de proteinas. La toxina también aumenta la liberacién
de citosinas, se le atribuye a estas proteinas el desarrollo del Sindrome Uré-
mico Hemolitico (Allocati et al., 2013).
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Figura 9: Genes que regulan la patogenicidad de EHEC. Tomado
de Nataro y Kaper 1998. En la parte superior se muestra el detalle
de la isla de patogenicidad LEE, despues el profago stxy al final el
plasmido pO157.
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TOXINA SHIGA ( Stx)

El mayor factor de virulencia de EHEC es la toxina Shiga, ademas de ser la
que caracteriza a este grupo patogénico de Escherichia coli. Esta potente
citotdxina es la responsable de gran parte de la sintomatologia de EHEC y
de sus posibles complicaciones que pueden llevar a la muerte del paciente.
Dentro de la familia de esta toxina existen dos grupos principales: Stx1 y
Stx2.

Las toxinas son llamadas Shiga por Kiyoshi Shiga, quien fue el primero en
describir el origen bacteriano de la disenteria causada por Shigella dysen-
teriae. También son conocidas como Verotoxinas, esto relacionado a su
toxicidad en celulas Vero (Allocati et al., 2013).

Estas toxinas actuan inhibiendo la sintesis proteica dentro de células blanco
de manera similar a la ricina producida por Ricinus Comunis. Después de
entrar a la célula, la proteina funciona como N-glicosidasa, deteniendo asi
la sintesis de proteinas (Sandving, 2000).
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La toxina tiene dos subunidades designadas como A y B uniéndose de
manera no covalente. La subunidad A de Stx es una N-glicosidasa que es-
cinde el enlace N-glicosidico de un residuo de adenina especifico del ARNr
28S en la subunidad 60S ribosomal inhibiendo la sintesis de proteinas.
Mientras que la subunidad B es un pentdmero que se une a glipolipidos
especificos de células eucariotas, al receptor altamente especifico Gb3
(globotriaosylceramida).

Este receptor se encuentra en células del epitelio intestinal del ser huma-
no, por lo que se le atribuye el dafio de EHEC (aunque se han encontrado
estos receptores en cerebro y rifion). Posteriormente la subunidad A es
internalizada y clivada en dos partes, A1 se une al ribosoma impidiendo la
sintesis de proteinas.

El bacteriéfago six también introduce variaciones diferentes en las cepas,
incluyendo la expresion de diferentes variantes de la toxina Shiga. Todas
estas variantes pertenecen una familia de exotoxinas A1B5 (formada por
una fraccion enzimatica y 5 de unién). Las variantes Stx2 difieren de las
Stx1 en su actividad bioldgica, reactividad inmunoldgica y en el receptor
al que se unen. Ademas Stx1 es identica a la producida por Shigella dy-
senteriae con una unica diferencia en un aminoacido en la subunidad A,
mientras que Stx2 solo comparte el 55% de la secuencia de aminoacidos
de Stx1. Stx2 es mas potente en humanos y es la que mas comunmente
se asocia a HUS.
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Ambos grupos pueden ser encontrados en distintas cepas de EHEC, ya sea
solo uno o una combinacién de ambos. En la figura 10 se esquematiza en
mecanismo de accion de la toxina en las celulas del hospedero.

SHIGA
TOXIN

1)

DEATH
EUKARYOTIC CELLS

Figura 10: Mecanismo de accion de Stx. Esta toxina est constituida por un pen-
tédmero de subunidades B unidos a una unidad catalitica A, las subunidades B

se unen al receptor GB3 y stx es internalizada por endocitosis, llega a ribosoma
inactivando sintesis de proteinas, causando muerte celular. Tomado de Allocati
2013.
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En EHEC O157:H7 Stx es codificada por dos bacteriéfagos convertidores
de toxina en el cromosoma bacteriano: 933W y 933J. El gen six esta loca-
lizado ya sea de manera intacta o parcial en profagos de la familia lambda,
los cuales estan integrados al cromosoma bacteriano. La activacion de la
fase litica del ciclo del fago lleva a la produccién de la toxina, la cual es libe-
rada con la lisis bacteriana.

Los genes que codifican para Stx1 y Stx2 estan localizados en los ultimos
genes del fago, donde la expresion de StxAB esta bajo control del ciclo del
fago. Stx2 solo se produce cuando el fago entra en su ciclo litico, mientras
que Stx1 depende por el ciclo del fago y un promotor regulado por hierro.

El fago lambda permanece quiescente debido a la unién de un represor (cl)
en ambos lados de su operon inhibiendo la actividad de los promotores del
fago (PR y PL). Para entrar en fase litica, el bacteriéfago que codifica StxAB
toma ventaja de la respuesta SOS bacteriana que produce y activa a RecA
que se une al represor del fago (cl), permitiendo asi la actividad de los pro-
motores del fago, lisando a la célula y liberando la toxina.
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Figura 11: Regulacion de la expresion de la toxina Shiga.En la parte
superior se muestra la estado quiescente del fago (Estado lisogéni-
co) y en la inferior el estado inducido (Estado litico). Tomado de

Xu 2012.
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Es evidente que la presencia del bacteridfago stx en EHEC le confiere ven-
tajas en la colonizacion y permanencia en el tracto gastrointestinal mediante
la produccién de la toxina Shiga.

La induccion de la respuesta SOS bacteriana en el tracto gastrointestinal
del hospedero permitira que la toxina sea liberada, esto permite la sobreex-
presién y reacomodo de nucleolina y otros receptores en la superficie de las
células epiteliales promoviendo la colonizacion de EHEC.

Ademas se sabe que el bacterifago stx es capaz de reprimir a LEE por me-
dio de ler. Se cree que esta es una estrategia para que este sistema critico
de colonizacion sea dependiente de stx y de esta manera se pueda asegu-
rar la colonizacion bacteriana al hospedero (Xu et al., 2012).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO |

S5T3 Reprimido por 5tx
OO0 00O

Respuesta 505 e

Sensores activan

inducion de Stx Pchy Ler Figura 12: Esquema de la
en subpoblacion regulacién de SST3 por
medio del profago Stx.

Modelo de la interaccién

Lisis celular Profago Stx reprimido de EHEC en epitelio. La

St es liberada {“ '} induccién 5573 respuesta SOS de éstres re-

sulta en induccion del pro-
: >
' |
| L

fago stx en una subpobla-
cion liberando a Stx para
resdistribuir receptores en

la célula hospedera per-
mitiendo la activacion de
Ler y de LEE permitiendo
> la expresion de SST3 (Xu,
. 2012).
|

M lacio

. EHEC se une a los odulacion

Stx redistribuye " inducid por Stx y
I res inauci

receptores ecep_oresl , ciaos proteinas

via intimina. efectoras.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

Reguladores
Transcripcionales

Sistemas de dos componentes (TCS)

Los sistemas de dos componentes representan uno de los mecanismos de
sefalizacion predominantes en bacterias. Estos sistemas permiten a la bac-
teria hacer frente a cambios rapidos en las condiciones celulares o ambien-
tales. TCS tipicamente consisten en una cinasa sensor (SK) y un regulador
de respuesta (RR) (Gao et al., 2009).

La deteccion de un estimulo en especifico da como resultado una autofos-
forilacién de la SK activando a su RR. A la vez, RR podra activar factores
de transcripcion para genes especificos. La respuesta del sistema de dos
componentes termina cuando RR es desfosforilada por actividad intrinseca
de la cinasa sensor (Stock et al, 2000; Gao, 2009).
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Sistema de dos componentes CpxRA (Conjugative pilus
expression)

Unos de los sistemas conocidos para Escherichia coli es el sistema de dos
componentes Cpx. Este regula la respuesta al éstres al monitorear y man-
tener la integridad de la célula. Este sistema consiste en CpxA como cinasa
sensor (SK), CpxR como regulador de respuesta (RR) y una proteina ac-
cesoria periplasmatica CpxP, esta proteina accesoria tiene la capacidad de
inhibir la actividad del sistema al dar un feedback loop. Esto quiere decir que
en altas concentraciones de CpxP, se detendra la expresion del sistema.
(Fleischer 2007).

CpxA es una proteina que tiene actividad como cinasa y fosfatasa, y su au-
tofosforilacién es inhibida por CpxR. Este sistema de dos componentes es
inducido por varios estimulos, incluyendo la presencia de proteinas mal ple-
gadas, pH alcalinos, sales, cambios en la composicion lipidica del ambiente
e incluso a la union de la bacteria a superficies abioticas (Otto, 2002).

Esta via también tiene un efecto directo en la transcripcion de los genes de
la virulencia y de los reguladores de la virulencia en diferentes patogenos.
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Sistema RcsAB (Regulation of capsule sintesis)

La encapsulacion por exopolisacaridos (EPS) protege a las bacterias de
condiciones ambientales no favorables para su ciclo de vida. La produccion
de EPS ademas representa un factor esencial para la virulencia de gran va-
riedad de bacterias patdégenas. Es el sistema RcsAB el encargado de con-
trolar la produccion de EPS en especies como Escherichia coli, Klebsiella
pneumonae y Salmonella typhi (Bernhard, 2000).

Se ha demostrado que bacterias mutantes en RcsAB son capaces de sobre-
vivir en condiciones normales, pero en presencia de éstres inducido por clo-
ropromazina, las mutantes en este sistema no pueden recuperarse, lo que
demuestra que si bien, este sistema no es esencial para la vida, lo es para
que la bacteria pueda recuperarse de ciertos factores de éstres ambiental.

Este sistema implica dos proteinas y una accesoria de apoyo. El regulador
RcsB es activado al ser fosforilado por RcsC, su sensor cognado. La acti-
vacion de la sintesis de EPS requiere de coofactor RcsA, que junto a RcsB
forma un heterodimero que se une en un sitio especifico llamado “caja Rc-
sAB” (Bernhard, 2000).

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL !
AUTONOMA DE MEXICO |

La proteina RcsB es activada al ser fosforilada por el receptor transmembra-
nal RcsC. La proteina RcsA es limitada por la induccion de la biosintesis de
EPS, no es posible encontrarla en células a menos que haya sido inducida
su proliferacién ya que en condiciones normales es rapidamente degradada
por la proteasa Lon.

La prescencia de RcsB es fundamental para la biosintesis capsular, donde
RcsA puede ser remplazada por una sobreexpresion de RcsB. RcsA puede
actuar como un coinductor de la biosintesis de EPS al facilitar la unién de
RcsB al DNA.

Proteasa Lon

Es una serina proteasacitoplasmatica dependiente de ATP que media la
degradacion selectiva de proteinas mutantes o anormales, asi como las de
vida corta, como las antitoxinas. Es requerida para la homeostasis celular
y para sobrevivir a dafios en el DNA 'y a éstres ambiental. Es capaz de de-
gradar polipéptidos hasta pequefnas cadenas de 5 a 10 aminoacidos. Sus
sustrados enddgenos incluyen las proteinas reguladoras RcsA 'y SulA, el
activador transcripcional SoxS y antitoxinas CcdA, HipB,y MazE (Melderen,
2009).
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También incrementa la sintesis del polisacarido de la capsula al incrementar
la expresién de genes cps (colonic acid capsular polysaccharide) y es un
regulador positivo de RcsA.

Lon no ha sido estudiada particularmente para EHEC, aunque en otras
bacterias gramnegativas esta proteina esta relacionada con las estructuras
flagelares. Es una proteasa celular que media la degradacién selectiva de
proteinas anormales o reguladoras, incluyendo antitoxinas.
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¢Porqué estudiar la toxina shiga en EHEC?
|

Cada ano, centenares de miles de personas se enferman a causa de va-
riedades patogénicas de E. coli, y cientos de ellas fallecen. En los ultimos
afios ha habido un aumento de los brotes de EHEC y se han registrado
millares de casos esporadicos de colitis hemorragica, algunos de los cuales
provocan el sindrome urémico hemolitico (SUH) que puede llegar a ser mor-
tal. Los brotes de EHEC han tenido un efecto significativo en los sistemas
de atencion sanitaria y en la produccion y el comercio agropecuarios en
muchos paises del mundo

La toxina Shiga (Stx) es el factor de virulencia mas importante de EHEC.
Hay muy pocos reportes acerca del control transcripcional de la toxina shi-
ga, especificamente las condiciones de cultivo que afectan su expresion y
los reguladores transcripcionales que controlan su transcripcién. Usando
diferentes medios de cultivo bacterianos y una serie de mutantes derivadas
de la cepa de referencia de EHEC EDL933, los datos que se generen en
este trabajo nos permitiran conocer aspectos relevantes acerca de los me-
canismos moleculares que regulan la expresion de la toxina shiga.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA







UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO L%

Crecimiento Bacteriano
Se trabajo con la cepa de referencia de EHEC EDL933 (silvestre) y deriva-
das mutantes en reguladores transcripcionales.

Cepa Caracteristicas.

EHEC EDL933 Cepa silvestre de EHEC, patogena.

EHEC A cpxRt Cepa patogena mutada de EHEC en el gen coxR con
resistencia a Km (Kanamicina)

EHEC A gpxA Cepa patogena mutada de EHEC en el gen ¢oxd con
resistencia a Km (Kanamicina)

EHEC A ¢pxRA Cepa patogena mutada de EHEC en el gen coxR y coxd
con resistencia a kKm (Kanamicina)

EHEC A rcsA Cepa patogena mutada de EHEC en el gen rcsd con
resistencia a Km (Kanamicina)

EHEC A rcsB Cepa patogena mutada de EHEC en el gen rcs8 con
resistencia a Km (Kanamicina)

EHEC A Jon Cepa patogena mutada de EHEC en el gen fon con
resistencia a Km (Kanamicina)

Inicialmente, se determind la expresion de la toxina shiga por medio de PCR

en tiempo real (QPCR) en la cepa silvestre usando diferentes medios de

cultivo.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA




UNIVERSIDAD NACIONAL !
AUTONOMA DE MEXICO %

Medios de cultivo

Medio Composicion (500 mL)

Medio Minimo En 500 mL de agua destilada se agregan 0.1864 g de KCl, 0.4955 g de
(NH,),S0,,0.0435 g de K,S0O,,0.068 g de KH,PO,, 7.87 g de TRIS HCL, 6.25
ml de Glicerol al 40%, 1 g de casaminoacidos y 200 pl de MgCl, 25mM.
Esterilizar y ajustar pH a 7.2.

Medio T Suspender 7.5 g de polvo en 0.5 litros de agua destilada. Mezclar bien y
distribuir. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio DMEM LG = Medio comercial Gibco™ DMEM bajo en glucosa (LG)

Medio DMEM HG | Medio comercial Gibco™ DMEM rico en glucosa (HG)

Medio TSB Agregar 15 g de la formula (DIFCO laboratories Detroit Michigan USA) en
00 ml. La formula contiene: 7.5 g de digeride pancreatico de tejido animal,
1.5 g de digerido de soya, 0.75 g de dextrosa, 2.5 g de NaCl. y 0.75 g de

Ma.PO,.

Medio CFB Agregar 5 g de casaminoacides, 0.75 g de extracto de levadura, 2.5 ml
MgCl. (25mM), 500 ul MnS0Q,. Esterilizar y ajustar pH a 7.2.

Medio BB Agregar 14 g de la formula (BD Becton Dickinson and company Sparks

MD) en 500 ml de agua destilada desionizada, ajustar pH a 7. La formula
contiene: 5 g de digerido pancreatico de tejido animal, 0.5 g de dextrosa, 1
g de extracto de levadura, 2.5 g de NaCl, 0.05 g de NaHSO..

Medio LB Se agregan 5 g de triptona, 2.5 g de extracto de levadora y 5 grames de

MaCl en 450 mL de agua destilada, se ajusta pH a 7.5 y se completa el

volumen a 500 mL con agua destilada para posteriormente esterilizar. Para

Agar LB, se agrega agar bacteriologico a una concentracion 1.5%.
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A partir de cepas semillas guardadas en ultracongelador, se crecieron las
bacterias en agar LB para posteriormente tomar una colonia e inocularla en
15 ml de medio LB y dejarla creciendo en agitacion 12 horas a 37° C. Des-
pués se subcultivdo en 5 ml de los diferentes medios de cultivo, agregando
100 pl del cultivo crecido toda la noche en 5 ml del medio de cultivo corres-
pondiente. Se dejo crecer 6 horas en agitacion a 37° C. Tambien se contd
con un tubo de medio LB como control de esterilidad.

Extraccion de RNA bacteriano

Una vez pasadas las 6 horas, se centrifugaron los cultivos obteniéndose
una pastilla y se procedio a la extraccion de RNA con la técnica de fenol
acido. Dicha técnica consiste en agregar 500 pl de solucién de lisis (agua,
SDS 10%, Acetato de Sodio 1M y EDTA 0.5M ) a la pastilla bacteriana. Se
vortexeo vigorosamente durante 30 segundos y posteriormente se incubd
por 30 segundos en hielo, repitiéndose 3 veces. Después se pasaron las
bacterias a 500 ul de Fenol previamente incubado a 65° C, vortexteandose
30 segundos e incubandose en el equipo Thermomixer 5 minutos 65°C a
1500 rpm. Nuevamente se vortexe6 30 segundos y se centrifugd a 14 000
rom a 4° C, recuperandose la fase acuosa, y se le afiadira 1 ml de etanol
absoluto frio y se incubd a -70° C al menos 30 min para precipitar RNA. Se
centrifugd la mezcla a 14 000 por 10 min, se decanté y después se realizd
un lavado con etanol al 70% frio.
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Se anadié 400 ul de solucién de lisis nuevamente, y se vortexeé 30 segun-
dos. Se centrifugd 14 000 rpm por 10 minutos, se decantd y se realizaron
2 lavados con etanol frio, el primero con etanol absoluto y el segundo con
etanol al 70%. Se sec6 el RNA en el equipo SPEEDVAC, y se hidrat6 en 20
pl de H20 DEPC.

Cuantificacién de RNA y Electroforesis en gel de agarosa

Una vez extraido el RNA se cuantificé por medio del equipo NanoDrop. Se
realiz6 una dilucion de 1000 ug de RNA/ 1 yl de H20 DEPC (15 pl en total).
Después se analizo la integridad de RNA (1000 ug) por medio de un gel de
agarosa-cloro al 1%. La electroforesis se realizd en un amortiguador TAE
(Tris-Acetato-EDTA) 1X a voltaje constante 100V. Los geles se tifiileron con

Bromuro de Etidio y se visualizaron en un transiluminador con lampara de
uVv.
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Tratamiento DNAasa TURBO

Posteriormente, se realizdé un tratamiento con DNasa TURBO de Ambidn.
Este consistié en agregar a cada muestra de RNA 2 ul de Buffer de reac-
cion, seguido de 1 yl de enzima DNAasa para después incubar durante
30 min en equipo Thermofisher a 37° C. Una vez pasado este tiempo, se
afiadieron 2 pl de inactivador de la DNAasa y se agitd por golpeteo durante
5 min, transcurrido este tiempo se centrifugd a temperatura ambiente a 10
000 rpm durante 5 min, se recuperd el sobrenadante y se mantuvo a 4°C.

Sintesis de cDNA (Retrotranscripcion)

Se preparard una master mix para la sintesis de cDNA, de acuerdo a las
instrucciones del estuche comercial RevertAis First Strand cDNA Synthesis
Kit de Thermo Scientific agregandose como templado 1000 ng de RNA por
reaccion en un volumen final de 20 pl.
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Condioones de reacoon por muestra (1000 ng RNA)

1 pl pnmer

4 pl Buffer

1 pl Ribolock
2 ul dMTP's

1 pl Revertaid

PCR en tiempo real (qPCR)

Tomando el cDNA generado como templado, se realizé PCR en tiempo real.
Se utilizaron 2 pares de primers para evaluar dos genes: six (toxina shiga)
y rrsH (gen ribosomal 16S; normalizador).

Las secuencia del primer para stx-5"-RT: GGC GGATTG TGC TAAAGG TA.
para stx-3"-RT: TTT GCA GTAACG GTT GCA GA.

La secuencia del primer para rrsH -5°-RT: TAC GCATTT CAC CGC TACAC.
para rrsH-3-RT: TGC ATC TGA TAC TGG CAA GC.
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Condidiones por reaccion (Thermofisher Kit gRTPCR)
1.5 pl de H.O (Kit)

0.5 pl de primer 3°

0.5 yl de primer 5

5 pl de SYBRGREEM

2.5 ul de cDNA

Volumen final 10 pl por pozo

Se analiz6 la expresion del gen stxy del normalizador rrsH de la cepa silves-
tre en los diferentes medios de cultivo. Cada ensayo se hizo por triplicado.

Se selecciond la condicion éptima en la que se encontré mayor expresion
para el crecimiento posterior de la cepa silvestre y derivadas mutantes en
dicho medio de cultivo. Los medios de cultivos seleccionados para este fin,
fueron: Medio minimo y Medio DMEM LG.
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Analisis franscripcional de six en Medios de cultivo selec-
cionados

Se tomd una colonia de cada una de las cepas mencionadas anteriormen-
te, (EHEC EDL933 WT y derivadas mutantes) y se inocularon en 15 mL de
Medio LB, las derivadas mutantes fueron inoculadas en el medio con una
concentracion final de 30 pyg/mL de su respectivo antibidtico (Km y Cm). Se
dejaron crecer en agitacion 12 horas a 37° C. Pasado este tiempo, se midi6
Densidad Optica de cada uno de los cultivos tomando 800 pl y poniéndolos
en celdas para su lectura a 600 nm en espectofotometro. La lectura de cada
muestra permitié realizar un calculo para ajustar la OD de cada muestra
a 0.05 en un volumen de 15 mL. El volumen se acompletd con el medio a
probar (Medio minimo y Medio DMEM LG) para cada una de las muestras.
Se dej6 crecer 6 horas en agitacion a 37° C.

Después de esto se realizo la extraccion del RNA bacteriano, seguido de su
cuantificacion y analisis de integridad en gel de agarosa cloro 1%, al com-
probar la integridad y concentracion de RNA para cada una de las muestras,
se realizo el tratamiento con DNAasa TURBO de ambidn, a partir del RNA
tratado, se generd el cDNA por medio de PCR para generar el templado
para el analisis transcripcional de stx por medio de qRT PCR de la misma
manera que se escribié anteriormente (gen normalizador rrsH'y stx por tri-
plicado).
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Los datos arrojados por el termociclador fueron tratados en una base de
datos en bruto en excel, donde se sacé promedio y desviacion estandar a
cada grupo de genes para despues ser analizados y generar graficas con el
programa GraphPrism 7.

Se realizé una cuantificacion relativa de los datos, es decir, se determiné el
cambio de la expresion de la toxina a partir de la comparacién con el gen
normalizador rrsH.

Las unidades de expresion relativa fueron obtenidas por el metodo matema-
tico propuesto por Kenneth J. Livak y Thomas D. Schmminttgen en 2001, el
cual consiste en la aplicacion de la siguiente férmula:

CT gen a evaluar - CT gen normalizador =A CT

”

CT: Se refiere al promedio de “Ciclo de amplificacion” o “Threshold cycle
en ingles. Es decir, el numero del ciclo en el cual el termociclador detecto
fluorescencia. Despues se aplica la formula:

2-ACT

Esta formula se utiliza para normalizar los datos obtenidos y facilitar su
analisis.
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Los datos obtenidos a partir de la aplicacién del modelo matematico 24T

fueron graficados con ayuda del software GraphPrism 7, con barras de error
de desviacion estandar y en escala logaritmica, comparando expresion rela-
tiva de cada grupo de genes.
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Analisis de expresion de la toxina shiga (s#x) en diferentes
medios de cultivo

La cuantificacién de RNA por medio de NanoDrop arrojo los siguientes re-
sultados

Medio de cultivo 260/280 260/230 ng/ul
Medio minimo 2.01 1.98 120.7
Medio T 2.02 2.03 195.8
DMEM LG 1.98 205 7705
DMEM HG 2.03 1.99 896.8
Medio TSB 1.99 203 1277.5
Medio CFA 2.02 2.04 05a.5
Medio BB 1.09 205 1056.3
Medio LB 2.06 1.98 nr2.2

Es con estos resultados donde se recuperd 1000 ng de RNA para el trata-
miento con DNAsa previo a la RT PCR.
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Despues del tratamiento con DNAsa, se realizé un ensayo de integridad de
RNA en el de agarosa, el cual se muestra en la figura 13.

2. 3adnionabeLls 8

1 1 Figura 13: Detalle gel de
agarosa 1: Medio minimo,
2: Medio T, 3: Medio DMEM

LG, 4: Medio DMEM HG, 5:
Medio TSB, 6: Medio CFA,
7: Medio BB, 8: Medio LB.

En Escherichia coli, el patron de migracion del RNA en gel de agarosa
muestra 2 unidades ribosomales; 16S y 32S. Al notarse las dos bandas en
las muestras se comprob0 la integridad del RNA.
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En la figura 14 se muestra la expresion de la toxina Shiga en los distintos
medios de cultivo. Esto fue calculado por el método de pAAct

10000

Unidades de expresion relativa

Figura 14: Grafica comparativa de la expresion de la toxin shiga en dis-
tintos medios de cultivo; Medio MInimo (MM), Medio T (T), Medio DMEM
Low Glucose (DMEM LG), Medio DMEM High glucose (DMEM HG), Medio
Tryptic Soy Broth (TSB), Medio CFA, , Medio BB (Brucella Broth) , Medio
LB (Luria Bertani).
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Es a partir de estos resultados que se eligieron los medios minimo y DMEM
LG para el analisis transcripcional de las mutantes elegidas. Ya que fueron
las condiciones en donde se encontré mayor expresion de stx.

Analisis de expresion de la toxina shiga (s#x) en diferentes
mutantes de EHEC (Medio minimo)

La cuantificaciéon de RNA por medio de NanoDrop arrojé los siguientes re-
sultados

Cepa de EHEC 260/280 260/230 ng/pl
EHEC EDL933 2.07 1.99 1045.4
EHEC A qoxR 2.06 2.06 900.5
EHEC A goxA 2.07 2.05 1070.4
EHEC A cpxRA 2.08 199 8479
EHEC A rcsA 2.06 1.98 980.9
EHEC A rcsB 2.02 2.04 928.1
EHEC A Jon 2.05 2.03 958.1
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El ensayo de integridad de RNA en el de agarosa se muestra en la figura
15. Al notarse las dos bandas en las muestras se comprobd la integridad del
RNA:

a0 o/

E AR E

Figura 15: Detalle gel
de integridad RNA ,
1: EHEC WT EDL993,

2: )\ cpxR, 3: A cpxA,
4 4: ) cpxRA, 5: A rcsA,
' 6: A resB, 7: A Lon.
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Una vez demostrada la integridad del RNA, se procedio a realizar el cDNA
para posteriormente realizar PCR en tiempo real.

Para la interpretacion de estos resultados, resulté conveniente dividirlos por
sistemas (Sistemas reguladores de dos componentes). Al final se presenta
la gréfica (Figura 20) donde se compara la totalidad de los experimentos.

Al ser Lon una proteasa regulada por ambos sistemas, resulta conveniente
agregarla a las graficas de cada uno de los sistemas, asi como la cepa sil-
vestre (wild-type) para tener referencia del comporamiento, ya que la cepa
silvestre es el grupo control.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA m



UNIVERSIDAD NACIONAL f
AUTONOMA DE MEXICO !

1000+

100+

Unidades de expresion relativa
—
]
1

—
[

Cepas en estudio
Figura 16: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de
estudio, particularmente en el sistema de dos componentes CoxRA
en medio minimo.
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Expresion de la toxina shiga (sfx) en el sistema de dos
componentes CpxRA (Medio minimo)

El sistema de dos componentes CpxRA sensa gran variedad de estimulos,
como cambios de pH, sobreexpresion y mal plegamiento de de proteinas de
membrana.

La grafica muesra que, al tomar la cepa WT como referencia, es notorio que
la mutante en cpxA reduce la expresion de stx, inclusive en comparacion
a las demas mutantes. En cambio, la mutante en cpxR 'y la doble mutante
cpxRA no muestra tal reduccion en la expresion de six. Este dato es impor-
tante, ya que pudiese indicar que esta via de represion es dependiente a
CpxR.

La mutante en Lon es donde se presenta la mayor expresion de stx, lo cual

desmuesra la importancia de esta proteasa para la regulacion negativa de la
expresion de la toxina.
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Cepas en estudio
Figura 17: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de

estudio, particularmente en el sistema de dos componentes RcsAB
en medio minimo.
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Expresion de la toxina shiga (s#x) en el sistema RcsAB (Me-
dio minimo)

El sistema RcsAB es el encargado de regular genes relacionados con la
sintesis de polisacaridos de la capsula bacteriana. A pesar de estar descrito
como un sistema de 2 componentes, su regulacion es compleja, pudiendo
participar mas proteinas que actuen como reguladores accesorios.

En este caso, no aparenta haber una diferencia notable entre ambas mu-
tantes, se nota ligeramente una expresion mayor de toxina en la mutante
en rcsA, mientras que la mutante en rcsB es ligeramente menor a cepa de
referencia WT.
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Analisis de expresidon de la toxina shiga (s#x) en diferentes
mutantes de EHEC (DMEM LG)

La cuantificacion de RNA por medio de NanoDrop arroj6 los siguientes re-

sultados

Cepa de EHEC 260/280 260/230 ng/pl
EHEC EDL933 2.08 2.06 991.1
EHEC A goxR® 2.06 2.04 975.8
EHEC A goxA 2.09 2.07 1040.7
EHEC A goxRA 2.09 2.05 957.8
EHEC A rcsA 2.04 1.99 1025.5
EHEC A rcsB 2.03 2.02 980.5
EHEC A lon 2.07 2.07 936.1
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El ensayo de integridad de RNA en el de agarosa se vio de la siguiente ma-
nera:

1234567

Figura 18: Detalle gel
¢ . deintegridad RNA,
1: EHEC WT EDL993,
2: A cpxR, 3: A cpxA,

4: N cpxRA, 5: A rcsA,
6: A resB, 7: A Lon.

Una vez demostrada la integridad del RNA, se procedio a realizar el cDNA
para poseriormene realizar PCR en tiempo real.

Para la interpretacion de estos resultados, de igual manera que en el ensa-
yo anterior resulta conveniente dividirlos por sistemas (Sistemas regulado-
res de dos componentes), al final se presenta la grafica (Figura 18) donde
se compara la totalidad de los experimentos.
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Figura 18: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de es-
tudio, particularmente en el sistema de dos componentes CpxRA
en medio DMEM.
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Expresion de la toxina shiga (sfx) en el sistema de dos
componentes CpxRA (DMEM LG)

La grafica muesra que, al tomar la cepa WT como referencia, es notorio que,
al igual que con el medio minimo la mutante en cpxA reduce la expresion de
stx, inclusive en comparacién a las demas mutantes.

En esta condicion se nota mayor diferencia de la expresion de la toxina entre
las mutantes cpxRy cpxRA. Ademas, la expresion de la toxina shiga en la
mutante en Lon se ve superada por la mutante en CpxRA. Esto puede atri-
buirse a las diferencias nutrimentales provistas por cada medio de cultivo.
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Figura 19: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de

estudio, particularmente en el sistema de dos componentes RcsAB
en medio minimo.
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Expresion de la toxina shiga (s#x) en el sistema de dos
componentes RcsAB (DMEM LG)

En este caso, es la mutante en RcsA la que muestra la mayor expresion de
la toxina shiga, y esta diferencia es mas marcada a comparacion de aquellas
tratadas con medio minimo. La mutante en la proteasa Lon queda en segun-
do lugar de expresion de la toxina y se muestra una menor expresion en la
cepa silvestre a comparaciéon de medio minimo.

Una vez mas se demuestra que la distintas condiciones de los medios de
cultivo, hacen que se exprese de manera distinta la toxina.

Comparacion de la expresion de la toxina shiga (stx) en
ambos medios de cultivo

A continuacion se muestran la totalidad de las mutantes y su expresién de
stx en comparacion al medio minimo y medio DMEM LG.
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Figura 20: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de
estudio,medio minimo.
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Figura 21: Expresion de la toxina shiga en las distintas cepas de
estudio,medio DMEM LG.
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La toxina shiga (stx) se expresé diferencialmente en las
distintas condiciones de cultivo

Como se muestra en la Fig. 14, es el medio TSB (Trypticase Soy Broth) don-
de se encuentra la menor expresion de stx. Este medio tiene la caracteristi-
ca de ser nutrimentalmente rico y complejo. Es gracias a sus elementos que
se utiliza como promotor de crecimiento bacteriano, siendo un estandar para
la farmacopea estadounidense como un medio para pruebas de esterilidad.

Al ser stx un gen que se sabe puede activarse por vias de respuesta a estrés
ambiental y dafo al DNA, es de esperarse que en medios ricos y complejos
como el TSB, la expresion del gen sea poca. Eso sucede de igual manera
con los siguientes medios en mostrar la menor expresion de la toxina, caldo
brucella y triptona. Son estos 3 medios bastante ricos y complejos en nu-
trientes, particularmente ricos en proteinas.

Es con el uso de medio minimo donde se nota la mayor expresion de la
toxina shiga. Un medio minimo es aquel donde se contienen los nutrientes
indispensables para el crecimiento de una colonia, por lo general sin la pre-
sencia de aminoacidos, que son a menudo utilizados por los microbidlogos
y genetistas para cultivar microorganismos de tipo silvestre.
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Se puede atribuir a estrés nutrimental la mayor expresion de la toxina shiga
en las bacterias crecidas en este medio de cultivo, siendo esto solo un fac-
tor mas, ya que la regulacién transcripcional de toxinas bacterianas es muy
compleja.

Poco se sabe del medio minimo como condicion de cultivo para la expre-
sion de genes de virulencia en bacterias patégenas. Se evalud junto con el
medio LB debido a que es el siguiente en orden de mayor expresion de la
toxina.

Es con este estudio que se reporta por primera vez una mayor expresion de
una toxina patdégena en comparacion con otros medios de cultivo, incluido
LB y DMEM, los cuales son medios estandar para el estudio de factores de
virulencia en bacterias patogenas.

Es con el medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), donde después
del medio minimo y LB, se tiene mayor expresion de stx. Es comun que mu-
chos estudios de virulencia de Escherichia coli patégena se hagan en este
tipo de medio, ya que es con DMEM con el que se hacen las pruebas de
adherencia y toxicidad para EHEC, debido a que este es el medio adecuado
para el crecimiento de células VERO, con las cuales se hacen ensayos de
adhesion célula/bacteria.
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EI DMEM es un medio complejo, formulado a partir de 4 componentes prin-
cipales: una parte de sales inorganicas, otra de aminoacidos, una de vitami-
nasy, por ultimo, una de componentes varios donde se incluye un colorante
indicador de pH (rojo fenol) y glucosa.

Es interesante cdmo a pesar de que el medio DMEM es complejo y rico

nutrimentalmente, parece mostrar condiciones adecuadas para la expresion
de la toxina shiga.
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En A cpxA, es la sobreexpresion de la proteasa Lon la res-
ponsable de la baja expresion de six.

Los resultados demuestran que en la cepa A cpxA se reduce la expresion de
stx a diferencia de las demas. Comparandola con la cepa silvestre, la cepa
A cpxA reduce la expresion de la toxina 3.25 veces.

En cambio, en las cepas A cpxR 'y A cpxRA no muestra reduccién en la
expresion de stx. Comparadas a la cepa silvestre, A cpxR aumenta la expre-
sion de la toxina 1.45 veces y la doble mutante A cpxRA muestra un aumen-
to en la expresién de la toxina de 1.6 veces. Este dato es interesante porque
sugiere que esta via de represion es dependiente a CpxR.

Se sabe que las cepas A cpxA tienen a perder capacidad en patogenicidad.
Macritchie en 2008 reporté que A cpxA pierde su capacidad de adherencia
a las células VERO. A diferencia de A cpxR y A cpxRA, las cuales no perdie-
ron dicha capacidad.

Se sabe que CpxR puede ser fosforilada alternativamente por acetilfosfa-
to producido por las enzimas AckA y Pta, causando altos niveles de CpxR
fosforilada en ausencia de CpxA. Esto puede explicar los altos niveles de
expresion de stx en ausencia de CpxA.
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Figura 22: Via de represion de virulencia de EHEC dependiente de Lon. Lon
es la proteasa encargada de degradar factores de virulencia promotores de
LEE. El sistema de dos componentes CpxRA es el encargado de regular po-
sitiviamente la expresion de la proteasa, al ser CpxA la cinasa sensor en la
mutante en CpxA, se encuentra una sobreexpresion de Lon, inhibiendo asi la
virulencia (De la Cruz, 2016).
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No es la ausencia de CpxA la responsable de la baja expresion de stx
en su respectiva mutante, sino la sobreproduccion de CpxR fosfori-
lada, ya que la fosforilacion de CpxR es regulada via feedback loop por
CpxA. Al no estar CpxA presente, la fosforilacion de CpxR no es contro-
lada, activando asi continuamente a la proteasa Lon, inhibiendo la ex-
presién de otros factores de virulencia. De la Cruz ha propuesto que
la mutante en CpxA via Lon es capaz de reprimir la virulencia de EHEC
al degradar a Ler y GrlA, inhibiendo la expresion de LEE (Fig. 22).

Los resultados de las bacterias que crecieron en medio DMEM se compor-
tan de manera parecida, aunque la diferencia entre A cpxR y A cpxRA es
mas notoria.

Ademas, De la Cruz y colaboradores han reportado que Lon es requerida
para la represion de LEE en las A cpxA, reforzando asi la idea de que, en
mutantes en CpxA, la baja expresion de la toxina es dependiente de Lon (De
la Cruz et al., 2016).

La reduccion de la expresidén de la toxina shiga en la mutante en Lon de
las bacterias crecidas en DMEM LG, en comparacién a aquellas que es-
tuvieron en medio minimo, puede atribuirse a la diferencia nutrimental de
cada medio, ya que en medio minimo las bacterias se encuentran en ma-
yor estrés al contar con apenas los recursos necesarios para su division.
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En el sistema RcsAB, es la mutante en RcsA quien expresa
mayormente a stx.

El sistema RcsAB, aunque es definido como un sistema de dos componen-
tes, su regulacion es compleja e incluye a otras proteinas accesorias como
por ejemplo RcsC, RcsF y Lon, por mencionar algunas.

La funcion de este sistema es regular la sintesis de la capsula. Esta le sirve
a las bacterias de cubierta protectora resistiendo la fagocitosis. También
se utiliza como depdsito de alimentos y como lugar de eliminacion de sus-
tancias de desecho. Las capsulas bacterianas son especialmente diversas,
aparentemente esto se debe a la variedad de condiciones presentadas en
los distintos hospederos que cada bacteria coloniza. Aunque el acido colani-
co no ha sido identificado como un factor de virulencia bacteriano en mami-
feros, se sabe que Escherichia coli utiliza RcsB como un factor regulador de
sintesis en capsulas importantes para la virulencia (Majdalani, 2006).

Experimentos genéticos sugieren que RcsB es el regulador primario, mien-
tras que RcsA actua como una proteina auxiliar. La sobreexpresion de RcsB
es suficiente para activar genes en ausencia de RcsA. En mutantes en RcsB
no se encuentra expresion de genes cps.
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Figura 23: Via regulatoria del sistema RcsAB. ResC transfiere fosfato a un do-
minio receptor en RcsD y de ahi a un aspartato en el regulador de respuesta
RcsB, al mismo tiempo comienza la sintesis de RcsA para que ambas (RcsA
y RcsB) formen un dimero, que al mantenerse activo regula positivamente
genes capsulares.
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Para el sistema RcsAB en medio minimo, es la mutante en rcsA quien ex-
presa mayores niveles de expresion de la toxina shiga. En medio DMEM
ocurre lo mismo, la mutante en rcsA expresa mayormente la toxina en com-
paracion a A rcsB.

Es interesante que la ausencia de RcsA dispare la expresion de la toxina
shiga 5.6 veces mas que la cepa A rcsB en medio DMEM, cuando se sabe
que RcsA no es requerida para la expresion de genes capsulares e inclusive
muchos autores se refieren a esta como una proteina accesoria (Brill, 1988;
Bereswill, 1997; Majdalani, 2006).

En una cepa silvestre de EHEC, RcsA es el factor limitante para la activa-
cion de cps (Colanic acid capsular polysaccharide), el cual es el operén en-
cargado de la produccion de polisacaridos involucrados en la sintesis de la
capsula bacteriana. Al activarse la via regulatoria RcsAB, RcsA es degrada-
da rapidamente por Lon (1 min. aprox.). Las mutantes en Lon presentan una
sobreexpresion de RcsA, es por eso que estas cepas presentan un fenotipo
mucoide, debido a la sobreexpresion de genes capsulares.
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La proteolisis de factores regulatorios tiene gran importan-
cia para la expresion de factores de virulencia.

Lon es conocida como la proteasa principal encargada del control de ca-
lidad de proteinas celulares. Ella degrada proteinas mal plegadas y evita
la agregacion de estas. Ademas, degrada factores inestables incluyendo a
SulA (Inhibidor de la respuesta SOS), RcsA (Activador transcripcional de la
sintesis capsular), entre otros (Gottesman, 1997).

La protedlisis de factores regulatorios ha demostrado tener un rol importante
controlando las redes transcripcionales en bacterias.

Las respuestas de estres pueden ser activadas por autoprotedlisis de re-
presores globales, como LexA en la respuesta SOS (Walker et al 2000).
Durante el desarrollo bacteriano, los precursores de proteinas reguladoras
son procesadas para llegar a su forma activa, respondiendo a receptores
altamente especificos, esto con el fin de degradar otras proteinas en frag-
mentos proteoliticos determinados que pudiesen actuar como reguladores
postraduccionales (Baker & Sauer 2006).

Entonces, tal como en el caso del sistema en CpxRA, no es la falta de RcsA

quien permite la sobreexpresion de stx. Probablemente Lon sea la respon-
sabe de los cambios de la expresion de la toxina en ambos sistemas.
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La proteasa Lon tiene un papel diverso y antagoénico en
distintas cascadas metabdlicas.

La proteasa Lon fue identificada por primera vez en E. coli, y junto con ella
se empezaron a encontrar proteinas homdlogas a Lon, tanto en procariotas
y eucariontes. Lon degrada proteinas inestables que estan involucradas en
una gran variedad de procesos biologicos, ademas tiene un papel importan-
te en el control de calidad de las proteinas al degradar aquellas mal plega-
das, evitando la formacion de agregados proteicos que puedan desestabili-
zar el metabolismo celular.

El mecanismo por el cual Lon reconoce sustratos no se comprende comple-
tamente todavia. A pesar de esto, se sabe que Lon reconoce preferencial-
mente ciertos aminoacidos o dominios de algunos sustratos (los primeros
24 aminoacidos UmuD, el dominio amino terminal de SoxS y MarA) (M.
Gonzales; 2000). Mas alla de estos, no se han encontrado preferencias para
la activacidon de la proteasa Lon en comparacion a otras.

Lo que se ha encontrado, es que la discriminacion de sustratos parece ser
mediada a partir de la estructura proteica, la caracteristica en comun que
tienen todas las proteinas degradadas por Lon, es que poseen una estruc-
tura no globular.
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Figura 24: Diversidad de sustratos y funciones biolégicas de la proteasa Lon.
Todos estos procesos biologicos son regulados de manera directa gracias a la
protedlisis de proteinas realizada por Lon (Tsilibaris, 2006).
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Es en el medio minimo donde la mutante en Lon presenta la mayor expre-
sion de toxina shiga (6 veces mas en comparacion a la cepa silvestre) ¢ Por
qué la ausencia de la proteasa incrementa de tal manera la expresion de la
toxina? Pedersen reporta que, en algunos casos, las condiciones de creci-
miento (temperatura y medio de cultivo) pueden determinar la proteasa pre-
dominante, por ejemplo, Lon tiene un rol en la degradacion de la antitoxina
MazE (del sistema toxina antitoxina MazEF) bajo condiciones de privacion
de aminoacidos, mientras que en condiciones normales, MazE es degrada-
da bajo condiciones normales por CplAP (Pedersen et al., 2003).

El medio minimo no contiene aminoacidos, lo cual coincide con la activa-
cion de Lon reportada por Pedersen en esta condicion. Todas las proteinas
inestables son degradadas por su proteasa correspondiente. Si la privacion
de aminoacidos da preferencia a la protedlisis mediada por Lon sobre otras
proteasas, esto podria explicar la sobreexpresion de la toxina en esta condi-
cion. Al estar Lon ausente para degradar proteinas inestables puede haber
mayor estrés intracelular debido a la acumulacion de estas, pudiendo asi
activar vias de respuesta SOS y aumentar la expresion de la toxina shiga.

En cambio, en DMEM que es un medio rico en aminoacidos, la ausencia de
Lon no ejerce un cambio tan dramatico en la expresion de la toxina (4 veces
mas en comparacion a la cepa silvestre). Ademas de que la mutante Lon
queda desplazada al 5to lugar en cuanto a expresion de stx.
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La gestion interna de proteinas por la proteasa Lon, siempre ha sido consi-
derada como su funcién principal, pero se ha demostrado que Lon va mas
alla de esto, ademas de regular la transcripcién de factores sigma, Lon tam-
bien regula metilasas, antitoxinas, proteinas semejantes a histonas y enzi-
mas biosinteticas.

Lon tiene una funcién dual; tiene un rol escencial en el control de calidad de
proteinas al destruir aquellas que esten mal plegadas y tambien participa en
circuitos metabolicos, mediando la disponibilidad y cantidad de sustratos
especificos.
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El presente trabajo genero las siguientes conclusiones:

»_, La toxina shiga (stx) se expresé diferencialmente en las distintas
condiciones de cultivo. La expresion fue mayor en medio minimo,
Luria Bertani y DMEM LG respectivamente. Con este trabajo se re-
porta por primera vez el medio minimo como condicidon nutrimen-
tal favorable para la expresion de la toxina shiga. Fue en medio
TSB donde se obtuvo menor expresion de la toxina. A partir de
esto se puede suponer que la expresion de la toxina tiene relacién
con la disponibilidad de nutrientes en el ambiente de crecimiento
bacteriano, a menor disponibilidad de nutrientes se tiene mayor

estres intracelular promoviendo la transcripcién de la toxina shiga.

»— Para el medio minimo, fueron las mutantes en Lon, CpxRA,
CpxR y RcsA respectivamente aquellas que aumentaron la
transcripcion de la toxina en comparacién a la cepa silves-
tre. Las que reducieron a expresion fueron RcsB y CpxA.
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»— Para el sistema RcsAB en medio minimo, es la mutante en
rcsA quien expresa mayores niveles de expresion de la to-
xina shiga. En medio DMEM ocurre lo mismo, la mutante en
rcsA expresa mayormente la toxina en comparaciéon a A rcsB.

w— El proceso de regulaciéon proteica mediado por Lon es muy
complejo, es una combinacion de regulacion a nivel trans-
cripcional y proteolisis que puede ser constitutiva o con-
dicional. Condicional porque depende de las condiciones
ambientales y constitutiva porque involucra la conformacion estruc-
tural sujeta a condiciones especificas de co-factores o sustratos.
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Arterioesclerosis: La arterioesclerosis es una afeccion en la cual placa se
acumula dentro de las arterias. Placa es una sustancia pegajosa compuesta
de grasa.

Ataxia: Dificultad de coordinacion de los movimientos, caracteristica de
ciertas enfermedades neuroldgicas.

Bacilo: La palabra bacilo se usa para describir cualquier bacteria con forma
de barra o vara, y pueden encontrarse en muchos grupos taxonémicos di-
ferentes tipos de bacterias. Aunque muchos bacilos son patégenos para el
ser humano, algunos no hacen dafo, pues son los encargados de producir
algunos productos lacteos como el yogur (lactobacilos).

Capsula bacteriana: La capsula bacteriana es la capa con borde definido
formada por una serie de polimeros organicos que en las bacterias se depo-
sita en el exterior de su pared celular. Generalmente contiene glicoproteinas
y un gran numero de polisacaridos diferentes, incluyendo polialcoholes y
aminoazucares.

Disuria: En medicina, especificamente en urologia, la disuria se define
como la dificil, dolorosa e incompleta expulsion de la orina.
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Exotoxina: La exotoxina es una toxina (sustancia téxica) sintetizada y libe-
rada en el organismo huésped por bacterias todavia vivas. Esto lo diferencia
de la endotoxina, liberadas sélo cuando la bacteria se destruye. Las exoto-
xinas las producen, principalmente, las bacterias Gram positivas entre las
que destacan diferentes bacilos patdgenos como la difteria y el tétanos. Las
exotoxinas son generalmente mas virulentas que las endotoxinas.

Factor sigma: Los factores sigma o factores o son proteinas que se en-
cuentran en procariontes como subunidades de la ARN polimerasa. Le per-
miten reconocer las secuencias promotoras del ADN para iniciar la trans-
cripcion. Los factores sigma mas comunes son los factores 070 y 054.

Factor de virulencia: Los factores de virulencia son moléculas producidas
por un patégeno, que influye especificamente en las funciones del hospe-
dante, para permitir al patégeno crecer. Los factores que se usan en los
procesos vitales generales, como metabolismo o componentes celulares
bacterianos, pueden ser vitales a la habilidad del patégeno a sobrevivir en
el anfitrion, pero no son considerados “factores de virulencia” desde que han
perdido funciones especificas por influencia directamente del hospedante

Hematuria: La hematuria es la presencia de sangre en la orina, una afecta-
cion frecuente en medicina humana. El color de la orina puede variar desde
el color rojo sangre (o rojo vivo) hasta el color café (popularmente descrito
como de bebida cola), dependiendo de si esta sangre es fresca o ha sido
transformada en hemoglobina acida por efecto del pH urinario.
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Hemofiltracion: En medicina, la hemofiltracién es una terapia de reem-
plazo renal similar a la hemodialisis que es usada casi exclusivamente
en las instalaciones de cuidado intensivo. Es una terapia lenta y continua
en la cual las sesiones duran usualmente entre 12 a 24 horas. Durante la
hemofiltracion, la sangre de un paciente es pasada a través de un con-
junto de tuberias (un circuito de filtracion), via una maquina, a una mem-
brana semipermeable (el filtro) donde son removidos los residuos y el
agua. Se agrega liquido de reemplazo y la sangre es devuelta al paciente.

Hepatomegalia: La hepatomegalia es un aumento patoldgico del tamario del
higado. Puede ser originada por diversas enfermedades. Hay que diferenciar
este término respecto de “hipertréfica hepatica”, que es el aumento de tama-
o del higado pero solo a expensas de los componentes normales del érgano.

Homoélogo: Que es semejante a otra cosa por tener en comun
con ella caracteristicas referidas a su naturaleza, funcién o clase.

Isla de patogenicidad: Una isla de patogenicidad es una fraccion del
ADN gendmico de un microorganismo patdgeno que le faculta como vi-
rulento. Suele estar contenido en plasmidos, y su origen es una transfe-
rencia horizontal de material genético. Suele albergar las secuencias
codificantes de adhesinas, factores de evasion de las defensas del hos-
pedador, toxinas, enzimas degradativas de componentes celulares, etc.
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Morbilidad: Morbilidad es la proporcion de seres vivos que se enferman en
un sitio y tiempo determinado.

Operodn: Un operén se define como una unidad genética funcional formada
por un grupo o complejo de genes capaces de ejercer una regulacion de
su propia expresion por medio de los sustratos con los que interactuan las
proteinas codificadas por sus genes. Este complejo esta formado por ge-
nes estructurales que codifican para la sintesis de proteinas (generalmente
enzimas), que participan en vias metabdlicas cuya expresion generalmente
esta regulada por otros 3 factores de control, llamados: Factor promotor,
Operador y Gen regulador.

Peptona: Las peptonas son polipéptidos formados durante la degradacion
enzimatica de proteinas. Son la principal fuente de nitrégeno en el medio
organico para el cultivo de bacterias.

Pili: En bacteriologia, los pili (singular pilus, que en latin significa pelo) son
estructuras en forma de pelo, mas cortas y finos que los flagelos que se
encuentran en la superficie de muchas bacterias. Los pili corresponden a
la membrana citoplasmatica a través de los poros de la pared celular y la
capsula que asoman al exterior.

Piura: La piuria es un signo urinario, caracterizado por la presencia de pus
en la orina y que refleja una infeccion en algun érgano o punto del sistema

nefro-urinario.
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Plasmido: Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosdmico gene-
ralmente circular que se replican y transmiten independientes del ADN cro-
mosomico. Estan presentes normalmente en bacterias, y en algunas ocasio-
nes en organismos eucariotas como las levaduras.

Polaquiuiria: La polaquiuria es un signo urinario, componente del sindrome
miccional, caracterizado por el aumento del nUmero de micciones (frecuen-
cia miccional) durante el dia, que suelen ser de escasa cantidad y que refleja
unairritacion o inflamacion del tracto urinario. Suele acompafarse de nicturia
y de otros sintomas del sindrome miccional como tenesmo vesical y disuria.

Porina: Las porinas son proteinas con estructura barril B formadas por
laminas (. Pertenecen a las proteinas integrales de membrana, que
son las que se ubican a través de una membrana celular y funcionan
como poros a través de los cuales las moléculas se pueden difundir.

Profago: Término relacionado con el concepto de infeccion. Un profago es
el estado del genoma de un virus atemperado cuando se replica en sin-
cronia con el genoma del hospedador, dando inicio a un ciclo lisogénico
y que no destruye la célula hospedadora. Este ADN podra mantenerse
asi durante varias generaciones (tiempo durante el que la célula hospe-
dadora sera inmune a infecciones del mismo virus) hasta que se induzca
su separacion del ADN celular, momento en el comenzara un ciclo litico.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA 104



UNIVERSIDAD NACIONAL |
AUTONOMA DE MEXICO

Toxina: Una toxina (del griego clasico 1oikév [toxikdn], que significa ‘fle-
cha’) es una sustancia venenosa producida por células vivas de animales,
plantas, bacterias u otros organismos biologicos; para destacar su origen
organico, se habla a veces también de biotoxina. Las toxinas pueden ser
pequefias moléculas, péptidos, o proteinas capaces de causar enfermedad
cuando entran en contacto con, o son absorbidos por, tejidos del cuerpo,
interactuando con macromoléculas bioldgicas como enzimas o receptores
celulares.

Transposon: Un transposon o elemento genético transponible es una se-
cuencia de ADN que puede moverse de manera autosuficiente a diferentes
partes del genoma de una célula, un fendmeno conocido como transposi-
cion. En este proceso, se pueden causar mutaciones y cambio en la can-
tidad de ADN del genoma. Anteriormente fueron conocidos como “genes
saltarines” y son ejemplos de elementos genéticos moviles.

Trombocitopenia: Es cualquier trastorno en el cual hay una cantidad anor-

malmente baja de plaquetas, que son partes de la sangre que ayudan a
coagularla. Esta afeccion algunas veces se asocia con sangrado anormal.
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Virulencia: La virulencia es el grado de patogenicidad de un serotipo, de
una cepa o de una colonia microbiana en un huésped susceptible. Virulen-
cia deriva del latin virulentus que significa «lleno de veneno» y designa el
caracter patogénico y nocivo de un microorganismo, como una bacteria,
hongo, protozoo, microalga o virus, o en otras palabras, la capacidad de un
microbio de causar enfermedad.
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