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1. INTRODUCCION

1.1. Patégenos A/E

Los patogenos A/E (“Attaching and Effacing”) se caracterizan por la unién estrecha
a las células epiteliales del intestino (enterocitos) de sus hospederos, la
eliminacién de las microvellosidades presentes en estas células y por la formacién
de estructuras de actina tipo pedestal en las mismas (Frankel & Phillips, 2008;
Frankel et al., 1998) (Figura 1).

Figura 1. Lesiones caracteristicas de los patégenos A/E. Micrografias de EHEC (a),
EPEC (b) y C. rodentium (c). Se muestra la formacion de los pedestales ricos en actina
(Modificado de Campellone & Leong, 2003; Lai et al., 2013; Mundy et al., 2005).

Dentro de este grupo de bacterias se encuentran las patégenas para humanos
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli enteropatégena (EPEC).
EPEC es la principal causa de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo,
mientras que EHEC, principalmente el serotipo O157:H7, el cual produce toxinas
tipo Shiga, puede causar el sindrome urémico hemolitico, caracterizado por fallas
renales irreversibles, e incluso la muerte, principalmente en paises desarrollados
(Nataro & Kaper, 1998). Ademas, dentro de los patégenos A/E se encuentran
EPEC de conejos (REPEC) y de cerdos (CEPEC), y Citrobacter rodentium que es
un patégeno especifico de ratones.

Los principales eventos de la patogénesis de este grupo de bacterias se dividen
en tres etapas (Figura 2).
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Figura 2. Modelo del mecanismo de infeccion de los patégenos A/E. En el caso de
EPEC, la interaccién de la bacteria con los enterocitos esta mediada inicialmente por la
fimbria tipo IV denominada BFP (del inglés “bundle-forming pilus”), la cual provoca un
fenotipo caracteristico conocido como adherencia localizada (a), posteriormente es
necesario el ensamblaje del sistema de secrecion tipo Il o inyectisoma (b), pues via este
sistema se inyectan diversas proteinas efectoras, una de ellas, Tir, tras ser translocada al
enterocito se inserta en la membrana plasmatica donde funciona como receptor de la
proteina de membrana externa Intimina, ocasionando una adherencia estrecha (c) entre la
bacteria y el enterocito y la formacion de pedestales ricos en actina (Tomado de
http://fernness.com/science-01.html).

En primera instancia, la bacteria interactda con los enterocitos provocando una
adhesidn inicial la cual puede estar mediada por fimbrias. En segundo lugar, debe
acoplarse el sistema de secrecion tipo lll (SST3) para translocar, desde el
citoplasma bacteriano hacia el citosol de la célula hospedera, diversas proteinas
efectoras. Una de ellas es Tir (del inglés: “Translocated Intimin Receptor”), la cual
se inserta en la membrana del enterocito y va a funcionar como receptor de la
Intimina, una adhesina bacteriana localizada en la membrana externa de la
bacteria. La interaccion entre estas dos proteinas permite el establecimiento de
una adherencia mas estrecha o intima entre la bacteria y el enterocito (Frankel et
al., 2001). Tir, ademas de cumplir su funcibn como receptor, participa en el
ensamblaje de actina, mediado por la activacion de N-WASP (del inglés:
“Nucleation promoting factor neural Wiskott—Aldrich Syndrome)” y el complejo
ARP2/3 (del inglés: “Actin-regulated protein 2/3”), y el reclutamiento de otras
proteinas del citoesqueleto al sitio de adherencia de la bacteria, funcion para la



cual su interaccion con la Intimina es esencial (Campellone et al., 2014 & Lai et al.,
2013).

1.2. Isla de patogenicidad LEE

Las proteinas responsables del fenotipo A/E se encuentran codificadas dentro de
una isla de patogenicidad denominada LEE (del inglés “Locus of Enterocyte
Effacement”) (Figura 3), la cual contiene 41 genes ordenados en siete operones; 5
policistronicos (LEE1-LEES), dos bicistronicos (LEE6-LEE7) y cuatro unidades
monocistronicas (etgA, cesF, map y escD) (Gaytan et al., 2016).

LEE codifica para componentes de un sistema de secrecion tipo Il (SST3),
moléculas de adhesion a la membrana, la adhesina bacteriana intimina y el
receptor de esta proteina (Tir), ademas de otras proteinas efectoras como EspB,
EspF, EspG, EspH, EspZ/SepZ, y Map, asi como a sus respectivas chaperonas
(Deng et al., 2001). Actualmente, se han descrito ocho chaperonas codificadas en
esta isla: CesF, CesL, CesT, CesAB, CesD, CesD2, EscE y EscG/CesA2; a
excepcion de CesF y CesD2, todas estas chaperonas son cruciales para la
virulencia de C. rodentium (Deng et al., 2004 & Gaytan et al., 2016).

El LEE también codifica proteinas reguladoras tales como Ler, GrIR y GrlA
(Furniss & Clements, 2018), asi como a las proteinas SepL y SepD que forman un
interruptor molecular que confiere especificidad al SST3 para secretar a los
diferentes efectores (Deng et al., 2005).
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Figura 3. Isla de patogenicidad LEE. Estructura genética de la isla de patogenicidad
LEE de EPEC (E2348/69 0127:H6). Se ilustran los genes contenidos dentro de cada
operén y en la parte de abajo se describen las funciones propuestas para cada gen
(Tomado de Gaytan et al., 2016).



1.3. Citrobacter rodentium como modelo de estudio

Los patdégenos A/E EPEC y EHEC no tienen un hospedero animal donde se
reproduzca la infeccidon que causan en humanos, lo cual limita el estudio de sus
mecanismos de virulencia in vivo. Bacterias de la familia A/E que infectan otros
mamiferos como REPEC (EPEC de conejos) y PEPEC (EPEC de cerdos), han
sido utilizadas como modelos de estudio para generar conocimiento sobre los
patbgenos humanos EPEC y EHEC; sin embargo, REPEC ha dejado de ser
modelo de estudio debido a la variabilidad en los niveles de colonizacién y de
infeccion, y la dificultad de crear conejos genéticamente modificados (Crepin et al.,
2016), mientras que PEPEC también tiene sus limitaciones como modelo de
estudio pues, ademas de ser un modelo caro, desarrolla inmunidad (Dean-
Nystrom et al., 2002). También se ha intentado infectar ratones con EHEC y
EPEC, pero la colonizacion es ineficiente y no resulta en lesiones A/E (Mundy,
2005). Esta limitacién fue solventada en parte con el hallazgo de C. rodentium,
una bacteria altamente infecciosa causante de colitis e hiperplasia del colon
transmisible en ratones de laboratorio (Mundy, 2005). C. rodentium, al igual que
EPEC y EHEC, posee un LEE funcional (Deng et al., 2001) y coloniza el lumen de
la mucosa gastrica formando lesiones A/E (Schauer & Falkow, 1993) (Figura 1), lo
cual hace de esta bacteria un modelo alternativo ideal para estudiar y entender
mejor la patogénesis causada por patdogenos A/E incluyendo, de manera indirecta,
los patégenos humanos EPEC y EHEC. C. rodentium se identific6 originalmente
como C. freundii a partir de un brote que caus6 gran morbilidad y mortalidad en
colonias de ratones durante la década de los 60’s (Brennan et al., 1965 & Muto et
al., 1969).

C. rodentium es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriacea. Tiene un genoma de 5.3 Mb, ademas de contener cuatro
plasmidos. Aunque comparte secuencias genémicas con otros patdogenos A/E,
cuenta con 1585 secuencias codificantes sin ortélogos en EPEC o EHEC; sin
embargo, el mecanismo de infeccion mediado por las funciones codificadas en el
LEE, asi como la mayoria de los efectores codificados fuera de esta isla de
patogenicidad, se encuentran conservados entre los patdgenos A/E (Petty et al.,
2010). El curso y efectos de la infeccion varia dependiendo del fondo genético del
ratén, pudiendo llegar a ser fatal en algunas lineas de ratén o causar inflamacion
moderada y reversible del ciego y el colon (Borenshtein et al., 2008).

La colonizacién por C. rodentium inicia en la superficie de tejido linfoide en el ciego
unas horas después de haber sido ingerida. Durante los primeros dos a tres dias
post-infeccion (pi) la bacteria coloniza el colon distal, del cual es evidente el
engrosamiento entre los dias 5-14 pi debido al proceso inflamatorio causado por la
bacteria, para posteriormente desaparecer al ser eliminada entre los dias 21-28 pi



en una respuesta que involucra al sistema inmune y a la microbiota del hospedero
(Wiles et al., 2004; Mundy et al, 2005; Kamada el at., 2015).

1.4. Fimbrias

Las bacterias patdgenas necesitan anclarse a las células hospederas del nicho
que favorece su sobrevivencia y proliferacion como paso crucial al momento de
establecer una infeccidn. Este proceso de colonizacién es mediado por adhesinas
de la superficie bacteriana que reconocen receptores en la célula hospedera (Proft
& Baker, 2009); sin embargo, debido a que tanto la bacteria como la célula
hospedera tienen cargas negativas, se crea una fuerza de repulsién entre ambas.
Una solucion a este problema es presentar a la adhesina en la punta de una
estructura filamentosa sobre la superficie bacteriana que le permita establecer la
interaccion adhesina-receptor manteniendo cierta distancia entre la bacteria y la
célula hospedera evitando dicha repulsion (Proft & Baker, 2009). Estas estructuras
reciben el nombre de fimbrias o pili y son apéndices que son utilizados, ademas de
para la adherencia, para diversas funciones adicionales como: invasion, formacién
de biopeliculas estableciendo interacciones entre las propias bacterias, movilidad
y transporte de proteinas y DNA a través de las membranas (Waksman &
Hultgren, 2009).

1.4.1. Clasificacion de las fimbrias

Las fimbrias pueden ser clasificadas en cinco clases de acuerdo a su ruta
biosintética: fimbrias chaperona-usher (C/U), fimbrias curli, fimbrias tipo IV,
fimbrias dependientes del SST3 y las fimbrias de secrecion tipo IV (Fronzes et al.,
2008).

1.4.1.1. Fimbrias chaperona/usher

Esta familia de fimbrias es la mejor caracterizada y méas abundante en las
enterobacterias (Tabla 1). Los genes involucrados en la biosintesis de fimbrias
C/U se encuentran organizados en operones que codifican, al menos, tres
diferentes proteinas: una subunidad estructural principal (pilina), una chaperona
que interviene en el plegamiento de las pilinas y una proteina usher o
acomodadora que se encuentra anclada a la membrana externa y funge como
soporte para el anclaje del filamento de pilinas (Nuccio & Baumler, 2007).



Tabla 1. Abundancia de fimbrias C/U en enterobacterias.

Enterobacteria NUumero de operones Referencia
C/U
E. coli Uropatogena 12 Welch et al., 2002
(UPEC)
EPEC 0O127:H6 E2348/69 9 Iguchi et al., 2009
EPEC O55:H7 CB9615 14 Zhou et al., 2010
EHEC O157:H7 EDL933 14 Perna et al., 2001
C. rodentium 13 Petty et al., 2010
Proteus mirabilis 17 Kuan et al., 2014
Yersinia sp. 9 Chahuan et al., 2016
Salmonella enterica 12 Yue et al., 2012

serovar Typhimurium

El proceso de ensamblaje fimbrial (Figura 4) requiere que todos los componentes
involucrados en la biogénesis fimbrial, los cuales se sintetizan en el citoplasma,
sean exportados hacia el periplasma, tarea que es realizada por el sistema de
secrecion Sec (Pugsley, 1993). Las subunidades fimbriales tienen un dominio
incompleto de inmunoglobulina donde hace falta la séptima lamina-$3, provocando
la formacion de una region altamente hidrofébica (Proft & Baker, 2009). Una vez
gue son exportadas al periplasma interactian con la chaperona formando un
complejo estable que las protege de la degradacion, agregacion y polimerizacion
prematura. Ademas, las ayuda a tener un correcto plegamiento pues la chaperona
dona una lamina-B (denominada G1) para completar el dominio de la
inmunoglobulina, proceso que recibe el nombre de “complementacion de la
cadena donadora” (DSC por sus siglas en inglés) (Proft & Baker, 2009). Una vez
qgue el complejo chaperona/subunidad fimbrial es reconocido por el usher, se da
una interaccion pilina-pilina que facilita la liberacion de las subunidades fimbriales
y Su secrecion a través del canal formado por la proteina usher en la membrana,
en un proceso muy parecido a DSC denominado “intercambio de la cadena
donadora” (DSE, por sus siglas en inglés) (Nuccio & Béaumler, 2007). En esta
interaccion una extension amino terminal (N-te) de cada pilina desplaza la lamina-
B donada por la chaperona (G1) de la pilina contigua, liberando a la chaperona la
cual puede unirse de nuevo a una subunidad fimbrial libre en el periplasma.
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Figura 4. Ensamblaje de fimbrias C/U. Para el caso de la fimbria Tipo |, todos sus
componentes son sintetizados en el citoplasma y exportados al periplasma por el
translocon SecYEG. Las subunidades fimbriales principales (FimA), asi como la adhesina
(FimH) y otras subunidades adaptadoras (FimF y FimG), interactGan con la chaperona
(FimC) mediante el proceso de DSC. Este complejo chaperona-subunidad fimbrial puede
entonces interactuar con la proteina usher (FimD) donde se inicia el ensamblaje de las
pilinas via DSE (Tomado de Proft & Baker, 2009).

1.4.2. Regulacion de fimbrias C/U

A pesar de la cercana filogenia entre los diferentes operones fimbriales de la
familia C/U, los mecanismos y sefiales ambientales que controlan su expresion en
una misma bacteria varian de manera significativa, lo cual parece favorecer que su
funcién, en lugar de ser redundante, proporcione diversidad funcional a la bacteria
en diferentes nichos y ambientes dentro o fuera del hospedero. Entre los
mecanismos mejor estudiados de control a nivel transcripcional estan: elementos
de DNA invertibles, metilacion del DNA, concentracion de c-di-GMP y reguladores
de union a DNA. A continuacion se describiran ejemplos de regulacion por estos
mecanismos en diversos operones fimbriales.



1.4.2.1. Elementos de DNA invertibles

La fimbria tipo | de E. coli es un ejemplo de fimbria regulada por elementos de
DNA invertible. La transcripcion de la subunidad fimbrial FimA esta sujeta a la
orientacion de un elemento de DNA invertible llamado FimS el cual contiene al
promotor de FimA flanqueado por dos secuencias repetidas invertidas de 9 pares
de bases (pb) que son reconocidas por las recombinasas FimB y FimE. Ademas
de la accion de las recombinasas, existen otros factores que pueden influir en la
orientacion de FimS, como Lrp (del inglés: “leucine-responsive regulatory protein”)
e IHF (del inglés: “integration host factor”) que mantienen la orientacion “on” (a
favor de la transcripcion de FimA), y H-NS (del inglés: “histone-like nucleoid-
structuring”) que mantiene la orientacidén “off” desfavoreciendo la transcripcidon de
la subunidad fimbrial (Cleg et al., 2011).

1.4.2.2. Metilacion de DNA

La expresion de la subunidad fimbrial principal de la fimbria Pap de E. coli (papA)
esta controlada por el estado de metilacion de dos sitios GATC ubicados rio arriba
del promotor papBA. Ademas de la metilacion, la concentracion de Lrp y de una
proteina reguladora fimbria-especifica Papl también influyen en la transcripcién de
los genes de la fimbria Pap. A altas concentraciones de Lrp y a bajas
concentraciones del regulador fimbria-especifico Papl, Lrp es capaz de unirse a un
sitio GATC cercano al promotor inhibiendo asi la transcripcion del operén fimbrial
(Cleg et al., 2011). La unién de Lrp al sitio GATC ocurre cuando no esta metilado,
y Lrp tiene que competir con la DNA adenin metilasa (Dam) por este sitio de union
(Peterson & Reich, 2008). Al contrario, cuando la concentracidon de Lrp es bajay la
del regulador Papl alta, Lrp se une al sitio GATC distal al promotor, permitiendo
gue Dam metile el sitio GATC cercano al promotor pero permitiendo la metilacién
completa del sitio GATC proximal al promotor. En esta condicion la transcripcion
del operdn pap puede ocurrir.

1.4.2.3. Concentraciéon de c-di-GMP

La fimbria tipo 3 de Klebsiella pneumoniae ademas de estar involucrada en la
adhesion celular, también participa en la produccion de biopelicula. Cuando el gen
que codifica para la diguanilato fosfodiesterasa MrkJ es eliminado, el di-GMP
ciclico se acumula dentro de la bacteria induciendo la transcripcion del gen que
codifica para la subunidad fimbrial (mrkA) y por ende, la expresién de la fimbria
tipo 3 (Johnson & Clegg, 2010).

1.4.2.4. Reguladores de union a DNA

Ademas de los mecanismos de regulacion ya antes mencionados, existen otras
proteinas de union a DNA que estan involucradas en la regulacion de operones
fimbriales. Un ejemplo de ello se puede ver en la fimbria tipo | de Salmonella
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Typhimurium, la cual se codifica dentro del operdn fim, que codifica para la fimbria
tipo |, se regula por los productos de tres genes reguladores, fimWw, fimY y fimZ.
FimZ posee un dominio de union a DNA que le permite unirse directamente a la
region promotora de fimA (Yeh et al, 2002) y su actividad es modulada
positivamente via interacciones proteina-proteina por el co-activador FimY. FimW
es un regulador negativo que reprime la expresion de fimY uniéndose a su
promotor, e inhibe la funcion de FimY al unirse a este activador. A su vez, la
expresion de fimZ, y por tanto la produccion de la fimbria tipo |, esta regulada
positivamente por Lrp, la cual se une a la region reguladora de fimZ favoreciendo
la expresion de este gen (Cleg et al., 2011).

1.4.2.5. Regulacién negativa por H-NS

H-NS (por sus siglas en inglés: histone-like nucleoid structuring protein) es una
proteina asociada al nucleoide bacteriano que, ademas de condensar al DNA,
funciona como un regulador pleiotrépico por su capacidad de unirse a diversas
regiones en el DNA caracterizadas por tener un mayor contenido de adeninas y
timinas (A-T) con respecto al promedio del genoma (Grainger, 2016). Tanto los
genes adquiridos por transferencia horizontal, asi como las regiones promotoras
contienen gran cantidad de A-T, por lo que H-NS regula la expresion de
numerosos genes por lo que es considerado un regulador global en bacterias
Gram-negativas.

H-NS cuenta con un dominio de oligomerizacién en el amino terminal, un dominio
de union a DNA en el carboxilo terminal y una region flexible que conecta ambos
dominios (Dorman, 2004). Estas caracteristicas le permiten a H-NS polimerizar
sobre el DNA formando un filamento de nucleoproteina o establecer interacciones
entre regiones distales en el DNA para formar un complejo nucleo-represor y de
esta manera reprimir transcripcién ya sea bloqueando el sitio de unién de la RNA
polimerasa, obstruyendo el proceso de elongaciéon o atrapando a esta enzima en
bucles de DNA (Figura 5) (Lim et al., 2012).

Bloqueo del sitio de union Obstruccion de la
a de la RNAP b elongacion de la RNAP C Secuestro de RNAP

RNAP

® . .
PN o

nucleoprotein filament 2/
along promoter site ,,,>§,,>

Figura 5. Mecanismos de represiéon por H-NS. Una vez que se ha formado el filamento
de nucleoproteina, H-NS puede reprimir la transcripcién por tres vias: la polimerizacion
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puede ocurrir en el sitio de unién de la RNA polimerasa al promotor, actuando como una
barrera fisica que evita que la enzima forme el complejo cerrado y por tanto inicie
transcripcion (a); el filamento puede obstruir el proceso de elongacion una vez iniciada la
transcripcibn actuando como una barrera fisica que, aunque permite la unién de la
enzima, no permite que el complejo abierto avance (b); H-NS puede mediar interaccion
entre dos hebras de DNA distales permitiendo la formacién de bucles que pueden
encerrar a la RNAP y/o al represor evitando que ocurra la transcripcion (c) (Modificado de
Lim et al, 2012).

Se sabe que H-NS regula negativamente la expresion de operones fimbriales
pertenecientes a los patdégenos A/E. Tal es el caso de las fimbrias ECP (“E. coli
common pilus”) en EPEC y EHEC, LPF (por sus siglas en inglés: “long polar
fimbriae”) en EHEC y GCF (por sus siglas en inglés: “gut colonization fimbriae”) en
C. rodentium (Martinez-Santos et al., 2012; Torres et al., 2007; Caballero-Flores,
et al., 2015).

1.4.2.6. Regulacidon negativa por StpA

StpA (por sus siglas en inglés: suppressor of td mutant phenotype A) al igual que
H-NS, es una proteina del nucleoide bacteriano que se une de manera especifica
a regiones ricas en A-T (Luijsterburg et al., 2006). StpA comparte 52% de
identidad con H-NS, los aminoacidos que se conservan en ambas proteinas se
encuentran mayoritariamente en los dominios de dimerizacién y de unién a DNA,
por ello StpA y H-NS interactian formando heterémeros (Leonard et al., 2009).
StpA se encuentra en una concentracion menor comparada con H-NS y en parte
se debe a que H-NS se transcribe de manera constitutiva, mientras que StpA es
dependiente de la disponibilidad de nutrientes (Free & Dorman, 1997). La
interaccidn entre estas proteinas es posible incluso cuando una de estas dos se
encuentra truncada (Johansson et al.,, 2001). Se sabe que el operén bgl es
regulado por H-NS (Schnetz et al., 1996); sin embargo, cuando H-NS se encuentra
de manera truncada y es incapaz de unirse al DNA, StpA funciona como un
adaptador que le permite a H-NS reprimir la actividad del operon.

2. ANTECEDENTES

2.1. Fimbrias que juegan un papel durante la patogénesis de C. rodentium

El analisis de la secuencia del genoma de C. rodentium revelé la presencia de 19
operones fimbriales, 13 de los cuales son de la familia C/U (Petty et al., 2010)
(Tabla 2). Se sabe muy poco de estos operones y, a la fecha, anicamente para
tres de ellos se ha reportado su participacion durante el proceso de colonizacion
en raton: cfcABCDEFGHIJPV, que codifica para la fimbria tipo IV denominada
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CFC (Mundy et al.,, 2003); y los operones de la familia chaperona/usher

kfcHGFEDC, que codifica para la fimbria KFC (Tatsuno et al.,

2006) y

gcfFGABCDE, que codifica para la fimbria GCF (Caballero-Flores et al., 2015).

Tabla 2. Operones identificados en C. rodentium.

Oper6én Numero acceso Nombre asignado Descripcién

1 ROD_01101-01121 hofCB-ppdD Fimbria Tipo IV

2 ROD_03641-03671 gcfFGABCDE Chaperona/Usher
3 ROD_10951-11021 CsgGFDBAC Fimbria Curli

4 ROD_11771-11791 crf1? Chaperona/Usher
5 ROD_18141-18181 IpfEDCBA Chaperona/Usher
6 ROD_19341-19381 crf2? Chaperona/Usher
7 ROD_22311-22341 Chaperona/Usher
8 ROD_27771-27801 crf3? Chaperona/Usher
9 ROD_29101-29191 FImBEAICDFGHK Chaperona/Usher
10 ROD_29201-29241 ecpABCDE Chaperona/Usher alterna
11 ROD_29351-29391 Chaperona/Usher
12 ROD_34961-35021 crf4? Chaperona/Usher
13 ROD_41241-41291 kfcHGFEDC Chaperona/Usher
14 ROD_41381-41551 tadZABCD, tadVEGF Fimbria Tipo IV
15 ROD_44281-44321 hofMNOPQ Fimbria Tipo IV
16 ROD_46461-46571 cfcABCDDEFGHIJPV Fimbria Tipo IV
17 ROD_50611-50651 Chaperona/Usher
18 ROD_p1161-1201 Chaperona/Usher
19 ROD_p1291-1301 Chaperona/Usher

a operones estudiados en este trabajo.
Modificado de Petty et al., 2010.

2.2.1. La fimbria CFC

La fimbria CFC (por sus siglas en inglés: “Colonization Factor Citrobacter”), es una
fimbria Tipo IV que fue identificada gracias a un experimento de mutagénesis
(STM por sus siglas en inglés: “signature-tagged mutagénesis”) realizado por
Mundy et al., (2003). Una de las mutantes resultantes presentd una insercién de
transposon en el gen cfcH, una ATPasa del operon fimbrial (ROD_ 46461-46571),
qgue le impedia colonizar el colon de ratones, pues no se detectaban cuentas
bacterianas en el excremento de los ratones infectados 3 dias después de la
infeccion. Se ha propuesto que CFC puede estar cumpliendo la funcion en C.
rodentium que BFP cumple en EPEC, al ser ambas fimbrias Tipo IV, y estar
involucradas en la colonizacién a sus respectivos hospederos.
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2.2.2. Lafimbria KFC

La fimbria KFC (por sus siglas en inglés: “K99-like Factor Involved in Citrobacter
Colonization”) fue descrita por Hart et al., (2008) tras determinar que el operén kfc
es regulado por RegA (por sus siglas en inglés: “Regulator factor A”), un regulador
de la familia AraC considerado un regulador global de virulencia en C. rodentium.
K99 es una adhesina perteneciente a la familia C/U, la cual juega un papel muy
importante durante la colonizacion de ETEC (E. coli enterotoxigénica) a sus
hospederos. Por lo anterior, se construyd una mutante en kfcC (gen homélogo a
k99), el cual codifica para la subunidad fimbrial principal, y se evalud su capacidad
de colonizacion en ratones. Durante los primeros 10 dias post-infeccion (pi) las
cuentas bacterianas presentes en las heces de ratones infectados con la cepa
mutante eran muy parecidas a las obtenidas de aquellos ratones inoculados con la
cepa silvestre, 6 x 108 CFU/g y 4 x 108 CFU/g, respectivamente. Sin embargo,
durante los dias 15-20 pi se encontraron cuentas bacterianas menores en los
ratones inoculados con la cepa mutante, que en aquellos inoculados con la cepa
silvestre, sugiriendo que KFC es importante para la colonizaciébn en ratén en
etapas tardias o para persistir el en hospedero. La activacion del operon kfc
mediada por RegA sucede Unicamente en presencia de bicarbonato (Yang et al.,
2008). Interesantemente, este regulador que no esta conservado en EPEC y
EHEC también coordina la expresion de los genes del LEE a través de la
activacion del operon griRA (Yang et al., 2010).

2.2.3. Lafimbria GCF

La fimbria GCF fue descrita en nuestro grupo por Caballero et al. (2015),
pertenece también a la familia C/U y esta codificada por el operon gcfFGABCDE
(ROD_03641-03671). En ensayos in vitro utilizando diferentes condiciones de
crecimiento con variaciébn en medios de cultivo, pH, temperatura, presencia o
ausencia de CO: y diferentes fases de crecimiento (latente, exponencial o
estacionaria), no se logré ver expresion de una fusion transcripcional de la regién
reguladora de este operon fimbrial a un gen reportero; sin embargo, en ensayos
de colonizacion en ratones, mutantes en la subunidad fimbrial principal (gcfA) no
mostraron la misma habilidad para colonizar el colon de raton comparado con la
cepa silvestre. En las cuentas bacterianas obtenidas a partir de las heces de
ratones no se encontraron diferencias en los primeros 3 dias pi, pero si en el dia 7
pi, donde se encontraron hasta 3 veces mas bacterias en las heces de ratones
inoculados con la cepa silvestre, comparado con la mutante AgcfA, fenotipo que
se mantuvo hasta el dia 10 pi. Estos resultados sugieren que la expresion de la
fimbria se encuentra restringida a condiciones especificas dentro del raton, asi
como a una etapa especifica durante la colonizacion. Se determiné también que el
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regulador global H-NS es, al menos en parte, responsable de mantener reprimida
la expresion del operdon bajo condiciones de crecimiento in vitro. Ademas de que
H-NS se une a la region reguladora del operon fimbrial, la mutante en hns mostro
actividad del promotor del operdon y que ésta se regula de manera diferencial en
los medios evaluados LB, DMEM, MM-N, demostrando que, ademas de estar
regulada por H-NS, la activacion de este operon fimbrial puede ser modulada por
las condiciones de crecimiento en ausencia del represor. A la fecha, se desconoce
el regulador que abate la represiéon mediada por H-NS, asi como la sefal que in
Vivo activa de manera natural la expresion de gcf.

3. JUSTIFICACION

Como agentes causales de diarrea en nifios (EPEC) o de trastornos mas severos
como el sindrome urémico hemolitico tanto en nifios como en adultos (EHEC), los
patbgenos humanos A/E tienen un impacto importante en la salud mundial; sin
embargo, el estudio de EPEC y EHEC se ve limitado ante la falta de un modelo
animal. C. rodentium, al ser un patégeno que causa la lesién A/E en su hospedero
natural el raton de laboratorio, permite estudiar las bases moleculares in vivo de la
patogenia de esta familia de bacterias, Ademas de ser su hospedero especifico, el
ratdbn es un modelo animal convencional que permite la manipulacién tanto del
patdogeno como del hospedero.

Se sabe que durante el mecanismo de patogénesis de la familia A/E, las bacterias
deben adherirse a los enterocitos y que esta interaccion esta mediada en parte por
fimbrias Tipo IV como BFP en EPEC y CFC en C. rodentium. A su vez, fimbrias de
la familia C/U, como KFC y GCF, también son importantes durante diferentes
etapas en el proceso de colonizacién en ratén, y que su expresién depende de las
condiciones ambientales y de la participacion de varios reguladores. Las fimbrias
C/U son las méas abundantes dentro de las enterobacterias, y se sabe son factores
de virulencia importantes durante la infeccion del tracto urinario y gastrointestinal.
Por ello es de nuestro interés investigar de manera integral si este repertorio
fimbrial es redundante o si provee ventajas funcionales diversas a las bacterias
que lo poseen, ya sea dentro del hospedero, o durante su paso por alguin
reservorio ambiental.

En conjunto, el estudio integral de la regulacion de la expresion, asi como de la
biogénesis y funcion del repertorio fimbrial C/U de un patégeno bacteriano modelo,
permitira profundizar en el entendimiento de los mecanismos que le permiten
establecer exitosamente una infeccién y de las interacciones que establece con el
hospedero, generando conocimiento basico extrapolable a otros patdégenos v,
esperamos, las bases para implementar estrategias novedosas o mejoradas para
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la prevencion y tratamiento de infecciones causadas por bacterias intestinales
patogenas.

4. HIPOTESIS

Cada operon fimbrial de la familia C/U de Citrobacter rodentium es activo en un
nicho particular en respuesta a sefales especificas y regulado diferencialmente
permitiendo que el amplio repertorio fimbrial ofrezca a la bacteria diversidad
funcional dentro y fuera del hospedero.

5. OBJETIVOS

Objetivos Generales

Analizar la expresion y regulacion de los operones fimbriales crfl, crf2, crf3 y crf4
de la familia C/U en C. rodentium.

Objetivos Particulares

1. Crear fusiones de los cuatro operones fimbriales utilizando como sistemas
reporteros el operdn lux y el gen cat.

2. Determinar el papel de los reguladores H-NS y StpA en la expresion de estos
operones.

3. Analizar la cinética de expresion de estos operones en C. rodentium en
diferentes condiciones de crecimiento.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento.

Todas las cepas y plasmidos ocupados se enlistan en la Tabla 3. Los preindculos
se crecieron en 5 mL de medio LB (“Luria Bertani” pH 7.4 conteniendo: 10 g/L de
bacto triptona, 5g/L de extracto de levadura y 10 g/L NaCl) con el antibidtico
correspondiente (kanamicina (Km 30 pg/mL), ampicilina (Amp 200 pg/mL),
estreptomicina (Stp, 100 pg/mL) o tetraciclina (Tc 12 pg/mL) a 37°C durante toda
la noche. De estos cultivos se tomaron 100 pl para inocular 5mL de medio LB,
DMEM (“Dulbecco's Modified Eagle’s Medium”, Gibco pH 7.4) o Medio Minimo
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(KCI 5mM, (NH4)2S0O4 7mM, K2S04 0.5 mM, KH2PO4 1mM, casaminoacidos 1g/L,
MgCl2200mM, glucosa 0.5% a pH 7.5).

Tabla 3. Cepas y pldsmidos utilizados en este trabajo.

CEPAS
C. rodentium
DBS100

DBS100 11771-FLAG
DBS100 11791-FLAG
JPCR13

JPCRA4

E. coli
DH10p3

PLASMIDOS
pKK232-8
pCS26-pac

pT6-HNS-G113D

pKD46

pSUB11

DESCRIPCION

C. rodentium DBS100
silvestre

DBS100
ROD_11771::3xFLAG-Km
DBS100
ROD_11791::3xFLAG-Km
DBS100 Ahns::FRT
DBS100 AstpA::Km

F-
endAl deoR* recAl galE15 g
alk16 nupG rpsL A(lac)X74 ¢
80lacZAM15 araD139 A(ara,l
eu)7697 mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) StrR A~

Contiene el gen reportero cat
sin promotor

Contiene el operén lux de
Photorabdus luminiscens sin
promotor

Derivado de pMPM-T60U que
expresa H-NS trunca en el C-
terminal bajo la actividad de
un promotor inducible con
arabinosa

Codifica para las proteinas
del sistema recombinasa A
red

Plasmido templado que
contiene el casete 3XFLAG-
Km

REFERENCIA
Schauer & Falkow, 1993
Este estudio
Este estudio

Caballero et al, 2015
Caballero et al, 2015

Grant et al., 1990

Pharmacia Biotec

Bjarnason et al., 2003

Bustamante et al., 2018

Datsenko &
Wanner, 2000

Uzzau et al., 2001
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pKK-pecpAl Fusion pecpAl-cat de -494 a Martinez-Santos et al,

+211 Datos no publicados
pKK-CRF1_A Fusion crfl-cat de -393 a +37 Este estudio
pKK-CRF1 B Fusion crfl-cat de -221 a +37  Este estudio
pKK-CRF1 C Fusion crfl-cat de -130 a +37  Este estudio
pKK-CRF1 D Fusion crfl-cat de -393 a - Este estudio
135
pKK-CRF2 Fusion crf2-cat de -471 a +40 Este estudio
pKK-CRF3 Fusion crf3-cat de -221 a +55 Este estudio
pKK-CRF4 Fusion crf4-cat de -597 a Este estudio
+105
pCS26-CRF1_A Fusion crfl-lux de -393 a +37  Este estudio
pCS26-CRF2 Fusion crf2-lux de -471 a +40 Este estudio
pCS26-CRF3 Fusion crf3-lux de -221 a +55 Este estudio
pCS26-CRF4 Fusion crf4-lux de -597 a Este estudio
+105

6.2. Oligonucleétidos y reacciones en cadena de la polimerasa (PCR).

Todos los oligonucleétidos utilizados en este trabajo se disefiaron utilizando la
plataforma “IDT-DNA oligo analyzer” (www.idtdna.org) y se enlistan en la Tabla 4.
Estos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis de ADN del Instituto de
Biotecnologia-UNAM. Las reacciones de PCR se prepararon utilizando buffer 1X,
5 uM de MgClz, 200 uM de dNTP’s, 1 pL de Taq polimerasa (Fermentas), 40 pMol
de cada oligonucleétido, 100 ng de DNA templado y agua libre de nucleasas para
aforar las reacciones en 100puL. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador “PCR system 9700” (Applied Biosystems) con las siguientes
condiciones: 5 min a 94°C; 30 ciclos de 94°C-45 s, 56°-64°C-45 sy 72°C-30-130 s;
y una extensién final de 10 min a 72°C. Los valores de la Tm y extension variaron
dependiendo del oligonucledtido y del tamafio de la region que se queria
amplificar.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

OLIGO SECUENCIA 5°-3° USo
Oligos para fusiones transcripcionales

11771 Lux Fw CTCTATCTCGAGTCCTAACACCCTGCACGGTA  Fusion crfl-lux
C
11771 Lux Rv.  TGGACGGGATCCTAAGTGTTGCGGATAATACT  Fusion crfl-lux
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19381 Lux Fw
19381 Lux Rv
34961 Lux Fw
34961 Lux Rv

27801 Lux Fw

27801 Lux Rv
11771 CAT
Fw

11771
Rv
19381
Fw
19381
Rv
34961
Fw
34961
Rv
27801
Fw
27801
Rv
11771-B C-Fw
11771-C C-Fw
11771-D C-Rv

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

11771-FW-
FLAG
11771-RV-
FLAG
11771-H1-
FLAG
11771-H2-
FLAG
11791-FW-
FLAG
11791-RV-
FLAG
11791-H1-
FLAG

ACAATGCTCGAGAGCATGAAAATCACGATAAG
GCGGAAGGATCCAAATGCCAGCCATACCCAG
CTTAACCTCGAGTTCAGCAATGCCTGCGTCAA
GGTATTGGATCCCTCACCCTGGAATTCGATCT
G
AGAAAACTCGAGTACCAAAGATAGGCAGTGCA
C
AGTCTAGGATCCACGTTGATACGCTCGCCATC
CTCTATGGATCCTCCTAACACCCTGCACGGTA
C

TGGACGAAGCTTTAAGTGTTGCGGATAATACT
ACAATGGGATCCAGCATGAAAATCACGATAAG
GCGGAAAAGCTTAAATGCCAGCCATACCCAG
CTTAACGGATCCTTCAGCAATGCCTGCGTCAA
GGTATTAAGCTTCTCACCCTGGAATTCGATCTG
AGAAAAGGATCCTACCAAAGATAGGCAGTGCA
C
AGTCTAAAGCTTACGTTGATACGCTCGCCATC
ACGCGGATCCTCTCTGTATGTATTTATAAG
GCAAGGATCCCTAATGTTATCTCATGCTAC
AGAGAAGCTTTGAGTGTAAACCACTAAGT
TAATATCCGTCAGGATTTACC
CGGATAATACTGGTATCAAAG
GGAATTGAAGTCCCGAGCTTTACTGCCGACCT
GAATGCCGAGGACTACAAAGACCATGACGG
AACACAGCGGGTAAGGCAGCTTTTTTTAAGCAT
AACCGCCCCCATATGAATATCCTCCTTAG
CACCCGTTTATTTGCGCAACA
TGCTGCCTATCACCTTAAACA

ACGGTCATTGAGGCGGATATTCGCTGGCAGCT
GCTGACAAAAGACTACAAAGACCATGACGG

Fusién crf2-lux
Fusién crf2-lux
Fusién crf4-lux
Fusién crf4-lux

Fusién crf3-lux

Fusion crfl-lux

Fusiones crfl_A-
cat, crfl_B-cat y

crfl_C-cat

Fusiones crfl_A-

caty crfl_D-cat
Fusion crf2-cat

Fusion crf2-cat
Fusion crf4-cat
Fusion crf4-cat
Fusion crf3-cat

Fusion crf3-cat

Fusion crfl_B-cat
Fusion crfl_C-cat
Fusion crfl_D-cat
Oligos para etiquetar cepas con la secuencia del epitope FLAG

ROD_11771::3x
FLAG-Km
ROD_11771:
FLAG-Km
ROD_11771:
FLAG-Km
ROD_11771:
FLAG-Km
ROD_11791:
FLAG-Km
ROD_11791:
FLAG-Km
ROD_11791:
FLAG-Km

13X

13X

13X

13X

13X

13X
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11791-H2- GAAAATGCCCGACAGCGCATGTCGGGCACAGC ROD_11791::3x

FLAG GGTTTCAACGCATATGAATATCCTCCTTAG FLAG-Km

K1-Rev CAGTCATAGCCGAATAGCCT Casete de
kanamicina

K2-Rev CGGTGCCCTGAATGAACTGC Casete de
kanamicina

Oligos para primer extension

pKK-Seql CAACGGTGGTATATCCAGTG Primer extension
marcado con [y-
32P]-ATP

6.4. Construccion de fusiones transcripcionales.

Una vez obtenidos los productos de PCR, éstos se purificaron con el kit “High pure
PCR Product Purification Kit” (Roche). Para la generacion de las fusiones a cat y
lux los fragmentos fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll
o BamHI y Xhol (Thermo Scientific) y ligados a los vectores pKK232-8 (cat) o
pCS26 (lux) digeridos con las mismas enzimas, respectivamente. La reacciéon de
ligasa se llevo a cabo con 2ul de buffer y 2ul de ligasa (Thermo Scientific) y
aproximadamente 500 ng de inserto y 100 ng de vector en un volumen final de 25
pl. La reaccion se incubé toda la noche a 15°C.

Diez pl de cada reaccion de ligasa fueron usados para transformar por
electroporacion células competentes de la cepa de E. coli DH10B, las cuales
fueron preparadas a partir de cultivos en LB de 100 mL crecidos a una D.Osoo de
0.6 a 0.8. Se sometieron a 3 lavados con agua estéril y glicerol a 4°C y se
concentraron en alicuotas de 100 pul. Las transformantes fueron seleccionadas en
placas de LB agar con 100 pg/ml de ampicilina para la seleccion de
construcciones derivadas del pKK232-8 y con 30 pg/ml de kanamicina para las
derivadas del pCS26. La presencia de plasmidos con inserto en las colonias
seleccionadas en presencia de los respectivos antibioticos fue corroborada por
PCR utilizando los oligonucledtidos correspondientes a cada fusion (Tabla 4).

Los plasmidos con inserto fueron purificados con el kit “Zyppi ™ Plasmid Miniprep
Kit” (Zymo Research) y confirmados por secuenciacion en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia-UNAM. Las fusiones
confirmadas (Tabla 3) se transformaron en las cepas de C. rodentium DBS100
silvestre, Ahns y AstpA.

6.5. Ensayos de actividad transcripcional (CAT)

Este ensayo se baso en el protocolo descrito por Puente et al., (1996). Partiendo
de preindculos de las cepas con las fusiones de interés, se inocularon tubos con 5
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mL de medio LB, MM-N o DMEM vy se incubaron a 37°C con agitacion hasta que
alcanzaron cierta densidad 6ptica (0.6, 0.8 o 1.0 segun el experimento). De cada
cultivo se colectaron 1.5 mL en un tubo Eppendorf y la pastilla celular se cosech6
por centrifugacion a 13500 rpm. Se descartd el sobrenadante y la pastilla se lavo
con buffer TDTT (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, DTT (dithiothreitol) 3 uM), se centrifugd
nuevamente y se resuspendié en 300 pL de este mismo buffer. Las muestras se
sonicaron en el equipo “Soniprep 150" (Vibra Cell) con un amplitud de 35%
durante 10 segundos con periodos de 5 segundos de descanso por una total de 3
minutos. Las muestras sonicadas se centrifugaron 15 minutos a 13000 rpm y el
sobrenadante se transfirid a tubos limpios. En placas de 96 pozos se cargaron 10
pL de cada extracto mas 200 pL de “BCA Protein Assay Reagent” (Pierce) para
cuantificar proteina. La placa se incubd a 37°C durante 30 minutos, una vez
transcurrido este tiempo se determind la absorbancia de cada pozo en un lector de
microplaca “CERES 900C” (Bio-Tek) a 562 nm con el programa KC3. Para
determinar la concentracion de proteina los valores obtenidos se extrapolaron en
forma automatizada a una curva estandar de concentracion de proteina en pg/ml.
Para medir la actividad de CAT se cargaron 5 pL de cada extracto mas 200 uL de
una mezcla de reaccion que contiene acetil-CoA 0.1 mM (Sigma), cloranfenicol 0.1
mM (Sigma) y 5,5-ditio-bis 2- acido nitrobenzoico (DTNB) 1 mM en 0.1 M Tris-HCI
pH 7.8. Inmediatamente se cuantifico la actividad enzimética en el mismo equipo
CERES 900C, posicionado en el modo de cinética, determinando la absorbancia a
410 nm cada 5 segundos durante 5 minutos. La actividad especifica de CAT se
obtiene dividiendo la actividad enzimatica entre la cantidad de proteina que
corresponda para cada muestra.

6.6. Determinacion del inicio de transcripcion por Primer Extension

Se extrajo RNA a partir de cultivos de la cepa C. rodentium DBS100 Ahns sin
plasmido o conteniendo las fusiones crfl A-cat y crfl B-cat (Tabla 3) a una
D.O.s00 de 0.6 y 0.8 utilizando fenol acido a 62°C y limpiando la fase acuosa con
etanol al 70%. Una vez obtenido el RNA puro, 40 pug se usaron como templado
para la obtencién de cDNA, utilizando el oligonucledtido pKK-seq-1 6 11771 CAT
Rv (Tabla 4), los cuales fueron previamente marcados con 40 pci de [y-3?P]-ATP
utilizando 5 u/ul de la enzima T4 PNK polinucle6tido quinasa (Invitrogen), dNTPs
(10mM) y agua DEPC (Dietil policarbonato).

El cDNA obtenido se limpié con N-butanol y etanol al 70% para posteriormente ser
resuspendido en 5 ul de agua libre de nucleasas y 4 pl de buffer stop (Thermo
Fisher). Las muestras se resolvieron por electroforesis en un gel de acrilamida al
8% mas 8M de urea. En el gel se incluyé una reaccion de secuenciacion tipo
Sanger, para la cual se utilizé como DNA molde el plasmido con la fusion crfl_A-
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cat, el oligonucleétido 11771 CAT Rv (Tabla 4) marcado con [y-32P]-ATP, la
enzima Thermo seq (Thermo Fisher) y su buffer. Una vez separados por
electroforesis el cDNA vy los productos de la reaccion Sanger, se seco el gel a
80°C y se expuso a una pelicula Kodak la cual se revel6 siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

6.7. Prediccidon de promotores.

Para identificar la presencia de promotores dentro de la region reguladora del
operon crfl se utilizé el programa BPROM disponible en el servidor web Softberry
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=g
findb). BPROM predice posibles promotores reconocidos por ¢’° con 80% de
precision y especificidad y ha sido utilizado en diversos estudios para la
caracterizacion funcional de secuencias bacterianas (Solovyev y Salamov, 2011).

6.8. Etiqguetado de proteinas con FLAG

Para agregar la secuencia que codifica para el epitope 3XFLAG en fase al
extremo 3’ de los genes ROD_11771 y ROD_11791, correspondientes al primer y
tercer genes del operdn crfl, se disefiaron oligonucleétidos especificos (Tabla 4)
con los que se amplificd, a partir del plasmido pSUB11 (Tabla 3) que se us6 como
DNA molde, el casete que contiene la secuencia del epitope 3XFLAG y el gen que
codifica para la resistencia a kanamicina. Los productos de PCR se limpiaron y
concentraron mediante el método de fenol-cloroformo, el cual permite separar los
acidos nucleicos insolubles en fenol y solubles en cloroformo en dos fases: la fase
superior acuosa que contiene a los acidos nucleicos, y la fase inferior que contiene
a los solventes organicos fenol y cloroformo, ademas de otros compuestos
celulares como lo son proteinas y lipidos. Una vez separada la fase acuosa, el
DNA se precipitd con etanol absoluto y glucégeno y se resuspendio en 12 ul de
agua estéril. De aqui 6 pl se usaron para electroporar la cepa C. rodentium
DBS100 silvestre conteniendo el plasmido pKD46 (Tabla 3), que codifica para las
proteinas del sistema recombinasa A red. Las células transformantes se
sembraron en cajas de LB agar con 30 pg/ml de kanamicina. Las colonias que
crecieron se sometieron a 3 pases a 42°C sin antibidtico y posteriormente se
replicaron en cajas de LB agar mas ampicilina de donde se seleccionaron aquellas
que ya no crecieron, sefial de que perdieron el plasmido pKD46. Por PCR y
secuenciacion se corrobord que las colonias tuvieran la etiqgueta FLAG en fase en
el gen de interés.
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6.9. Western Blot

Las cepas C. rodentium DBS100 ROD_11771::3xFLAG-Km y
ROD_11791::3xFLAG-Km, transformadas con el pldsmido pT6-HNS-G113D, el cual
codifica para una mutante dominante negativa de H-NS cuyo gen se expresa
desde el promotor araBAD, fueron crecidas en 5 ml de los medios DMEM, MM-N y
LB. Como controles se incluyeron las cepas C. rodentium DBS100 ecpA::3XFLAG
y C. rodentium silvestre con el plasmido pT6-HNS-G113D. Se centrifugaron 5 mL
de cada cultivo para colectar la pastilla bacteriana y para separar el sobrenadante,
el cual se guardo para hacer un perfil de secrecion posteriormente.

Las pastillas generadas se resuspendieron en 300 pL de una solucion que
contiene urea 8M. Una vez sonicadas las muestras, se les agrego buffer de carga
y se hirvieron 5 minutos a 96°C. Pasado este tiempo, las proteinas se resolvieron
por electroforesis en un gel de poliacrilamida 8% con 8 M de urea y se corrieron en
camaras verticales conteniendo amortiguador Tris-Glicina.

Para la transferencia, el gel de acrilamida se incubé junto con una membrana de
nitrocelulosa (Amersham) en buffer de transferencia (Tris base 2.5 mM, glicina
19.2 mM y metanol 20%) por 10 minutos en agitacion. Pasado este tiempo se hizo
la transferencia de las proteinas a la membrana en una camara BioRad a 19V
durante 45 minutos siguiendo las instrucciones del fabricante. La membrana se
lavé con buffer PBS-T (80 g/l de NaCl, 6.1 g/l de NazHPOa4, 2 g/l de KH2POa4, 2 g/l
de KCI, pH7.4) y se incubd con una solucion de bloqueo (PBS 1X, 0.1% de
Tween-20 y 5% de leche descremada en polvo) durante 1 hora con agitacion a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se deshecha la solucién de
bloqueo y se hacen dos lavados con PBS-T. Se prepara una dilucién del
anticuerpo primario (a-DnakK, 1:20,000; a-FLAG, 1:5,000) (Sigma) en PBS-T donde
se incuba la membrana durante 2 horas en agitacion a temperatura ambiente;
posteriormente se hacen dos lavados con PBS-T y se procede a incubar en la
dilucién correspondiente con el anticuerpo secundario (a-IgG de raton acoplado a
peroxidasa a una dilucién de 1:10,000) (Rockland) por 1 hora en agitacion a
temperatura ambiente.

Por Ultimo, la membrana se sumergié en una solucion de luminol/oxidante
(Carestream) y se colocé entre dos acetatos para exponerse a una pelicula
fotografica (Kodak) durante 30 segundos o 1 minuto. El revelado de la pelicula se
realizé siguiendo las indicaciones del fabricante.
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6.10. Perfil de secreciodn

Se prepararon cultivos de las cepas etiquetadas con el plasmido pT6Gii3D. Se
tomaron 3 muestras de cultivo de 1.5 mL cada una y se centrifugaron a 14,000
rpm, el sobrenadante se pasé a tubos limpios y se les agregé 10% de Acido Tri-
Cloro-Acético (TAC) frio y se dejo precipitar toda la noche a 4°C. Transcurrido este
tiempo las suspensiones se centrifugaron de nuevo a 14,000 rpm, se tird el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla de proteinas. Una vez eliminado el medio
del tubo, las proteinas se resuspenden en 15 uL de buffer de carga (Laemli) 1X,
las muestras se corrieron en geles de acrilamida al 15%.

7. RESULTADOS

7.1. Los promotores de los operones crfly crf3 son activos en ausencia de
H-NS.

Como ya se sefalé anteriormente, solo unos cuantos operones fimbriales de la
familia C/U han sido caracterizados en C. rodentium. En este trabajo nos
planteamos como objetivo determinar si cuatro de los operones a la fecha no
estudiados son activos transcripcionalmente en condiciones de laboratorio. Los
operones seleccionados estan anotados para el genoma de C. rodentium ICC168
como ROD_11771-11781, ROD_19341-19381, ROD_27771-27801 y ROD_34961-
35021 (Petty et al., 2010), los cuales para este trabajo se denominaron, por C.
rodentium fimbria, crfl, crf2, crf3 y crf4, respectivamente. Para abordar nuestros
objetivos, se construyeron fusiones transcripcionales al gen cat y al operdn lux,
mediante la clonacion de fragmentos obtenidos por PCR de las secuencias
corriente arriba del primer gen de cada operén. En la figura 6 se muestra un
esquema de la organizacion de los 4 operones fimbriales, se indica de manera
aproximada las regiones que fueron clonadas en los plasmidos pKK232-8 y pCS26
(Tabla 3), como se describe en materiales y métodos. Las construcciones
resultantes fueron confirmadas por secuenciacion e introducidas tanto en la cepa
silvestre DBS100, como en las cepas mutantes en los genes que codifican para
los reguladores globales H-NS (DBS100 Ahns) y StpA (DBS100 AstpA), los cuales
reprimen la expresion de un nuamero importante de factores de virulencia,
incluyendo operones fimbriales (Lim et al., 2012; Dorman, 2007; Lucchini et al,
2009).
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Figura 6. Esquema de la composicién de los operones fimbriales crfl, crf2, crf3 y
crf4. crfl es un operdn fimbrial que consta de tres genes que codifican para una
chaperona, un usher y una proteina de funcidon desconocida, y que se caracteriza por la
ausencia de genes para subunidades fimbriales. crf2 ademas de incluir genes para
chaperona y usher, tiene dos genes anotados como pilinas y uno para una adhesina. crf3
consta de pilina, chaperona, usher y una adhesina, caracteristicas de un operén fimbrial
clasico; sin embargo, se caracteriza por estar embebido en un operén que codifica para
componentes clasicos de un sistema de secrecion tipo 6 (SST6). Por ultimo, crf4 es el
operén mas grande al tener 4 genes anotados para pilinas, una adhesina, una chaperona
y una proteina usher. En cada operén se ilustra con color negro la posicién y tamafio de la
region clonada en los plasmidos pKK232-8 y pCS26 para generar las fusiones al gen
reportero cat y el operdn lux, respectivamente, y las cuales fueron seleccionadas de

23



acuerdo a la secuencia contenida en la regidén intergénica entre el operon y el gen
inmediato anterior.

Después de hacer una seleccion de las cepas transformantes conteniendo las
diferentes fusiones en los tres fondos genéticos (DBS100 silvestre, DBS100
mutante en hns y DBS100 mutante en stpA), evaluamos la actividad
transcripcional dirigida por cada region fusionada a cat, correspondiente a la
probable regién reguladora de los cuatro operones fimbriales, mediante la
determinacion de la actividad especifica de CAT a partir de muestras obtenidas de
cultivos crecidos por 8 horas en tres medios distintos, LB, MM-N y DMEM, a 37°C
en condiciones estéticas y una atmosfera de 5% de CO2. Se ha observado que
estas condiciones de crecimiento favorecen la expresion de unos u otros factores
de virulencia en C. rodentium.

Interesantemente, todos los promotores son practicamente inactivos en la cepa
silvestre crecida en cualquiera de los medios probados; sin embargo, pudimos
observar que el promotor del operdén crfl dio actividad significativa en el fondo
mutante en H-NS, mientras que crf3 fue modestamente activo con respecto a la
cepa silvestre. Los promotores de los operones crf2 y crf4 no mostraron actividad
en ninguna de las condiciones probadas (Figura 7).
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Figura 7. Los promotores de los operones crfly crf3 son regulados negativamente
por H-NS, mientras que los de crf2 y crf4 son inactivos. Actividad especifica de CAT
(umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium DBS100
silvestre o Ahns portando las fusiones correspondientes. Las cepas se cultivaron en tubos
con 5mL de medio LB, DMEM o MM-N y se crecieron durante 8 horas en condiciéon
estatica a 37°C y con 5% de CO,. Las muestras fueron procesadas como se describe en
Materiales y Métodos.
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7.2. El promotor del operén crfl se expresa diferencialmente segun el
medio de cultivo y la fase de crecimiento.

Una vez que se observo actividad transcripcional del promotor del operon crfl en
cultivo estatico en presencia de COz2, independientemente del medio de cultivo, se
evalué su actividad a partir de muestras obtenidas de cultivos crecidos con
agitacion. A su vez, se determind la cinética de expresion tomando muestras a
distintas densidades o6pticas (D.O.s00: 0.6, 0.8 y 1.0), las cuales se procesaron
para determinar la actividad de CAT. Se observé mayor actividad transcripcional
en MM-N en la cepa mutante Ahns a lo largo del cultivo, sin que se observaran
cambios significativos conforme aumentaba la densidad oOptica (Figura 8), lo cual
sugiere que la mayor actividad debe estarse generando durante etapas mas
tempranas del cultivo, principalmente durante la fase exponencial temprana. La
actividad transcripcional del promotor crfl en DMEM y LB, aunque en general
menor a la observada en MM-N, también se mantiene (Figura 8). En su conjunto
estos resultados indican que el crecimiento en condiciones de mayor aireacion
(agitacion) favorece la actividad del promotor crfl en MM-N en ausencia del
represor H-NS, aunque sin afectar de manera significativa la actividad observada
en LB y DMEM con respecto a la actividad observada en condiciones estéaticas
mas COz2 (Figura 7). Se us6 como control negativo el plasmido pkk232-8 (Tabla2)
sin promotor, tanto en la cepa WT, asi como en la mutante Ahns. En ambos casos
la actividad especifica de CAT fue nula por lo que para simplificar la grafica no se
muestran los resultados. Como control positivo se evalud la actividad especifica de
CAT de la fusion pecpAl-cat en el plasmido pkk232-8 la cual contiene la regién
promotora del gen ecpA (ROD_29201) codificante para la pilina de la fimbria ECP
de C. rodentium, la cual es activa transcripcionalmente (Martinez-Santos, datos no
publicados) (Figura 9).
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Figura 8. El promotor del operdn crfl se expresa preferencialmente en MM-N en
ausencia de H-NS. Actividad especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a
partir de extractos de C. rodentium DBS100 silvestre o Ahns portando el plasmido con la
fusion transcripcional del promotor del operdn crfl (pCRF1-cat). Las cepas se cultivaron
en tubos con 5mL de medio LB, DMEM o MM-N en agitacion a 37°C y las muestras se
colectaron a las densidades Opticas indicadas. La grafica muestra el promedio de tres
experimentos independientes.
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Figura 9. Actividad transcripcional del promotor del operdon fimbrial ecp utilizado
como control. Actividad especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir
de extractos de C. rodentium DBS100 silvestre o Ahns portando el plasmido con la fusién
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transcripcional del promotor del operén ecp (pecpAl-cat). Las cepas se cultivaron en
tubos con 5mL de medio LB, DMEM o MM-N en agitacién a 37°C y las muestras se
colectaron a las densidades épticas indicadas. La gréfica muestra el promedio de tres
experimentos independientes.

7.3. El promotor del operdn crfl es activo en ausencia de StpA.

Con los resultados descritos anteriormente, pudimos observar que el promotor del
operén crfl es regulado por H-NS. C. rodentium codifica para otras cuatro
proteinas muy parecidas a H-NS (Caballero et al., 2015), una de ellas es StpA a la
gue se le ha atribuido un papel compensatorio en ausencia de H-NS (Leonard et
al., 2009; Lim et al., 2012). Con estos antecedentes, decidimos evaluar el papel de
StpA en la regulacién de los cuatro promotores asociados a los operones
fimbriales motivo de este estudio: crfl, crf2, crf3 y crf4. Para ello se transformaron
las cuatro fusiones transcripcionales descritas en la figura 6 en la cepa DBS100
AstpA y se determind la actividad transcripcional bajo condiciones similares a los
experimentos descritos anteriormente. Este andlisis permiti6 observar que el
promotor crfl es también reprimido por StpA en forma muy similar a H-NS (Figura
10), lo cual plantea la posibilidad de que H-NS y StpA actien de manera
cooperativa 0 sinérgica para regular negativamente la expresion de crfl. Queda
por distinguir entre estas dos posibilidades, ya que aunque se esperaria que en
una doble mutante la actividad fuera similar o se incrementara, respectivamente
con respecto a la de las mutantes individuales, el experimento no es viable porque
la doble mutante presenta muchos problemas de crecimiento, lo cual podria
dificultar la interpretacion del resultado.
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Figura 10. El promotor del operdn crfl es también regulado negativamente por
StpA. Actividad especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de
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extractos de C. rodentium DBS100 silvestre o AstpA conteniendo los plasmidos con las
fusiones crfl, crf2, crf3 y crf4. Los cultivos se hicieron en tubos con 5mL de medio LB,
DMEM o MM-N y se dejaron crecer durante 8 horas en agitacion a 37°C.

7.4. Identificacion de la region minima reguladora del operon crfl.

Para delimitar la region minima reguladora del operdén crfl se construyeron
fusiones transcripcionales al gen reportero cat con recortes de la regién de 430 pb
contenida en la fusion crfl_A-cat, la cual abarca de la posicion -393 a +37
respecto al ATG del primer gen del operén, generando las fusiones crfl_B-cat que
consta de la region -221 a +37; crfl_C-cat de -130 a +37 y crfl_D-cat de -393 a -
135 respecto al ATG del primer gen del operon (Figura 11; Tabla 3).

proteina putativa exportada — chaperona

f CRF1_A | -393 a +37
o CRF1_C wem -130a +37

— CRF1_B — -221a +37
— CRF1_D —

-393a-135

Figura 11. Esquema de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat
generadas para delimitar la region minima reguladora del operén crfl. Las
posiciones se indican con respecto al codén de inicio de la traduccion del primer gen del
operdn que codifica para la chaperona.

Estas fusiones se transformaron en la cepa silvestre DBS100 silvestre y Ahns. Los
resultados de la actividad de CAT obtenidos para cada fusion muestran que la
fusién crfl_B-cat presenta una actividad muy similar a la de la fusion crfl_A-cat,
indicando que la region eliminada en crfl_B-cat no contiene elementos
involucrados ni en la represion observada en la cepa silvestre, ni en la activacion
en ausencia de H-NS. La determinacion mas precisa de la regidbn minima
reguladora de este operdn requerird de la generacion de fusiones aun mas
delimitadas (Figura 12).

Para las fusiones crfl_C-cat y crfl_D-cat la actividad disminuye, indicando que
carecen de elementos importantes para la regulacion positiva de la expresion del
operon crfl; sin embargo, la actividad no se pierde por completo, lo cual sugiere la
presencia de dos promotores activos pues estas fusiones contienen segmentos
independientes de la region reguladora (Figura 11). Dado que la suma de las
actividades de las fusiones crfl_C-cat y crfl_D-cat es aparentemente equivalente
a la actividad transcripcional de la fusion crfl _B-cat, la cual abarca la regién
contenida en crfl_C-cat mas las posiciones -221 a -135 contenidas en crfl_D-cat,
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estos resultados sugieren que la expresion del operdn crfl se debe a la actividad
de dos promotores que se encuentran dentro de la secuencia localizada entre las
posiciones -221 a +37.

1500
[ !

@ DMEM
1000- 8 VM-N

5004

Actividad especifica de CAT
(umol/min/mg proteina)

WT Ahns WT Ahns WT Ahns WT Ahns

PpCRF1_D pCRF1_C PpCRF1_B pCRF1_A

Figura 12. La regién minima reguladora del promotor del operdn crfl se encuentra
contenida dentro de la fusiéon crfl_B. Actividad especifica de CAT (umol/min/mg de
proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium DBS100 silvestre o Ahns
conteniendo las fusiones del operdn crfl. Los cultivos se hicieron en tubos con 5mL de
medio LB, DMEM o MM-N y se dejaron crecer durante 8 horas en agitacién a 37°C. La
grafica muestra el promedio de los resultados obtenidos en dos experimentos
independientes.

7.5. Identificacion del inicio de transcripcion de crfl.

Para determinar la localizacion del o de los promotores del operon crfl, se
identifico la posicion de los posibles inicios de transcripcion mediante la técnica de
primer extension. En un primer experimento se utilizO RNA extraido de C.
rodentium Ahns conteniendo el plasmido de la fusién crfl_A-cat a partir de un
cultivo en MM-N a 37°C en agitacion cosechado a una D.Oeoo0: 0.8. Este RNA fue
utilizado como templado para la reaccion de primer extension utilizando los
oligonucledtidos  11771-CAT-Rv 'y pKK-Seg-l (Tabla 4), marcados
radioactivamente. El resultado del experimento con ambos oligonucleétidos
sugiere dos posibles inicios de transcripcion localizados en las posiciones -154 vy -
123 con respecto del ATG (Figura 13, panel izquierdo). A su vez, se observaron
varias sefales adicionales que consideramos fueron generados por productos de
degradacion de los transcritos primarios, por lo que en un nuevo experimento se
utilizé RNA obtenido de un cultivo en DMEM donde C. rodentium crece mejor
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comparado con MM-N. Ademas, el cultivo se cosechd a una densidad Optica de
0.6 con la finalidad de obtener transcritos mas jovenes que hayan sido menos
expuestos a degradacion. Para este ensayo se utilizo RNA extraido de C.
rodentium Ahns sin pldsmido o con los plasmidos que contienen las fusiones
crfl_A-caty crfl_B-cat y Unicamente el oligonucleétido 11771-CAT-Rv. A partir del
RNA total de la cepa C. rodentium Ahns/pCRF1_A, se observaron nuevamente los
productos de los dos posibles inicios de transcripcién localizados en las posiciones
-154 y -123 (Figura 12, panel derecho). Estos resultados concuerdan con la
posible presencia de dos promotores dentro de la regidén -221 a +31 que sugiri6 el
andlisis de las fusiones transcripcionales (Figuras 11 y 12), aunque llama la
atencion que el inicio de la posicion -154 no se observa con el RNA de la cepa que
contiene el plasmido de la fusién crfl_B-cat, lo cual sugiere que la secuencia
corriente arriba de la posicién -221 podria incluir elementos importantes para la
activacion de dicho promotor. En las condiciones probadas, tampoco pudimos
detectar el inicio de transcripcion para el promotor que genera la actividad de la
fusién crfl_C-cat, la cual no incluye las secuencias asociadas a los dos
promotores sefialados anteriormente. Este resultado sugiere que dicha fusién
contiene un promotor que se activa Unicamente en ausencia de los otros dos
promotores y de H-NS o que se form6 de manera artificial al insertar esta region
en el vector reportero. La identidad de dicho promotor sera motivo de
experimentos futuros. En su conjunto, estos resultados indican que la mayor
actividad depende del promotor ubicado en la vecindad de la posicién -123 con
respecto al ATG del primer gen del operon crfl.

C. rodentium Ahns C. rodentium Ahns
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Figura 13. Inicio de transcripcion del operdén crfl. Los dos primeros carriles (flechas
azules) muestran por duplicado el resultado del primer extension utilizando RNA obtenido
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a partir de C. rodentium Ahns portando el plasmido pCRF1_A crecida en MM-N hasta una
D.Oe0o: 0.8, utilizando el oligonucledtido 11771-CAT-RV y pKK-seql del lado derecho e
izquierdo, respectivamente. En los carriles del lado derecho (flechas rosas) se ilustra el
resultado del primer extension a partir de RNA extraido de C. rodentium Ahns sin
plasmido o portando los plasmidos pCRF1_A 'y pCRF1_B crecidas en medio DMEM a una
D.Oeoo: 0.6. Para todas las reacciones se utilizd el oligonucledtido 11771-CAT-RV
marcado radioactivamente (Tabla 4). Los carriles centrales incluyen las reacciones de
secuenciacién tipo Sanger (GATC). Los posibles inicios de transcripcién se indican a los
lados con respecto a la secuencia de la seccién correspondiente de la regién reguladora
de crfl. El resto de las bandas parecen ser productos de degradacion del transcrito
principal ya que disminuyen significativamente cuando la muestra se colecta a una menor
densidad optica.

Una vez detectados posibles inicios de transcripcion se prosiguio a predecir cajas -
10 y -35 de promotores potenciales utilizando el software BPROM, el cual indic
tres posibles promotores esquematizados en la Figura 14. De acuerdo a la
ubicacion del inicio de transcripcidon localizado experimentalmente a -123 pb del
ATG, se identific6 como posible caja -10 a la secuencia TATTCT y como posible
caja -35 a la secuencia TTTACT, ambas con 4 de 6 posiciones conservadas con
respecto al consenso para promotores dependientes de sigma 70 (Figura 14, color
azul).

-35 -10 [0 F1z3 -35 -10 [ATG|  ROD_11771
e} I § e mp -

TTTTGTGATGTGTTTATTTATTAAATATATAATAT
19 pb

ATTTTTCCGCGCCAGAACATGGATAGTAATATTTA

17 pb

TAATTTTACTTAGTGGTTTACACTCATCTATTCTCTGTATGTAT
18 pb

Figura 14. Prediccion de secuencias promotoras del operén crfl. La prediccién de
cajas -10 y -35 con BPROM sugiere que las cajas azules constituyen el principal promotor
de crfl cuyo inicio de transcripcidn se ubica a -123 pb del codén de inicio ATG de acuerdo
a los resultados del primer extension. Adicionalmente el programa predice dos promotores
mas (cajas anaranjadas y amarillas); sin embargo, para ambos no se detecté inicio de
transcripcion. Para el caso del promotor mas distal (cajas anaranjadas), no se puede
descartar la posibilidad de que éste sea responsable de la actividad observada para la
fusion crfl_D-cat, aunque también podria ser un falso positivo; mientras que para el
proximal (cajas amarillas) que de este dependa la actividad de la fusién crfl_C-cat, la cual
carece de los dos promotores predichos corriente arriba de la posicion -130.
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7.6. Visualizacion de los posibles productos de la traduccién de los
transcritos de crfl.

Para evaluar si los posibles transcritos generados por el operén crfl se traducen a
proteinas, se procedid a afiadir la secuencia que codifica para el epitope FLAG en
fase al extremo 3’ de los genes ROD_11771 (posible chaperona) y ROD_11791
(proteina hipotética de funcion desconocida) para afiadir dicho epitope al C-
terminal de las proteinas predichas para estos genes. Lo anterior se plante6 tanto
para la cepa silvestre como para la mutante Ahns donde se desreprime la
expresion del promotor de crfl; sin embargo, Unicamente se consiguid etiquetar a
ambos genes en la cepa silvestre. Debido a que la expresion del operon fimbrial
crfl en la cepa silvestre es muy baja (Figura 8), antes de intentar detectar a las
proteinas etiquetadas por western blot, se introdujo en las cepas etiquetadas el
plasmido pT6-HNS-G113D, el cual codifica para una proteina H-NS mutante en el
dominio de unién a DNA, la cual al formar heterodimeros con la H-NS silvestre
genera un efecto de dominancia negativa. El ensayo de western blot se realizd
creciendo a las cepas etiquetadas con el pldsmido pT6-HNS-G113D en los tres
medios probados en este estudio: MM-N, DMEM vy LB. Utilizando como control
negativo la cepa silvestre de C. rodentium sin etiqguetas y como control positivo
una cepa que expresa la subunidad fimbrial EcpA-FLAG. Desafortunadamente, no
se logré detectar sefal ni de la chaperona, ni de la proteina hipotética a partir de
muestras colectadas de cultivos en los tres medios (datos no mostrados). Para
descartar que este fenotipo estuviera asociado a la falta de funcionalidad del
sistema de dominancia negativa, se hizo un perfil de secrecién de proteinas.

Se sabe que el DMEM establece una condicién de crecimiento que permite la
expresion tanto de los genes involucrados en la biogénesis del sistema de
secrecion tipo Ill, como de su funcionalidad, mientras que el medio LB es una
condicién de represion, por lo que en un ensayo de dominancia negativa donde H-
NS es inhabilitada se esperaria que haya mayor secrecion de proteinas en ambos
medios. El perfil de secrecién reprodujo el fenotipo antes mencionado (Figura 15),
demostrando que el sistema de dominancia negativa es funcional y que la nula
deteccion de las proteinas etiquetadas por western blot se debe a otras causas,
entre las que se podrian mencionar que la concentracidon de las proteinas
etiquetadas es muy baja o incluso que éstas no se expresen a pesar de que en
este trabajo se confirmé que el promotor del operén crfl es funcional.
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Figura 15. Perfil de secrecién de las cepas etiquetadas con FLAG. El perfil de
secrecion de proteinas correspondiente a las cepas etiquetadas en el gen de la
chaperona (11771-FLAG) y de la proteina hipotética (11791-FLAG) conteniendo el
plasmido pT6-HNS-G113D indican funcionalidad del sistema de dominancia negativa. En
medio DMEM (panel rojo) se secretan las proteinas del SST3 EspB, EspD y EspA en
mayor abundancia en las cepas con el plasmido pT6-HNS-G113D, comparado con la cepa
etiquetada en ecpA, la cual no contiene el plasmido. Lo mismo ocurre en medio LB (panel
amarillo).

8. DISCUSION

Los patégenos A/E EPEC y EHEC son agentes causales de diarrea en humanos
con prevalencias a nivel mundial que varian de acuerdo a la regién geogréfica
donde siguen representando un problema de salud. Ante la falta de un modelo
animal que permita investigar en mas detalle el mecanismo de patogenicidad
mediante el cual estas bacterias establecen una infeccion, se recurre al uso de C.
rodentium como modelo alternativo, ya que es un patdégeno especifico de ratones
de bioterio en las que produce, al igual que EPEC y EHEC en humanos, la lesién
A/E en células del epitelio intestinal, particularmente en el colon.
Interesantemente, C. rodentium comparte 2940 genes con EPEC y EHEC que
constituyen el genoma core entre estos tres organismos, y de manera particular
229 genes con EHEC y 230 con EPEC, pero tiene 1585 genes sin ortélogos en los
otros patdégenos A/E (Petty et al.,, 2010). De los genes comunes entre los
patdogenos A/E destacan los que componen la isla de patogenicidad LEE, asi
como los que codifican para otros efectores localizados fuera de la isla
denominados nle (non LEE-encoded effectors). Durante la adherencia inicial, los
patogenos A/E expresan fimbrias tipo IV que facilitan la interaccion con las células
eucariontes: CFC en C. rodentium, BFP en EPEC y HCP en EHEC (Mundy et al.,
2003; Giron et al., 1991; Sherlock et al., 2005).
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El estudio tanto in vitro como in vivo de mutantes de diversos genes que son
compartidos con EPEC y EHEC en C. rodentium, ha permitido dilucidar el papel
gue éstos juegan durante la colonizacion e infeccion (Deng et al., 2004; Bishop et
al; 2007). Ademas, C. rodentium también se ha utilizado como un modelo
heter6logo para estudiar genes de EPEC y EHEC que no estan presentes en C.
rodentium. Tal es el caso del gen que codifica para la proteina PerC (del inglés:
“Plasmid-encoded regulator C”) de EPEC o de sus ortdlogos en EHEC
denominados Pch (por sus siglas en inglés: “PerC homologue”), que son
reguladores positivos de la expresion del gen ler, el cual codifica para Ler, el
regulador maestro de la isla de patogenicidad LEE en EHEC y EPEC. De manera
interesante, cuando perC o pchA se expresan a partir de un plasmido en C.
rodentium, son capaces de regular positivamente la expresion de la isla LEE
(Bustamante et al., 2011). Otro ejemplo interesante del uso de C. rodentium como
modelo heterdlogo lo representa la construccion de una cepa de C. rodentium
(Astx2dact) que expresa toxinas tipo Shiga de EHEC, la cual provee un modelo para
el estudio in vivo de la patogénesis de EHEC mediada por dicha toxina
responsable de complicaciones secundarias graves como el Sindrome Urémico
Hemolitico (Mallick et al., 2012).

El modelo de infeccion C. rodentium-raton ha sido a su vez utilizado para
investigar la dinamica de la transmisién de la infeccion fecal-oral, asi como para
estudiar el mecanismo de respuesta del sistema inmune del raton ante la
infeccidn, pues el raton tiene la capacidad de eliminar la infeccion por C. rodentium
y adquirir inmunidad ante infecciones posteriores (Buschor et al., 2017). En los
altimos afios, también se ha empleado como modelo para estudiar como influye la
microbiota durante el proceso de infeccion al raton y la ocurrencia de disbiosis
después de la infeccién (Chen et al., 2014; Collins et al., 2014; Kamada et al.,
2015). Ademas de ser usado como modelo de los patdgenos A/E, también se ha
implementado como modelo para estudiar otras enfermedades humanas, como lo
son la enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa y cancer de colén (Higgins et al.,
1999; Chandrakesan et al., 2013).

Entre los genes de C. rodentium que no tienen ortélogos ni en EPEC ni en EHEC,
se encuentran los operones fimbriales crfl, crf2, crf3 y crf4, ademas de otros no
mencionados en este trabajo. Los ortdlogos mas cercanos a crfl se encuentran en
Leclercia adecarboxilata y Enterobacter cloacae, donde los operones constan al
igual que en C. rodentium Unicamente de una chaperona, un usher y una proteina
hipotética rio abajo del gen del usher. Para el caso de crf2, los ortélogos mas
cercanos se encuentran en bacterias del mismo género como C. amalonaticus y
C. farmeri o E. fergusonii. Los ortélogos mas cercanos al operon crf3 se
encuentran en Pantoea alhagi que es un patdgeno de plantas, Cronobacter
sakazakii y C. turicensis, los cuales de manera interesante conservan la misma
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organizacion del operon fimbrial dentro de otro operdn que contiene genes de un
sistema de secrecion tipo seis. El operon crf4 tiene a sus ortélogos mas cercanos
en bacterias del mismo género como C. farmeri y C. amalonaticus, asi como en E.
cloacae.

El hecho de que estos operones fimbriales no estén en otros patdégenos A/E,
sugiere que podrian estar involucrados en mediar la especificidad de nicho, el cual
varia para estos patdégenos: EPEC coloniza el intestino delgado, EHEC el intestino
grueso y C. rodentium el colén de ratén (Phillips et al., 2000; Fitzhenry et al., 2002;
Mundy et al., 2005).

En la punta del filamento fimbrial esta presente una subunidad fimbrial
denominada adhesina, la cual puede interactuar con un receptor especifico sobre
las células del hospedero o sobre una superficie o reservorio ambiental,
proporcionando a las bacterias tropismo. Por ejemplo, la fimbria Pap de E. coli
uropatégena tiene en su punta a la adhesina PapG que reconoce los glucolipidos
Gala1-4Gal de la superficie de las células renales favoreciendo la adherencia de
UPEC causando pielonefritis, mientras que la fimbria Fim de esta misma bacteria
tiene en la punta a la adhesina FimH gue se une a un receptor manosilado en la
superficie del epitelio de la vejiga donde provoca cistitis (Allen et al., 2012). Es
decir, las adhesinas pueden proporcionar a las bacterias especificidad por un
nicho dado y por ende, participar en el desarrollo de un padecimiento u otro. Por
otro lado, mientras que la expresion de cada adhesina puede promover de manera
independiente la adhesion de la bacteria a un tejido especifico, la expresiéon
secuencial o especifica en respuesta al entorno de dos o mas fimbrias puede,
eventualmente, también determinar las caracteristicas de una infeccion dada o el
nicho dentro de un hospedero o sobre un reservorio ambiental en el que la
bacteria se establecera y proliferara (Bush & Waksman, 2014). Esto ultimo suma
interés considerando el nimero de operones fimbriales de la familia C/U en las
enterobacterias (Tabla 1), y establece como interrogantes si estas estructuras
cumplen funciones diversas o redundantes dentro de los patégenos.

Los datos descritos sobre la regulacion de las fimbrias C/U sugieren que éstas se
expresan en diferentes etapas durante el ciclo de vida de las bacterias, es decir,
los mecanismos que regulan su expresion estdn respondiendo a distintos
estimulos y por ende son reguladas de manera diferencial. EI hecho de no haber
observado actividad transcripcional en este estudio de los operones crf2 y crf4 no
significa que no sean operones activos, puede ser que simplemente no logramos
reproducir las condiciones donde estas fimbrias se expresan. Incluso si no hay
expresion in vivo dentro del hospedero, tampoco se pueden interpretar como
operones inactivos, pues podrian estar involucradas en la adherencia de algun
reservorio ambiental o participar en procesos como la transferencia entre
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hospederos que en el caso de los roedores se da a través de las heces. Tal es el
caso de ECP, una fimbria C/U ubicua en E. coli pero también presente en C.
rodentium. ECP se expresa preferencialmente a 26°C y se ha descrito que en
EHEC es necesaria para establecer la interaccidbn con hojas de espinaca, que
pueden ser una fuente de transmision al hombre, permitiéndole adherirse a los
estomas y prevalecer hasta que es transmitida a su hospedero final (Saldafa et al,
2011).

Interesantemente, en este trabajo observamos actividad transcripcional del operén
crfl, el cual consta de tres marcos de lectura que codifican para la chaperona, la
proteina usher y una proteina hipotética de funcion desconocida, pero carece de
genes para subunidades fimbriales. Considerando que la biogénesis de las
fimbrias C/U requiere de al menos una subunidad fimbrial que se ensamble para
formar el filamento, para el operén crfl consideramos tres posibilidades: 1) que
crfl sea un pseudo-operén que perdié el gen para la subunidad fimbrial y posee
genes para la chaperona y el usher que ya no son funcionales y eventualmente
también seran eliminados, pero que azarosamente conserva un promotor
funcional; 2) que los componentes codificados en el operdén crfl participen en el
ensamblado una subunidad fimbrial codificada en otro operon, ya que hay
operones que codifican para mas de una pilina, como es el caso de crf2 y crf4
(Figura 6); sin embargo, este fendbmeno no ha sido observado; 3) que la
chaperona y el usher exporten a la proteina hipotética codificada por el tercer gen
del operdn. Esta dltima opcion sugiere, a su vez, dos posibilidades; que la proteina
hipotética sea una subunidad fimbrial poco conservada, o una proteina de funcién
desconocida pero caracteristicas novedosas que estd siendo exportada via el
sistema fimbrial, lo cual tampoco se ha documentado para las fimbrias C/U. De
manera interesante, hay un ortélogo de la proteina hipotética en Salmonella
entérica sv Typhimurium, con la que comparte una identidad del 39%, que esta
anotada como posible subunidad fimbrial; sin embargo, la proteina hipotética de C.
rodentium no presenta motivos tipicos de pilina, y en su lugar si un motivo de
glucosilacién de la familia RolB/RolC y un motivo de funcién desconocida.

El otro operén donde observamos actividad transcripcional es crf3, aunque los
niveles de expresion observados son muy bajos. En parte esto se puede explicar
porque la regidn utilizada para generar las fusiones transcripcionales en los
sistemas reporteros cat y lux podria carecer de sitios de union de reguladores
positivos o0 porque en realidad el operdn es cotranscrito con los genes del SST6 ya
gue la regién clonada corresponde a la region intergénica entre un gen del SST6 y
la pilina de crf3. Esto hace necesario evaluar si la expresion observada a partir de
la regién clonada no es un artificio y en su lugar la activacion del operon crf3
depende de la region reguladora del operdn del SST6. La potencial co-expresion
de una fimbria C/U con el SST6 seria un hallazgo muy interesante pues ambos
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son factores de virulencia importantes para las bacterias patdégenas. Cabe sefalar
que se ha demostrado que el SST6 en C. rodentium es funcional y le provee
ventajas durante la competencia con otras bacterias (Gueguen & Cascales, 2013).
Queda por definir si existe alguna correlacién funcional entre el SST6 y la fimbria
C/U una vez que se confirme que la expresion del operdn fimbrial da lugar al
ensamble de un filamento sobre la superficie bacteriana.

Otro dato interesante encontrado en este trabajo, fue el hecho de que StpA
reprime la expresion de crfl en la misma magnitud que lo hace H-NS. Aunque ya
se han descrito genes donde StpA regula uniéndose a las mismas regiones que H-
NS, compensando la ausencia de esta proteina (Leonard et al., 2009; Lim et al.,
2012), no se habia descrito la intervencion de StpA en la regulacion de alguin
operon fimbrial. Incluso ECP y GCF que son fimbrias C/U reguladas por H-NS no
muestran represion por StpA (Martinez-Santos, datos no publicados; Caballero-
Flores; datos no publicados). Queda por evaluar si el efecto de H-NS y StpA en la
transcripcion del operdén es aditivo o cooperativo. Por otra parte, el hecho de que
crfl esté regulado negativamente por H-NS y StpA sugiere que hay un regulador
positivo que, bajo las condiciones apropiadas de crecimiento, desplaza a estas
proteinas para permitir el acceso de la RNA polimerasa y dar lugar a la
transcripcion del operon. Esta situacion se ilustra con la regulacién del operdn kfc
de C. rodentium, el cual es regulado por RegA, un regulador transcripcional
positivo de la familia AraC que se une a un operador localizado cerca del promotor
del operén, lo que resulta en el desplazamiento de H-NS, la cual reprime la
expresion del operdn bajo condiciones no permisivas (Yang et al., 2008).

En conclusion, este trabajo contribuyd con la caracterizacion inicial de un operén
fimbrial que muestra caracteristicas particulares dentro de la familia C/U y que
pudiera brindar informacion nueva respecto a la biogénesis de estas fimbrias y la
funcibn de genes accesorios, asi como de los mecanismos que regulan su
expresion. Ademas, este trabajo forma parte de un estudio sistematico de la
funcién y regulacion de los operones fimbriales en C. rodentium, que esperamos
nos acerque a comprender mas sobre la diversidad funcionalidad de estas
estructuras en bacterias patdégenas.

9. PERSPECTIVAS

1. Corroborar la regién promotora de crfl mutando las posibles cajas -10 y -
35.

2. Determinar si los genes que conforman el operén crfl son traducidos a
proteina una vez transcritos. Lo anterior mediante la adicién de la secuencia
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que codifica para el epitope FLAG al extremo 3’ de cada gen en la cepas
mutantes en hns y stpA para facilitar la deteccion de los productos por
Western blot. Alternativamente, clonando los genes etiquetados en
plasmidos que permitan su sobreexpresion.

3. Determinar si el gen ROD_11791 que codifica para la proteina hipotética es
parte del operon crfl, si su expresion deriva en una proteina y, en su caso,
cual es su localizacion en la célula o si ésta estéa siendo exportada via los
componentes de este operdn fimbrial.

4. Evaluar la actividad in vivo de los promotores de los operones fimbriales
crfl, crf2, crf3 y crf4 con las fusiones transcripcionales al operén lux.

5. Construir mutantes de los operones fimbriales para examinar
su papel en adherencia a lineas celulares en cultivo y durante la
colonizacion en ratones.
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