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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de los patégenos A/E.

Los patégenos A/E (por sus siglas en inglés: Attaching and effacing) deben su
nombre a que causan una lesion denominada de adherencia y esfacelamiento.
Esta lesion se caracteriza por la eliminacién de las microvellosidades presentes
en las células epiteliales del intestino (enterocitos), una adherencia estrecha de
las bacterias a las membranas de estas células y por reacomodos en el
citoesqueleto del hospedero. Estos ultimos, permiten la acumulacién de actina
polimerizada justo donde la bacteria hace contacto con el enterocito, formando
estructuras tipo pedestal que llegan a medir alrededor de 10 ym (Figura 1)
(Frankel y Phillips, 2008; Frankel et al., 1998).

Figura 1. Micrografia de la formacion de pedestales de actina en EPEC. A) Formacion de la
lesion A/E en células epiteliales del intestino de cerdos gnotobidticos; B) Formacion del
pedestal de actina en células HeLa (Modificada de Campellone et al., 2003).

Esta familia incluye a los patégenos humanos Escherichia coli enteropatogena
(EPEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC), y a Citrobacter rodentium un
patdgeno especifico de raton. EPEC es el principal causante de diarrea infantil
en paises en vias de desarrollo, mientras que EHEC es responsable de
diarreas hemorragicas en adultos, provocadas por la accion de la toxina tipo
Shiga producida por cepas principalmente de los serogrupos 0157, 026, 0103,
0111 y 0145, la cual puede causar complicaciones adicionales como el
sindrome urémico hemolitico (HUS), que conlleva a fallas renales irreversibles
que pueden desencadenar la muerte (Nataro y Kaper, 1998). Por su parte, C.

rodentium es causante de colitis e hiperplasia transmisible del colon, una



enfermedad caracterizada por la proliferacion descontrolada de las células
epiteliales en el colon, la cual puede desencadenar episodios de diarrea en
ratones (Mundy et al., 2005).

Aunque los patogenos A/E causan la misma lesion, tienen un tropismo
diferente: EPEC coloniza el intestino delgado, especificamente el duodeno, el
ileon y las placas de Peyer; EHEC coloniza preferencialmente las placas de
Peyer y el intestino grueso; y C. rodentium inicia la colonizacion en el tejido
linfoide del ciego y eventualmente en el colon que es donde se establece
(Phillips et al., 2000; Fitzhenry et al., 2002; Mundy et al., 2005).

EPEC, EHEC y C. rodentium comparten 2940 genes (Petty et al., 2010). Entre
el conjunto de genes comunes de los patégenos A/E se encuentra la isla de
patogenicidad LEE (Figura 2) (por sus siglas en inglés: Locus of enterocite

effacement) que confiere el fenotipo A/E.
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Figura 2. Isla de patogenicidad LEE. Estructura genética de la isla de patogenicidad LEE de
EPEC (E2348/69 O127:H6). Se ilustran los genes contenidos dentro de cada operdn y en la
parte de abajo con colores se describen las funciones descritas para cada gen (Modificada de
Gaytan et al., 2016).

La isla de patogenicidad LEE consta de 35 kb con 41 genes organizados en
cinco operones policistrénicos, dos bicistronicos y cuatro unidades
monocistronicas. LEE codifica para todos los componentes estructurales de un
sistema de secrecion tipo 3 (SST3) por el que se translocan diversas proteinas
efectoras hacia los enterocitos. Algunos de los efectores que se translocan por
este sistema también se codifican dentro del LEE: EspB, EspF, EspG, EspH,

EspZ y Map, asi como 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). LEE también codifica para la
adhesina “intimina” y su receptor “Tir", ademas de para componentes cruciales
para la regulacion y expresién de la isla tales como Ler, GrIR y GrlA (Schmidt,
2010), asi como para las proteinas SepL y SepD que forman un interruptor
molecular que confiere especificidad al SST3 para secretar los diferentes
efectores (Deng et al., 2005). Ademas de la regulacion mediada por las
proteinas antes mencionadas, la expresion de LEE es modulada transcripcional
y post-transcripcionalmente por varios reguladores globales en respuesta a

diversos estimulos ambientales y percepcion de quérum (Connolly et al., 2015).

El mecanismo mediante el cual los patégenos causan la lesion A/E se divide en
tres etapas para su estudio, aunque éstas no son sucesivas o excluyentes
entre si. En la etapa inicial las bacterias se adhieren a los enterocitos mediante
la interaccion con fimbrias Tipo IV (Figura 3A). En EPEC se expresa la fimbria
BFP (por sus siglas en inglés: Bundle-Forming Pilus), en EHEC HCP (por sus
siglas en inglés: Hemorrhagic coli Pilus) y en C. rodentium CFC (por sus siglas
en inglés: Colonization Factor Citrobacter) (Giron et al, 1991; Mundy et al.,
2003; Xicohtencatl-Cortés et al., 2007). El siguiente paso involucra el
ensamblaje del SST3 codificado en el LEE, via el cual se translocan diversos
efectores (Figura 3B). EPEC 0127:H7 posee 22 genes funcionales que
codifican para efectores que son substrato del SST3 y por lo tanto
potencialmente translocados al enterocito, EHEC 0O157:H7 50 genes y C.
rodentium 29 genes (Tobe et al., 2006; Deng et al., 2010, 2012; Petty et al.,
2010). Cada efector tiene propiedades distintas por lo que de manera
orquestada ayudan al patdgeno a subvertir diversos procesos celulares
(Gaytan et al., 2016). Tir es la primera proteina efectora que se secreta, se
ancla a la membrana de la célula eucariota y funciona como receptor para una
adhesina llamada intimina, la cual se localiza en la membrana de la bacteria. La
interaccion entre estas dos proteinas provoca una adherencia mas estrecha
entre la bacteria y el enterocito (Figura 3C). Tir tiene un dominio extracelular

para interactuar y unirse a intimina, a la vez que su dominio N y C terminal se



encuentran en el citoplasma de la célula hospedera donde son capaces de
interactuar con componentes de sefalizacion del citoesqueleto eucarionte y por
tanto de inducir la formacion del pedestal (Luo et al., 2000; De Grado et al.,
1999). Tir recluta Nck al sitio de adherencia, que a su vez recluta a la proteina
N-WASP (por sus siglas en inglés: neural Wiskott-Aldrich syndrome protein) y
al complejo ARP2/3 (por sus siglas en inglés: actin-related protein 2/3) para
mediar la formacién del pedestal de actina justo donde la bacteria hace
contacto con el enterocito (Lai et al., 2013). Esta es la tercera etapa del

mecanismo de formacioén de la lesion A/E.

, EPEC

PKC Actina,
a-actina,
talina, vilina,

paiina C) Adherencia
B) Ensamblaje del SST3 estrecha (Lesion A/E)

A) Adherencia inicial

Figura 3. Modelo del mecanismo de formacion de la lesion A/E en EPEC. A) Adherencia
inicial. EPEC interactua con las células epiteliales del intestino via la fimbria BFP, la cual se
encuentra codificada dentro del plasmido EAF. B) Ensamblaje del SST3. EPEC va a translocar
alrededor de 22 proteinas efectoras al citoplasma eucarionte via el SST3. C) Adherencia
estrecha. La proteina efectora Tir se ancla a la membrana del enterocito e interactua con la
adhesina bacteriana intimina para establecer una adherencia mas estrecha, ademas de inducir
cambios en el citoesqueleto que permiten la formacion del pedestal rico en actina (Strynadka y
Ness, 2002, comunicacion personal).

1.2 Citrobacter rodentium como modelo de estudio.
C. rodentium es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la familia de las
Enterobacteriaceae causante de colitis e hiperplasia transmisible del colon en
ratones. La hiperplasia del colon se define por un adelgazamiento de la mucosa
colénica y por un engrosamiento de las criptas del colon, las cuales son

causadas por una regeneracién excesiva del epitelio, asi como del incremento



de la expresion de los mecanismos de reparacion celular (Luperchio y Schauer,
2001; Shauer y Falkow, 1993).

La infeccidon por C. rodentium se transmite por la via oral-fecal y su severidad
es influenciada por el contexto genémico del hospedero. Mientras que para
unas cepas de ratones la infeccion por C. rodentium se elimina unas semanas
después de que ésta comienza, para otras cepas la infeccion puede resultar en
inflamacién severa y una fuerte deshidratacién, provocando la muerte del

hospedero (Papapietro et al., 2013).

La infeccion por C. rodentium resulta en la formacion de lesiones A/E, lo cual lo
convierte en un organismo modelo para estudiar el mecanismo de
patogenicidad de los patégenos A/E, proporcionando evidencia que nos ayude
a entender, al menos en parte, los eventos que podrian ocurrir en un
hospedero humano infectado por EPEC o EHEC, y para las cuales no se
cuenta con un modelo animal que permita su estudio in vivo. Como se
menciond anteriormente, los patdégenos A/E comparten alrededor de 2940
genes (Petty et al., 2010). Mutantes de varios de estos genes en C. rodentium
han permitido ampliar el estudio de su funcion in vivo aportando conocimiento
sobre el mecanismo de patogenicidad de esta familia de bacterias. Sin
embargo, estos patégenos cuentan con genes no compartidos que les proveen
de diversas ventajas. Tal es el caso de EHEC, el patégeno A/E capaz de
producir toxinas tipo Shiga (Stx), las cuales, una vez dentro de las células
eucariotas, inhiben la sintesis de proteinas al inactivar a los ribosomas
(O’Loughlin y Robins-Browne, 2001). Actualmente, se ha construido una cepa
de C. rodentium que expresa Stx para poder estudiar in vivo su funcion y de
esta manera generar informacion que lleve a un mejor entendimiento de la

patogénesis de EHEC en el humano (Mallick et al., 2012).

Ademas de sus aportaciones al entendimiento de la patogénesis A/E, el estudio
de la infeccion por C. rodentium provee un modelo que permite el estudio de
diferentes aspectos de la interaccion patégeno-hospedero en el intestino,
incluyendo las respuestas inflamatorias intestinales durante el desarrollo de la
hiperplasia del colon, los efectos producidos en la mucosa, asi como la

respuesta inmune en esta zona, el recambio del epitelio intestinal y la



importancia de la microbiota en la resistencia a la colonizacién por patdégenos

entéricos (Bouladoux et al., 2017).

C. rodentium también se usa como modelo para estudiar otros desérdenes
intestinales presentes en humanos, como lo son: enfermedad de Crohn, colitis

ulcerativa y cancer de colon (Chandrakesan et al., 2014; Higgins et al., 1999).

1.3 Factores de virulencia presentes en C. rodentium.

Ademas de los factores de virulencia codificados en la isla de patogenicidad
LEE, el genoma de C. rodentium contiene otras islas de patogenicidad,
elementos genéticos méviles como profagos y secuencias de insercién que
codifican para un repertorio de efectores no codificados por LEE (Nle: Non
LEE-encoded efectors), ademas de sistemas de secrecion de tipo |, Il, lll y VI,
adhesinas fimbriales y no fimbriales, sistemas de dos componentes,
reguladores de percepcion de quérum, transportadores y otras proteinas
reguladoras que le permiten a esta bacteria responder a distintos estimulos y

estan involucrados en su patogenicidad (Petty et al., 2010).

1.3.1 Las fimbrias como factores de virulencia.
Las fimbrias son apéndices proteicos filamentosos presentes en las superficies
bacterianas que son utilizados para diversas funciones tales como: adherencia
e invasion, formacion de biopeliculas, movilidad y transporte de proteinas a

través de las membranas (Waksman y Hultgren, 2009).

Las fimbrias juegan un papel importante durante el ciclo de vida de una
bacteria patégena, ya que las proteinas localizadas en la punta, llamadas
adhesinas, tienen la capacidad de reconocer diversos ligandos que le
proporcionan cierto tropismo o especificidad por un nicho, tejido o célula del
hospedero, reservorio bidtico o abidtico particular, e incluso les permiten
interactuar con otras bacterias. En general, estas estructuras favorecen el
reconocimiento y la permanencia en un nicho apto para su supervivencia (Patel
et al., 2017). Como un ejemplo, E. coli uropatégena (UPEC) expresa dos
fimbrias pertenecientes a la familia Chaperona-Usher (CU), la fimbria tipo | y la
fimbria Pap, que juegan un papel importante durante la colonizaciéon del
hospedero y por tanto en el resultado de una infeccion por esta bacteria. La

fimbria tipo | se une a las células epiteliales de la vejiga y del rifidn al reconocer
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proteinas D-manosiladas a través de la adhesina FimH, causando cistitis;
mientras que para la fimbria Pap, la adhesina PapG se une a motivos Gala-1,4-
Galp presentes en dglicolipidos de las células epiteliales del rindn, causando

pielonefritis (Korea et al., 2011).

Por su parte, los patdégenos A/E deben adherirse a los enterocitos para poder
colonizar a su hospedero. En sus etapas iniciales, esta interaccion esta

mediada por fimbrias.

1.3.1.1  Clasificacién de las fimbrias.
En un principio las fimbrias se clasificaban segun su morfologia y funcion; sin
embargo, estas caracteristicas son muy variables y no reflejan las relaciones
filogenéticas de estas estructuras. Por esta razon, actualmente las fimbrias se
clasifican segun su ruta biosintética en cinco familias: fimbrias CU, fimbrias tipo
curli, fimbrias tipo IV, fimbrias dependientes del SST3 y fimbrias dependientes
del SST4 (Fronzes, et al., 2008) (Figura 4).

A B Cc D E
Chaperona-usher Curli Pili Tipo IV Pili dependiente del SST3  Pili dependiente del 55T4
Escherichia coli Escherichia coli  Neisseria gonorrhoea Salmonella Typhimurium Agrobacterium tumefaciens
7-8 nm 4-7 nm 5-8 nm B-12nm
-— - -~ -

FimH/PapG
FimG/PapF

FimF/PapE®

>2um
Varios pm
1-4 pm
>50nm
>20 pm

oM
CsgE
P FlmC:N‘\& |
PapD:A CsgA PIIE
M SecYEG
c L@'Pi:ﬁ
PapA (0]

ATP

ADP+Pi

ADP+Pi  ATP
ADP+PI  ATP

Figura 4. Clasificacion de las fimbrias. Esquema de las 5 familias de fimbrias presentes en
bacterias Gram-negativas: fimbrias CU (A), fimbrias tipo curli (B), fimbrias tipo IV (C), fimbrias
dependientes del SST3 (D) y las fimbrias dependientes del SST4 (E). Las fimbrias CU y curli se
ensamblan via maquinarias localizadas en la membrana externa, mientras que las fimbrias tipo



IV, y dependientes de los sistemas de secrecion tipo Il y IV requieren de una maquinaria
compuesta de complejos proteinicos que cruzan toda la envoltura celular (Modificada de
Fronzes et al, 2008).

En este trabajo nos enfocaremos en el estudio de las fimbrias pertenecientes a
la familia CU. Esta familia se divide, a su vez, en 6 clados: fimbrias a, B, y
(subdividido en y1, y2, Y3 y y4), K, Ty 0. Los clados reflejan la filogenia de estas
estructuras basandose en uno de los genes necesarios para el ensamblaje de
la fimbria y que se encuentra representado en una copia unica dentro de los
operones CU, el gen del usher. La filogenia esta sustentada por similitudes en
la organizacion de los operones fimbriales y en la morfologia de los filamentos

dentro de cada clado (Nuccio y Baumler, 2007).

1.3.1.2 Biogénesis de las fimbrias CU.

Las enterobacterias contienen un numero variable y amplio de operones
fimbriales. De este repertorio fimbrial, aproximadamente 2/3 pertenecen a la
familia CU (Wurpel et al., 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Abundancia de fimbrias CU en enterobacterias.

Enterobacteria Numero de Referencia
operones CU

UPEC CFT073 12 Welch et al., 2002
EPEC O127: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
ETEC (E. coli enterotoxigénica) 13 Crossman et al. 2010

078:H11 H10407

C. rodentium 13 Petty et al., 2010
Proteus mirabilis 17 Kuan et al., 2014
Yersinia sp. 9 Chahuan et al., 2016
Salmonella enterica serovar Typhimurium 12 Yue et al., 2012

Modificada de Wurpel et al., 2013.

Las fimbrias CU se componen de al menos tres proteinas codificadas en

operones (Figura 5A); una subunidad fimbrial principal o pilina que va a dar
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cuerpo y forma al filamento fimbrial, una chaperona periplasmica que
interacciona con los demas componentes fimbriales para prevenir interacciones
prematuras entre éstos o su degradacién, y una proteina usher, localizada en la
membrana externa de las bacterias que sirve de soporte para el ensamblaje del
filamento (Figura 5B) (Nuccio y Baumler, 2007). Sin embargo, los operones de
las fimbrias CU pueden contener genes que codifican para otras subunidades
fimbriales, adhesinas, proteinas adaptadoras, reguladores transcripcionales u

otros genes accesorios que en su mayoria son de funciéon desconocida (Anexo

1).

piline [ Chaperora > N>

Punta del filamento fimbrial

Filamento fimbrial
(500-3000 subunidades de FimA)

Figura 5. Estructura basica de una fimbria CU. A) Composicién basica de un operén CU. Se
requieren al menos tres genes para el ensamblaje de una fimbria CU: una pilina (amarillo), una
chaperona (lila) y una proteina usher (azul). B) Estructura de la fimbria tipo | de UPEC
(Modificado de Proft y Baker, 2009).

Las adhesinas son subunidades fimbriales que se componen de dos dominios:
un dominio C-terminal estructural y un dominio N-terminal de reconocimiento y
unién a lectina que reconoce especificamente carbohidratos en las células
epiteliales del hospedero (Busch et al., 2015). Las subunidades fimbriales en su

estado individual son proteinas inestables debido a un defecto en su



plegamiento: contienen seis laminas- en su dominio de inmunoglobulina, la
ausencia de la séptima lamina-B caracteristica de este tipo de plegamiento
resulta en regiones hidrofébicas (Sauer et al., 1999). Las pilinas adquieren una
conformacion estable unicamente al interactuar con su chaperona cognado. La
chaperona es una proteina localizada en el periplasma bacteriano de alrededor
de 23-25 kDa, compuesta de dos dominios Ig-like (Busch et al., 2015). Uno de
estos dominios va a completar el dominio de inmunoglobulina de las pilinas,
ocupando el lugar de la séptima lamina- en un proceso denominado
complementacion de la cadena donadora (DSC por sus siglas en inglés: donor
strand complementation). EI complejo chaperona-pilina es capaz de interactuar
con la proteina usher donde se va a ensamblar el filamento. La proteina usher
tiene cinco dominios estructurales: un dominio N-terminal periplasmico (NTD),
un dominio de translocacién/poro constituido por 24 hojas 38 transmembranales
embebidas en la membrana externa, el cual es interrumpido por un dominio
‘enchufe” (plug), y dos dominios C-terminales localizados en el periplasma
(Thanassi et al, 2002). El usher puede estar en dos estados: activo e inactivo.
En su estado inactivo, el poro de translocacion se encuentra bloqueado por el
dominio tipo enchufe, evitando el paso de solutos o de proteinas periplasmicas;
en el estado activo, el dominio tipo enchufe se orienta fuera del poro de
translocacion para permitir el paso de las subunidades fimbriales. Para que el
usher adquiera su conformacién activa, es necesaria la interaccién con el
primer complejo chaperona-pilina (o adhesina) (Busch et al., 2015). Una vez
asociadas al usher, las subunidades fimbriales se van a ensamblar en un
proceso denominado intercambio de la cadena donadora (DSE por sus siglas
en inglés: Donor Strand Exchange). Todas las subunidades fimbriales tienen
una extensién de 10-18 residuos en su extremo N-terminal, que desplaza a la
cadena donadora proveniente de la chaperona y ocupan su lugar en el dominio

de inmunoglobulina de las subunidades fimbriales (Busch et al., 2015).

Los filamentos fimbriales CU pueden tener diversas morfologias y llegar a
medir alrededor de 7-8 nm de ancho y hasta 2 ym de largo (Allen et al, 2012).
La fimbria tipo | de E. coli uropatéogena (UPEC) es un filamento helicoidal con
giro hacia la derecha de aproximadamente 3 um de longitud, compuesto de la

subunidad fimbrial principal (FimA), unido a un filamento delgado y flexible, de
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aproximadamente 15 nm, compuesto de una adhesina (FimH) y subunidades
fimbriales adaptadoras (FimG y FimF) (Hahn et al, 2002) (Figura 5B).

1.3.1.3

fimbriales CU.

Mecanismos de regulacion de la expresion de operones

La expresion de operones fimbriales CU en enterobacterias es regulada en

respuesta a las sefales del entorno por mecanismos que involucran elementos

de DNA invertibles, la concentracion celular del segundo mensajero di-GMP

ciclico, metilacién de DNA y diversas proteinas de unién a DNA entre las que

se encuentra H-NS como un regulador negativo (Clegg et al., 2011) (Tabla 2).

Tabla 2. Elementos de regulacion de las fimbrias CU en enterobacterias.

Caracteristicas \ Fimbria \ Reguladores conocidos
Elementos E. coliCS18 FotST
invertibles de DNA | E. coli Fim FimBE, IcsR, Lrp, IHF
Klebsiella pneumoniae Fim FimK
K. pneumoniae Kpc Kpcl
P. mirabilis Mrp Mrpl
Metilacion de DNA | E. coli Pap Papl, Lrp
E. coli K88 FaeA, Lrp
E. coli K99 Mbf
E. coli Sfa SfaX
S. Typhimurium Pef PefL
S. Typhimurium Std SegA, HAfR, RosE
di-GMPc K. pneumoniae Mrk MrkJ
Pseudomonas aeruginosa CupA | PA1120, MorA, PvrR, MvaT
P. aeruginosa CupB RocS1, RocA1, RocR, MvaT
P. aeruginosa CupC RocS1, RocA, RocR, MvaT
P. aeruginosa CupD PvrR, RcsB, RcsC
Otros elementos | Bordetella pertussis Fha BvgAS
de unién a DNA C. rodentium KFC RegA, H-NS
E. coli 987P FasH
E. coli CFA/I Rns
E. coli CS1 Rns, H-NS
E. coli CS2 Rns
E. coli CS17 Rns
E. coli CS19 Rns
E. coli PCO71 Rns
E. coliF1C FocB
E. coli Lpf Ler, H-NS
S. Typhimurium Fim FimzZyw

Modificado de Clegg et al., 2011.
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1.3.1.3.1 Elementos invertibles de DNA

La fimbria Tipo | de E. coli se encuentra codificada dentro de un operdn
compuesto por fimC, que codifica para una chaperona; fimD que codifica para
la proteina usher, fimH que codifica para una adhesina y otros genes que
codifican para subunidades fimbriales (fimA, fimG y fimF) (Figura 5B), siendo
fimA el gen que codifica para la subunidad fimbrial principal. fimA es el primer
gen del operdn y su transcripcidon es dependiente de la direccion en la que se
encuentre un elemento invertible de DNA, denominado fimS. Este elemento es
una regién de 314 pares de bases (pb) que incluye al promotor de fimA, el cual
se encuentra flanqueado por dos secuencias repetidas invertidas de 9 pb. La
inversion de fimS es mediada por la accién de dos recombinasas; FimB y FimE,
que actuan uniéndose a regiones cerca o dentro de las secuencias repetidas
invertidas de 9 pb. Se sabe que la funcién principal de FIimE es invertir el
fragmento para pasar del estado activo al estado inactivo, evitando la
produccion de la fimbria Tipo |; mientras que FimB puede interferir en la
inversion de fimS en ambos sentidos pasando de un estado activo a inactivo y

viceversa (Figura 6) (Holden et al., 2007).

ACTIVO INACTIVO

Figura 6. Regulaciéon de la expresion de la fimbria Tipo | de E. coli. La expresién de la
fimbria Tipo | depende de la orientacion de fimS (ilustrado en amarillo brillante). fimS incluye al
promotor de este operon fimbrial y esta flanqueado por secuencias repetidas invertidas: IRL e
IRR (ilustradas en amarillo opaco). Cuando FimB orienta en su forma activa a fimS el operdn
fimbrial se transcribe, puesto que el promotor se encuentra posicionado apropiadamente; por el
contrario, cuando FimB o FimE orientan a fimS en su estado inactivo, no hay produccion de la
fimbria.
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Ademas de la accion de las recombinasas, existen otros elementos que pueden
regular la expresién de la fimbria Tipo | al interferir en la orientacién de fimS.
Tal es el caso de Lrp (del inglés: leucine-responsive regulatory protein) e IHF
(del inglés: integration host factor) que mantienen la orientacién activa
permitiendo la produccion de la fimbria y H-NS (del inglés: histone-like
nucleoid-structuring) que mantiene la orientaciéon inactiva evitando Ia

transcripcion del operon fimbrial (Cleg et al., 2011).

1.3.1.3.2. Metilacién de DNA

La fimbria Pap de E. coli es uno de los mejores ejemplos para ilustrar este
mecanismo de regulacién (Figura 7). El operén pap esta constituido por los
genes papA (subunidad fimbrial principal), papE (subunidades adaptadoras),
papF (subunidad adaptadora), papG (adhesina) y papK (subunidad
adaptadora). La expresion de la subunidad principal esta controlada por el
estado de metilacién de dos sitios GATC localizados rio arriba del promotor
papBA. Ademas, la expresién de este operdn fimbrial va a depender de la
actividad y concentracién de la proteina Lrp y del regulador especifico de esta
fimbria, Papl. A altas concentraciones de Lrp y baja concentracién de Papl, Lrp
se une de manera eficiente a la region GATC mas cercana del promotor pap,
evitando la transcripcion del operon fimbrial (Peterson et al., 2008). La union de
Lrp al sitio GATC se da unicamente cuando éste no se encuentra metilado; a
su vez, Lrp tiene que competir contra la metilasa Dam por unirse a este sitio
(Cleg et al., 2011).

e — e e APAGADO

papl | 4 5 6

WWe® . =

— XA

——————_—m———— ENCENDIDO
P

pap! 2 3
Secuencia GATC no metilada — Promotor
© Secuencia GATC metilada W rp
i Sitio de unidn de Lrp @ complejo Lrp-Papl

Figura 7. Regulacién de la fimbria Pap de E. coli. Lrp tiene 6 sitios posibles de union
(ilustrados en verde), cuando se une en los sitios 1-3 la transcripcién del operdn fimbrial se
encuentra apagada, mientras que al unirse a los sitios 4-6 favorece la activacion de la
transcripcion. El sitio de unién de Lrp 3 sobrelapa con el promotor pap, por eso impide el inicio
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de la transcripcion. Los sitios de unién 2 y 5 sobrelapan con secuencias GATC, al unirse Lrp
evita la metilacion de estos sitios. La union de Lrp a los sitios 1-3 o a los sitios 4-6 es
mutuamente excluyente. (Modificado de Lagbner et al., 2005).

1.3.1.3.3. Concentracion de di-GMP-c

La fimbria Tipo 3 de K. pneumoniae se encuentra codificada dentro del operdn
mrkABCDF y su expresion esta regulada por la concentracion del segundo
mensajero di-GMP-c (Figura 8). Cuando la concentracion intracelular de di-
GMP-c es alta, se activa la transcripcion de mrkA, que es el gen que codifica
para la subunidad principal de la fimbria tipo 3. La concentracion de di-GMP-c
es modulada por la accién de dos tipos de enzimas; diguanilato ciclasas
(DGCs) que se encargan de su sintesis y fosfodiesterasas (PDEs) que se
encargan de su degradacion (Hengee, 2009). En K. pneumoniae, contiguo al
operon fimbrial, se encuentran tres genes formando un segundo operdn; éstos
codifican para MrkH que puede unirse a di-GMP-c para activar la expresion del
operon fimbrial, Mrkl que es un regulador de su propio operdn, activando de
manera indirecta la expresion del operdn fimbrial y MrkJ que es una PDE que

reprime la expresion de la fimbria tipo 3 (Tan et al., 2015; Wilksch et al., 2011).

BGe —— c-di-GMP b——— p?ﬁu
RNAP oo RNAP
Gl @oz;
|
0 mrkHIJ >< mrkABCDF .
caia  MrkH l miA o
promotor promotor

Expresién de la fimbria Tipo 3
Formacién de Biopelicula

Figura 8. Modelo de la regulacion de la fimbria Tipo 3 en K. pneumoniae. Una vez que el
di-GMP-c se une a MrkH, esta proteina puede reconocer y unirse de manera especifica a
secuencias denominadas cajas MrkH facilitando el reclutamiento de la RNAP para iniciar la
transcripcion de los operones mrkHI' y mrkABCDF (Modificada de Tan et al., 2015).

1.3.1.3.4. Reguladores de unién a DNA

En la tabla 2 se enlistan algunos de los reguladores de la expresion de
operones fimbriales CU que actuan de manera directa en el DNA. Una de estas
proteinas es H-NS, la cual se asocia al nucleoide bacteriano condensando al

DNA y funcionando como un regulador de la expresién genética (Figura 9). H-

14



NS estda formada por un dominio amino terminal encargado de la
oligomerizacion y un dominio carboxilo terminal que le permite unirse a DNA,
ambos dominios estan conectados por un péptido flexible (Dorman et al.,
1999). H-NS se une al DNA de manera inespecifica, pero con preferencia a las
regiones ricas en adeninas (A) y timinas (T) y es capaz de oligomerizar en

estas regiones formando filamentos de nucleoproteina (Dame et al., 2000).

Bloqueo del sitio de union de
la RNAP

RNAP

gene

&

Filamento de nucleoproteina

b Obstruccion de la elongacion
de la RNAP

/._locbocpf\

Secuestro de |la RNAP

_><_,

Figura 9. Mecanismos de represion por H-NS. Una vez que se ha formado el filamento de
nucleoproteina, H-NS puede reprimir la transcripcién al polimerizar en el sitio de unién de la
RNA polimerasa al promotor, actuando como una barrera fisica (a); el flamento puede obstruir
el proceso de elongacién una vez iniciada la transcripcion (b); H-NS puede mediar interaccion
entre dos hebras de DNA distales permitiendo la formacion de bucles que pueden encerrar a la
RNAP y evitando que ocurra la transcripcion (c) (Modificado de Lim et al, 2012).
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Se ha descrito el papel de H-NS como regulador negativo de la expresion de
operones fimbriales pertenecientes a los patégenos 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”) y KFC (por sus siglas en inglés: “K99-like Factor
Involved in Citrobacter Colonization”) en C. rodentium (Martinez-Santos et al.,
2012; Torres et al., 2007; Caballero-Flores, et al., 2015; Yang et al., 2008).

1.3.2 El Sistema de Secrecion Tipo 6 (SST6) como factor de

virulencia.

Otro factor de virulencia importante durante la patogénesis son los sistemas de
secrecion, los cuales le permiten a las bacterias transportar proteinas fuera del
compartimento celular. Estas proteinas secretadas tienen un papel importante
durante las interacciones bacterianas, ya sea con sus células hospederas, con
otras bacterias o bien, con el medio abidtico en el que se encuentran
(Cianfanelli et al., 2016).

A la fecha se han descrito nueve tipos de sistemas de secrecion, nombrados
sistema de secrecidn tipo | a sistema de secrecion tipo IX (SST1-SST9) (Abby
et al., 2016). Estos sistemas de secrecion liberan proteinas o efectores a través
de la secrecion o inyeccidn regulando la interaccion entre las bacterias que los

expresan y sus respectivos hospederos.

El SST6 se encuentra codificado en operones que contienen al menos 13
genes que codifican para proteinas necesarias para formar la estructura del
sistema de secrecion, a estos componentes se les llama proteinas “core” (Tss
del inglés: Type six secretion). Sin embargo, el SST6 también puede contener
proteinas menos conservadas que reciben el nombre de proteinas accesorias
(Tag: del inglés: Type six secretion associated genes) y sustratos especificos
del sistema (efectores) (Tabla 3) (Boyer et al., 2009).

Tabla 3. Componentes estructurales del SST6.

Tss/Tag Localizacion/Funcion
TssA Base

TssB Cubierta contractil
TssC Cubierta contractil
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TssD Tubo expulsado

TssE Base

TssF Base

TssG Base

TssH Reciclaje de la cubierta contractil
Tssl Tubo expulsado

Tssd Complejo de membrana

TssK Base

TssL Complejo de membrana

TssM Complejo de membrana

TagD Punta del tubo expulsado

TagF Regulacién post-traduccional
TagJ Reciclaje de la cubierta contractil
TagL Anclaje a la pared celular

La biogénesis del SST6 requiere del ensamblaje de tres complejos proteinicos
que le permitan secretar las proteinas efectoras (Figura 10). EI complejo
intermembranal (CM) esta compuesto de tres subunidades: TssJ, TssL y TssM,
el cual funge como sitio de acoplamiento de una plataforma denominada
complejo basal (CB) que contiene a las proteinas Tssk, TssF, TssG y TssK
(Ma et al., 2012). El CB se encuentra localizado en el citoplasma, pero se
asocia a la membrana interna. TssA conecta el complejo TssEFGK a la jeringa
molecular compuesta de un tubo interno formado de hexameros de una
proteina llamada Hcp (por sus siglas en inglés: hemolysin-coregulated protein),
que se encuentra rodeado de una cubierta contractil formada por numerosas
subunidades de TssB y TssC. Adicionalmente, en la punta del tubo interno se
encuentra un trimero de VgrG (por sus siglas en inglés: valine-glycine repeat
G), que funciona como la aguja que penetra la membrana de la célula blanco
del SST6. Esta aguja formada por VgrG interactta con otra proteina
denominada PAAR (por sus siglas en inglés: proline-alanine-alanine-arginine
domain) que da forma de punta a la aguja compuesta por VgrG (Shneider et al.,
2013).

Durante el ensamblaje del SST6, las proteinas efectoras se cargan dentro del
tubo de Hcp o se asocian con la aguja, ya sea en el trimero de VgrG o con las
proteinas PAAR. La cubierta contractil se encarga de impulsar al tubo interno
para lanzarlo fuera del compartimento celular bacteriano y secretar las
proteinas efectoras del SST6 (Zoued et al., 2016). Una vez que el tubo interno
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y las proteinas efectoras son secretadas al exterior, la cubierta contractil se
desensambla y sus elementos son reciclados por una ATPasa denominada
ClpV.

El SST6 puede secretar efectores al medio extracelular o a células blanco que
pueden ser eucariotas u otras células bacterianas. Existe una gran diversidad
funcional de efectores secretados via este sistema, incluyendo nucleasas,
fosfolipasas, hidrolasas, glicohidrolasas y enzimas que inducen reacomodos en

el citoesqueleto (Russel et al., 2011; 2013).

La funcionalidad del SST6 es muy diversa, se ha descrito como un sistema que
confiere ventajas en la competencia bacteriana, promueve la invasion celular,
favorece el escape fagosomal y la supervivencia intracelular ademas de
participar en la adquisicién de metales (Anderson et al., 2017; Wan et al., 2017,
Brodmann et al., 2017; Lin et al., 2017).

Célula blanco

wks

ATP ADP+Pi
o

Bacteria atacante

Estado extendido Contraccidon/Disparo Desensamblaje

Figura 10. Biogénesis y mecanismo de accion del SST6. A) En su estado extendido, el
SST6 requiere del ensamblaje del complejo de membrana compuesto por TssJd, TssL y TssM,
representados en color amarillo, rojo y marrén, respectivamente. El complejo basal formado por
las proteinas TssAEFGK, representado en color café se posiciona en la cara citoplasmica de la
membrana interna. Sobre VgrG, dentro del complejo basal, empieza la elongacién del tubo
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interno formado por Hcp y rodeado por una cubierta contractil compuesta por TssB y TssC. B)
En el estado de contracciéon o disparo, la cubierta contractil impulsa al tubo interno hacia la
célula blanco. PAAR y VgrG, representados en rosa y morado, respectivamente, forman la
punta responsable de perforar la membrana para liberar a las proteinas efectoras. C) Una vez
que los efectores, ilustrados con estrellas color gris, se liberan a la célula blanco, la cubierta
contractil de desensambla por la accion de ClpV, ilustrada con hexameros verdes (Modificado
de Cianfanelli et al., 2016).

2. ANTECEDENTES

2.1. Expresion y regulacion de operones fimbriales de la familia
CU de C. rodentium.

Al secuenciar el genoma de C. rodentium se identificaron 19 operones

fimbriales, de los cuales 14 pertenecen a la familia CU (Tabla 4).

Tabla 4. Operones identificados en C. rodentium.

Operén Numero acceso Nombre asignado Descripcion

1 ROD_01101-01121 hofCB-ppdD Fimbria Tipo IV

2 ROD 03641-03671 gcfFGABCDE Chaperona/Usher y*

3 ROD_10951-11021 csgGFDBAC Fimbria Curli

4 ROD_11771-11791 pmfABC 2 Chaperona/Usher 3

5 ROD_18141-18181 IPfEDCBA Chaperona/Usher y'

6 ROD_19341-19381 crf2 Chaperona/Usher o

7 ROD 22311-22341 Chaperona/Usher y*

8 ROD 27771-27801 tsfABCD @ Chaperona/Usher y*

9 ROD_29101-29191 fimBEAICDFGHK Chaperona/Usher y'

10 ROD _29201-29241 ecpABCDE Chaperona/Usher
alterna a

1 ROD 29351-29391 Chaperona/Usher y*

12 ROD_34961-35021 crf4 Chaperona/Usher 1

13 ROD 41241-41291 kfcHGFEDC Chaperona/Usher k

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 y*
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18 ROD p1161-1201 crf5 Chaperona/Usher k
19 ROD p1291-1301 Chaperona/Usher y'

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

A la fecha, sélo se han estudiado algunos de ellos y sélo dos se ha demostrado
que juegan un papel importante durante la patogénesis de C. rodentium. Estas

fimbrias se denominan KFC y GCF.

2.1.1. KFC

KFC esta codificada dentro del operén kfcCDEFGH y fue descrita por Hart et al.
(2008). Comparte del 24 al 48% de identidad con el operdn fimbrial K99 de
ETEC, que codifica para la fimbria K99 que esta involucrada en la adhesion de
ETEC al intestino delgado de sus hospederos (Jones y Isaacson, 1983). Para
determinar si KFC tiene un papel importante durante la colonizacion de C.
rodentium a raton, se construy6 una cepa mutante en el gen kfcC, que codifica
para la subunidad fimbrial principal y se examind su capacidad de colonizar
ratones. Durante los primeros 10 dias post-infeccidon (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 colonizacién en ratén

en etapas tardias o para persistir el en hospedero (Figura 11).

La expresion de este operdn fimbrial se encuentra regulada de manera positiva
por RegA (por sus siglas en inglés: Regulation factor A), una proteina similar a
AraC, en presencia de bicarbonato. De manera interesante, este regulador no
esta conservado en EPEC y EHEC, mientras que en C. rodentium también
coordina la expresion de los genes del LEE a través de la activacion del operon
griRA (Yang et al., 2010).
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Figura 11. KFC es importante para la colonizacion de C. rodentium durante los dias 15-20
pi. Los ratones se inocularon via oral con 2x10° CFU. La cinética de colonizacién de la cepa
silvestre se ilustra con cuadrados negros (m) y la cinética de la cepa mutante en kfcC con
circulos blancos (o) (Modificada de Hart et al., 2008).

21.2. GCF

GCF fue descrita en nuestro grupo por Caballero et al, 2014. Esta fimbria se
encuentra codificada dentro de un operon que consta de siete genes:
gcfABDCEF. gcfA es el primer gen del operon y codifica para la subunidad
principal, en seguida se encuentran los genes gcfB, gcfC y gcfD que codifican
para la chaperona, el usher y la adhesina fimbrial, respectivamente. Se
construyd una cepa mutante en gcfA y se evalud su papel durante la
colonizacion a ratén durante los primeros 10 dias de infeccién inoculando
~5x107 CFU. En los primeros 3 dias pi no se observé ninguna diferencia
significativa en las cuentas bacterianas obtenidas entre los ratones inoculados
con la cepa silvestre y la mutante en gcfA; sin embargo, al dia 7 pi se encontro
una disminucion en las cuentas bacterianas obtenidas de los ratones
inoculados con la cepa mutante de aproximadamente tres 6rdenes de magnitud
comparado con las observadas en los ratones infectados con la cepa silvestre
(Figura 12).

La expresion en condiciones de crecimiento en el laboratorio de este operdn es
reprimida por H-NS, la cual se une a la regidn reguladora de gcf sugiriendo que
este represor global tiene una funcion directa en su represion. El operon se

expresa por un promotor putativo sigma 70 que es regulado diferencialmente
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por las condiciones de crecimiento en ausencia de H-NS, sugiriendo la

participacion de reguladores adicionales que aun no han sido identificados.

| -= DBS100 x107
| & AgcfA x107

Log10 (UFC/gr Heces)
T

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Dias Post inoculacion

Figura 12. GCF es importante para C. rodentium durante los primeros dias de
colonizacioén. Los ratones se inocularon via oral con 5x107 CFU de la cepa silvestre de C.
rodentium (m) o de la mutante en gcfA (o) (Modificado de Caballero et al., 2014).

2.1.3. PMF (ROD_11771-11791)

En nuestro grupo es de interés analizar la expresién y funcion de los operones

CU restantes de C. rodentium que no han sido estudiados.

El operon pmf (por sus siglas en inglés: “pilin minus fimbriae”), antes
denominado crf1 (Ortiz-Tesis de Licenciatura, 2018), es un operdn fimbrial que
potencialmente codifica para una chaperona (pmfA), un usher (pmfB), y para
una proteina de funciéon desconocida (pmfC), en vez de para una subunidad
fimbrial, cuyo gen se encuentra sobrelapado con el gen del usher (Figura 13 A).
La falta de una subunidad fimbrial determiné que fuera originalmente
clasificado como un pseudo-operon (Petty et al., 2010). De manera interesante,
una fusion transcripcional de su promotor al gen reportero cat muestra actividad
a 37°C en agitacion en los medios LB, DMEM y MM-N. La expresion de esta
fusidn transcripcional se ve aumentada en cepas mutantes en los genes

codificantes para los reguladores globales H-NS y StpA (Figura 13 B),
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sugiriendo que estas proteinas actuan como represores de la expresion de este
operon.

Nuestro interés en este operdn reside en el hecho de que carece del gen para
la subunidad fimbrial, lo cual plantea la posibilidad de que el operdn participe
en el ensamblaje de subunidades codificadas por otros operones o en alguna

funcién aun no descrita en la que participe el producto del tercer gen.

A.
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Figura 13. pmf es regulado negativamente por H-NS y StpA. A) Estructura del operén pmf.
La region incluida en la fusion transcripcional al gen cat se ilustra en color negro. B) Actividad
especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium
DBS100 silvestre, Ahns o AstpA con el promotor del operéon pmf. Los cultivos se hicieron en
tubos con 5 mL de medio LB, DMEM o MM-N y se dejaron crecer en agitaciéon a 37°C. Las
graficas muestran el promedio y la desviaciéon estandar de tres experimentos independientes
(Modificado de Ortiz, Tesis de Licenciatura, 2018).

2.1.4. TSF (ROD_27771-27801)

El operdn tsf (por sus siglas en inglés: “type six secretion system associated
fimbriae”), antes nombrado crf3 (Ortiz-Tesis de Licenciatura, 2018), es un
operdn que contiene todos los componentes necesarios para el ensamblaje de

una fimbria de la familia CU: una subunidad fimbrial (tsfA), una chaperona
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(tsfB), un usher (tsfC) y una adhesina (tsfD) (Figura 14 A). Sin embargo, éste
se encuentra insertado en un cluster que codifica, a su vez, para los
componentes de un SST6, el cual se ha visto que proporciona ventajas a C.
rodentium en cuanto a competencia con otras bacterias (Gueguen y Cascales,
2013). Esto plantea preguntas interesantes sobre el papel que juega esta
fimbria al ser, en principio, co-expresada con este sistema de secreciéon. En
estudios preliminares pudimos observar actividad de una fusién transcripcional
que contiene la region intergénica del operén tsfy del gen tssH perteneciente al
SST6 en el fondo mutante en H-NS (Figura 14 B).
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Figura 14. El operon tsf es regulado negativamente por H-NS. A) El operdn tsf se encuentra
embebido en un cluster con genes necesarios para el ensamblaje de un SST6. La region
incluida en la fusién transcripcional al gen cat se ilustra en color negro. B) Actividad especifica
de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium DBS100
silvestre o Ahns portando la fusion CRF3-cat. Se hicieron cultivos de ambas cepas en tubos
con 5 mL de medio LB, DMEM o MM-N y se crecieron durante 8 horas en condicion estatica a
37°C y con 5% de CO.. Cada barra muestra el promedio y desviacion estandar de tres
experimentos independientes por duplicado (Modificado de Ortiz, Tesis de Licenciatura, 2018).
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2.2 Expresion y funcionalidad del SST6 en C. rodentium.

El genoma de C. rodentium contiene la informacion para la producciéon de dos
SST6 denominados CTS1 y CTS2 (por sus siglas en inglés: “Citrobacter
rodentium type six secretion system cluster 1 and 2”). CTS1 contiene 25 genes
ordenados en dos operones divergentes, aqui denominados cts1L y cts1R-tsf.
El operdn cts71L contiene 7 genes, de los cuales 3 son componentes del
complejo basal, mientras que los otros cuatro genes son de funcion
desconocida. El operdn cts1R-tsf contiene 18 genes que incluyen 10 genes que
codifican para componentes conservados del SST6 o genes core, 3 genes de
funcién desconocida, uno que codifica para un autotransportador y, de manera
muy interesante, 4 genes que codifican para una fimbria de la familia
chaperona-usher (CU) aqui denominada Tsf (Type Vl-associated chaperone-
usher fimbriae) (Figura 15). Rio abajo del operdon cts1R-tsf se encuentra un
grupo de 12 genes que codifican para 7 proteinas hipotéticas, una proteina
putativa exportada, una lipoproteina, un pseudogen y dos reguladores
transcripcionales pertenecientes a la familia LysR y MarR, respectivamente.
RovA, un regulador de la familia MarR, se ha reportado como activador del
SST6 en Yersinia pseudotuberculosis (Cathelyn et al., 2006); a su vez, la
expresion de RovA es modulada por RovM un regulador de la familia LysR
(Maddocks y Oyston, 2008) y por esta razon resultara interesante evaluar el
papel de MarR en la expresion del Cts1. Por su parte, CTS2 incluye 16 genes
de los cuales 13 son genes conservados del SST6.

Phipotética
Phipotética
Phipotética
Phipotética
MarR
Phipotética
lipoproteina
Pexportada
tssL LysR

(tssk) Phipotética
@ Phipotética
(tssD (hep)) Phipotética
(ts5G) (tssC) | autotransportador
(EssA) (5B &
Pexportada adhesina tagd
Phipotética | chaperona cts1F
cts10 pllina) (tssI (VarG)
cts1W. (tssH (CIpV)] cts1T

O Cosier 1 > S B TN ) =) T M =R - -
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ctsTL ctsR-tsf
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Figura 15. Composicion genética del CTS1. Los elementos necesarios para el ensamblaje de
CTS1 se encuentran codificados en dos operones divergentes y se ilustran en color morado.
Adicionalmente, incluye genes accesorios; un operon fimbrial de la familia CU (verde claro), y
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en gris un autotransportador, proteinas hipotéticas y otras de funcién desconocida. Rio debajo
de cts1R-tsf se encuentran reguladores de la familia LysR y MarR (naranja) y proteinas
hipotéticas (gris).

En 2013 Gueguen y Cascales intentaron evaluar la expresion del CTS1 de C.
rodentium; sin embargo, no lograron ver expresion del sistema bajo las
condiciones de crecimiento usadas, por lo que construyeron un plasmido que
les permitié remplazar la region reguladora putativa de ambos operones del
CTS1 por promotores inducibles, dejando un operén bajo la accion del
promotor pBAD inducible por arabinosa, y el otro de Ptac inducible con
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). En estas condiciones, demostraron
que ambos operones son necesarios para el ensamblaje del SST6 y que éste
es funcional al proveer ventajas de crecimiento a C. rodentium cuando se

encuentra en co-cultivos con otras bacterias.

2.2. Proteinas homdélogas de H-NS en C. rodentium

Debido al papel que juega H-NS en la regulacion de la expresiéon de factores de
virulencia, como lo son los operones fimbriales, en el laboratorio es de interés
analizar la funcién de esta proteina y de sus paralogos en C. rodentium.
Caballero et al., (2015) encontré que C. rodentium codifica para 5 proteinas
homodlogas a H-NS de E. coli y que éstas se expresan, sugiriendo que podrian

ser proteinas funcionales (Tabla 5).

Tabla 5. Proteinas homoélogas a H-NS en C. rodentium.

Nombre Tamano Identidad/ Nombre Especie
asignado (aa) Similitud (No. acceso) (%identidad)
H-NS1 137 96/98 H-NS C. amalonaticus Y19
(ROD_17711) (AGE94391) (99)
CicR 134 64/73 H-NS S. sv Sloterdijk
(ROD_20571) (WP_023201854) (98)
StpA 133 59/69 StpA E. coli K-12
(ROD_31391) (NP_417155) (84)
pehH 154 47162 H-NS E. coli P0299917
(ROD_p2271) (WP_001483165) (99)
Ler 129 36/60 Ler E. coli O127:H6
(ROD_30151) (YP_002331430) (90)

Modificada de Caballero et al., 2015.
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Aunque aun no se ha descrito interaccion entre estas proteinas en C.
rodentium, se sabe que en E. coli H-NS y StpA (por sus siglas en inglés:
suppressor of td mutant phenotype A) forman heteromeros y que StpA es
capaz de sustituir funcionalmente a H-NS, ademas de cumplir con funciones
propias. StpA, al igual que H-NS, es una proteina asociada al nucleoide
bacteriano que se une a regiones ricas en A-T (Luijsterburg et al., 2006). StpA
en ausencia de H-NS es susceptible a la accion de la proteasa Lon, mientras
que en presencia de H-NS es mas estable, sugiriendo que StpA se encuentra

preferencialmente formando heteromeros con H-NS (Johansson et al., 2001).

3. JUSTIFICACION

Las bacterias patdégenas cuentan con un conjunto de factores de virulencia que
les permiten colonizar, invadir y persistir dentro de sus hospederos. Uno de
estos factores, son las fimbrias. De manera muy interesante, dentro de las
enterobacterias, las fimbrias de la familia CU son muy abundantes y participan
en diversas etapas durante la patogénesis: median la adhesién a sus
hospederos, facilitan la evasién de las defensas del hospedero y promueven la
formacion de biopeliculas (Waksman y Hultgren, 2009). Muchos de los
operones fimbriales CU tienen un contexto genémico variable e interesante, ya
que contienen genes accesorios que estan también involucrados en virulencia,
asi como otros que codifican para proteinas hipotéticas de funciéon desconocida
0 para reguladores transcripcionales que controlan su expresion. Aunque esta
familia de fimbrias es la mas estudiada, muy poco se sabe sobre la co-
expresion y funcionalidad conjunta de estas estructuras dentro de una bacteria,
es decir, si el gran repertorio fimbrial provee a las bacterias que las expresan

diversidad funcional o si su funciéon es redundante.

Estudiar cada uno de los operones fimbriales CU de C. rodentium nos permitira
evaluar esta diversidad o redundancia funcional de una manera mas asertiva,
debido a que C. rodentium es un patégeno especifico de raton, nos permite
hacer estudios in vivo y asi entender mejor lo que ocurre de manera natural
durante el proceso de patogénesis y de esta manera poder extrapolar a lo que

podria estar ocurriendo con otros patégenos para los que no se cuenta con un
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modelo animal, como es el caso de los patdgenos A/E de humanos EPEC y
EHEC.

En este trabajo abordamos el estudio de los operones pmfy tsf, cuyo contexto
genético presenta caracteristicas distintivas interesantes. Su estudio nos
permitira explorar los mecanismos que regulan la expresién de estos operones,
asi como la posible funciéon de un operon transcripcionalmente activo, pmf, que
carece de un gen que codifica para una subunidad fimbrial pero posee el de
una funcién desconocida, y el de otro embebido dentro de un operdén que a su
vez codifica para otra estructura macromolecular, el SST6. A futuro esperamos
entender las posibles ventajas que le confiere a la bacteria cada uno de estos

operones.

4. HIPOTESIS

Los operones fimbriales pmf y tsf de la familia CU de C. rodentium son
transcripcionalmente activos bajo condiciones de crecimiento in vitro y poseen

genes accesorios que se co-expresan dando lugar a proteinas funcionales.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Analizar la expresion y regulacion de los operones pmfy tsf.

5.2. Objetivos particulares.
1. Identificar la regiéon minima reguladora de los operones pmf'y tsf.
2. Evaluar el efecto de los reguladores H-NS, StpA, CicR, PehH y Ler en la
transcripcién de los operones pmfy tsf.
3. Analizar la organizacion transcripcional de ambos operones mediante
RT-PCR.
4. Determinar si los transcritos de los genes de estos operones se traducen

en proteinas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento.

Todas las cepas y plasmidos ocupados se enlistan en la Tabla 6. 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 ug/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 ul para
inocular 5 mL de medio LB, DMEM (“Dulbecco's Modified Eagle’s Medium”,

Gibco pH 7.4) o Medio Minimo realizar

correspondientes.

para

Tabla 6. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

CEPA DESCRIPCION

C. rodentium

DBS100 C. rodentium silvestre

DBS100 DBS100 ROD_11771::3xFLAG-Km
pmfA-FLAG

DBS100 DBS100 ROD_11791::3xFLAG-Km
pmfC-FLAG

DBS100 DBS100 ecpA::3XFLAG-Km

ecpA-FLAG

JPCR13 DBS100 Ahns::FRT

JPCR13 DBS100 Ahns::FRT ROD_11771::3xFLAG-Km
pmfA-FLAG

JPCR13 DBS100 Ahns::FRT ROD_11791::3xFLAG-Km
pmfC-FLAG

JPCR4 DBS100 AstpA::Km

JPCR4 DBS100 AstpA::FRT ROD_11771::3xFLAG-
pmfA-FLAG Km

JPCR4 DBS100 AstpA::FRT ROD_11791::3xFLAG-
pmfC-FLAG Km

JPCR2 DBS100 ApehH::Km

AcicR DBS100 AcicR::Km

JPCR5 DBS100 Aler::Km

los

REFERENCIA

experimentos

Schauer y Falkow,

1993

Ortiz, Tesis

de

Licenciatura, 2018

Ortiz, Tesis

de

Licenciatura, 2018
Martinez-Santos,

Tesis

de

Doctorado, 2012

Caballero et
2015
Este estudio

Este estudio

Caballero et
2015
Este estudio

Este estudio

Caballero et
2015
Isidro-Coxca
(Datos
publicados)
Caballero et

al,

al,

al,
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E. coli
DH10B

E2348/69
E2348/69
EcpB-FLAG

PLASMIDOS
pKK232-8
pMPM-K3

pMPM-T3

pKD46

pKK-
CRF1_A
pKK-CRF3

pPKK-CRF3_1
pKK-
CRF3_1a141
G-cat
pKK-TssF-H
pKK-TssFint
pKK-TssF-
H_1-cat
pKK-TssF-
H_3-cat
pKK-TssF-
H_4-cat
pKK-TssF-
H_9-cat
pKK-TssF-
H_10-cat
pKK-TssF-
H_13-cat
pKK-TssH-F-
cat
pK3-pmfA

F-

endA1 deoR* recA1 galE15 galK16 nupG rpsL
A(lac)X74 ¢80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)76
97 mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) StrR A~

EPEC silvestre O127:H6 Sm’
EPEC ecpB::3XFLAG-Km

DESCRIPCION

Contiene el gen reportero cat sin promotor

Vector de clonacion derivado del pACYC177
(p15A ori) con un casete de resistencia a
Kanamicina y el sitio multiple de clonacion del

pBSKS.

Vector de clonacion derivado del pACYC177
(p15A ori) con un casete de resistencia a
Tetraciclina y el sitio multiple de clonacién del

pBSKS.
Codifica para

las proteinas del

recombinasa A red
Fusion crf1-cat de -393 a +37

Fusioén crf3-cat de -221 a +55

Fusion crf3-cat de -437 a +189
Fusion crf3-cat de -437 a +189 con cambio de
A por G en la posicion -141

Fusion tssF-H-cat de -781 a +120
Fusion tssFint-cat de -2048 a -1439
Fusion tssF-H_1-cat de -781 a +7

Fusion tssF-H_3-cat de -324 a +120

Fusion tssF-H_4-cat de -290 a +120

Fusion tssF-H_9-cat de -290 a +173

Fusion tssF-H_10-cat de -324 a +173

Fusion tssF-H_13-cat de -548 a -173

Fusién tssH-F-cat de -410 a +491

sistema

pMPM-K3 que codifica para el gen pmfA

2015

Grant et al., 1990

Levine et al., 1978
Martinez-Santos,
Tesis de
Doctorado, 2012
REFERENCIA
Pharmacia Biotec
Mayer et al., 1995

Mayer et al., 1995

Datsenko y
Wanner, 2000
Ortiz, Tesis de
Licenciatura, 2018
Ortiz, Tesis de
Licenciatura, 2018
Este estudio

Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Este estudio

30



etiqguetado con FLAG.

pK3-pmfC pMPM-K3 que codifica para el gen pmfC Este estudio
etiquetado con FLAG.

p-T3-pmfA pMPM-T3 que codifica para el gen pmfA Este estudio
etiqguetado con FLAG.

pT3-pmfC pMPM-T3 que codifica para el gen pmfC Este estudio
etiquetado con FLAG.

6.2. Disefio de oligonucleétidos y reacciones en cadena de la polimerasa.
Todos los oligonucledtidos utilizados se enlistan en la Tabla 7. Estos se

disefiaron utilizando el software “IDT-DNA oligo analyzer” (www.idtdna.org) y

aquellos utilizados para la generacién de fusiones transcripcionales, incluyeron
sitios de restriccidon correspondientes a las enzimas BamHI y Hindlll. Los
oligonucledtidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis de DNA del Instituto
de Biotecnologia-UNAM. Las reacciones de PCR se prepararon utilizando
buffer 1X (200 mM Tris HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 5 yM de MgCI2, 200 yM de
dNTP’s, 1 uL de Taq polimerasa (Fermentas), 40 pM de cada oligonucleétido,
100 ng de DNA templado y agua libre de nucleasas para aforar las reacciones
a 100puL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador “PCR
system 9700” (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: 5 min a
95°C; 30 ciclos de 95°C-30 s, 56°-64°C-30 s y 72°C-30-150 s dependiendo del

tamanfo de la region a amplificar; y una extension final de 10 min a 72°C.

Tabla 7. Oligonucledétidos utilizados en este trabajo.
OLIGO SECUENCIA uUso

Fusiones transcripcionales

27801 CAT FW AGAAAAGGATCCTACCAAAGATAGGCAGT  Fusion crf3-cat

GCAC
27801 CAT RV AGTCTAAAGCTTACGTTGATACGCTCGCC  Fusién crf3-cat
ATC
CRF3 CAT FW TTTGGATCTAGGTCGCGTCACCGTTATA Fusioén crf3_1-
cat
CRF3 CAT RV CGTCAAGCTTTGACTTAGCCAGAGTCTGA  Fusién crf3_1-
A cat
tssF-H CATFW  GGTGGATCTTAAGGCGATGGAGTTCCAG  Fusiones tssF-
H-cat, tssF-
H_1-cat y TssF-
H_ 2-cat
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tssF-H CATRV  AACCAAGCTTTTCAACGTAAGGATTACCG  Fusiones tssF-

C H-cat, tssF-
H_3-cat, tssF-
H_4-caty tssF-
H_5-cat
tssH-F-cat-FW AACCGGATCCTTCAACGTAAGGATTACCG  Fusion tssH-F-
C cat
tssH-F-cat-RV GGTAAGCTTTTAAGGCGATGGAGTTCCA  Fusion tssH-F-
G cat
tssG-int CAT FW TACCGGATCCACCAGGCCAAAAAGATAC  Fusién tssF-int-
G cat
tssG-int CAT RV ACACAAGCTTAGCGACACCGGTAATTTTG  Fusidn tssF-int-
G cat
tssF-H_1-RV CACAAGCTTGACTCATCCCTTTTTAATTC Fusiones tssF-
G H_1-cat, tssF-
H_6-cat, tssF-
H_7-caty tssF-
H_8-cat
tsF-H_2-RV GAAAGCTTACTCAGAGGGGATTCCTAAT Fusiones tssF-
H_2-cat, tssF-
H_9-caty tssF-
H_10-cat
tssF-H_3-FW ATTGGATCCCGTCAATTTTCGCGACTTG Fusiones tssF-
H_4-cat, tssF-
H_7-caty tssF-
H_ 9-cat
tssF-H_4-FW TTTGGATCCTCTCCGGTGAAATTAGGAAT  Fusiones tssF-
CC H_5-caty tssF-
H_8-cat
tssF-H_5-FW TAAGGATCCGCAGTTTCTATCCCC Fusiones tssF-
H_3-cat, tssF-
H_6-caty tssF-
H_10-cat
tssF-H_6_FW TCGGATCCGGCGCATTGTAATTCGGGTA  Fusiones tssF-
H_12-caty
tssF-H_13-cat
pKK-SEQ2-F GAGGCCCTTTCGTCTTCAAG Verificacion por
PCRy
secuenciacion
de fusiones cat
pKK-SEQ1-R CAACGGTGGTATATCCAGTG Verificacion por
PCRYy
secuenciacion
de fusiones cat
pKK-BHIF GGAATTCTCGGGGAT Verificacion por
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pKK-HD3R

ROD_11761-
11771_FW

ROD_11761-
11771_RV
ROD_11771-
11781_FW
ROD_11771-
11781_RV
ROD_11781-int
_FW
ROD_11781-int
RV
ROD_11781-
11791_FW
ROD_11781-
11791_FW
ROD_11791-
11801_FW
ROD_11791-
11801_RV
RT_TssF-H-FW

RT_TssF-H-RV
RT_TssH-Pil_FW
RT_TssF-Pil_RV
RT_Pil-Ch-FW
RT_Pil-Ch-RV
RT_Ch-Us-FW
RT_Ch-Us-RV
RT_Us-Ad_FW

RT_U-Ad_RV

GTTTTGTCCTACTCAAGC

RT-PCR

CTCTATGGATCCTCCTAACACCCTGCACG
GTAC

GCGTGACAATAATGGACGAA

TAATATCCGTCAGGATTTACC

CGGATAATACTGGTATCAAAG

CCGTTTGATCTACAACACCCT

GTGCTTTGCAGTTCCGTTTT

AACTACATCGTGACCAGCG

TGCATCAGCACCGCCATTT

CACCCGTTTATTTGCGCAACA

TGCTGCCTATCACCTTAAACA

GTATTAACGCGAAGTAGCCAG

GCACTCTCCACGCTTTTAAAC

GATATTGAGATGCAACTGGAG

GTTAAACGTTACGGTACCCTG

CTC TGT AGG TAA GGT TTA CGC

AATATAGTCATCCCGGCAAGG

AATTAGTAGCGTTGAGGTCCG

TAA GAA TAT GGC GTATCA CCG

CCTGTGCACGATTTATTCCAG

CAC AGG TTT CGT CGG TAT AGG

PCR de
fusiones a cat
Verificacion por
PCR de
fusiones a cat

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
pmf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf

RT-PCT operon
tsf
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RT_Ad-TssB-FW

RT_Ad-TssB_RV

11771-FW-FLAG
11771-RV-FLAG
11791-FW-FLAG
11791-RV-FLAG

ROD_27771_H1-
FLAG

ROD_27771_H2-
FLAG

ROD_27771_FW-
FLAG
ROD_27781_RV-
FLAG
TssH_H1-FLAG

TssH_H2-FLAG

TssH_FW-FLAG

TssH-Pilina_RV-
FLAG
K1-Rev

K2-Fw

11771-Hindlll-
FW

11791-HindlIll-Fw

TAGCGAGCTATTATGCGAAGG RT-PCT operén
tsf
RT-PCT operon

tsf

TCGTACTCAATTTGTACGCGC

ETIQUETAS FLAG

TAATATCCGTCAGGATTTACC ROD_11771::3x
FLAG-Km
CGGATAATACTGGTATCAAAG ROD 11771::3x
FLAG-Km
CACCCGTTTATTTGCGCAACA ROD 11791::3x
FLAG-Km
TGCTGCCTATCACCTTAAACA ROD_11791::3x
FLAG-Km
GGTAAGGTTTACGCGCAGGCGGCTTATA
CCATCGCGTATCCG
GACTACAAAGACCATGACGG
AACAGGGGCGATTTCTCGCCCCGGATTTA
ATCCTGACGGCAA
CATATGAATATCCTCCTTAG
TGACAAACCAGTTCAAGGGGGA
TTCAGAACCGGGAAAAATGACCCG
GAAATTGATATTGAGATGCAACTGGAGGG
AAAACAAAACATT
GACTACAAAGACCATGACGG
GACCCTAAGATCGCTCCTGGGTTATTACA
TATTTCCTGTAGA
CATATGAATATCCTCCTTAG
GAGATGACGCTTAACTTCAGCG
AATCCGCGGCAATTTCACAGGT
CAGTCATAGCCGAATAGCCT Casete de
kanamicina
CGGTGCCCTGAATGAACTGC Casete de
kanamicina
CLONACION DE LOS GENES ETIQUETADOS
GCTAAAGCTTTGCTGGTTGCTGATTT Clonar pmfA-
FLAG en
pMPM-K3 y T3
CCTCAAGCTTGGCTCTGTAAGATTGA Clonar pmfC-
FLAG en

pMPM-K3 y T3
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FLAG-Rv-BH1- TAAGAGCTCGGATCCGAAGCAGCTCCAG  Clonar pmfA-
Sac CCTAC FLAG y pmfC-
FLAG en
pMPM-K3 y T3
PMPM-T3/K3-Fw TGTGGAATTGTGAGCGGATAAC Secuenciacion
de genes
clonados en
estos vectores.
PMPM-T3/K3-Rv AAGGCGATTAAGTTGGGTAACG Secuenciacion
de genes
clonados en
estos vectores.

6.3 Construccidén de fusiones transcripcionales al gen cat.
Independientemente de su uso, los productos de PCR se purificaron con el
estuche “High pure PCR Product Purification Kit” (Roche). Los fragmentos
destinados a la generacion de fusiones se digirieron con las enzimas de
restriccion BamHI| y Hindlll (Thermo Scientific) utilizando el buffer Tango
(Thermo Scientific) durante 5 horas a 37°C. Los productos digeridos se
precipitaron con etanol absoluto, limpiaron con etanol al 70% y resuspendieron
en 30 pl de agua estéril. Los fragmentos digeridos se visualizaron en geles de
agarosa al 1% mediante tincion con bromuro de etidio. Estos fragmentos se
ligaron al vector pKK232-8, el cual contiene el gen cat sin promotor,
previamente digerido con las mismas enzimas. La reaccion de ligacién se llevo
a cabo con 2yl de buffer y 2ul de ligasa (Thermo Scientific) y aproximadamente
500 ng de inserto y 100 ng de vector en un volumen final de 20 pl. La reaccion
se incubd toda la noche a 15°C, posteriormente se precipitdé con etanol
absoluto y glucdgeno y se resuspendio en 10 ul de agua estéril. Se usaron 10
ul de cada reaccion de ligasa para transformar, por electroporacion, células
competentes de la cepa E. coli DH10p, las cuales fueron preparadas a partir de
cultivos de 100 mL crecidos a una D.Osoonm de 0.6 a 0.8. Después de
centrifugarlos, las pastillas celulares se sometieron a 3 lavados con 15 mL de
agua estéril y glicerol a 4°C y se resuspendieron al final en 1 mL de agua que
se dividié en alicuotas de 50 pl. Una vez sometidas a electroporacién, las
células transformantes fueron seleccionadas en placas de LB agar con 100

Mg/ml de ampicilina. La presencia de posibles clonas positivas se evalud
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inicialmente por PCR utilizando los oligonucleétidos pKK-SEQ-1-R y pKK-SEQ-
2-F (Tabla 7), que corresponden a secuencias que flanquean el sitio de
clonacién del vector pKK232-8, asegurandonos que las candidatas portaban
plasmidos con los insertos de interés. Posteriormente se mand6 a secuenciar
en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia-UNAM.

6.4 Prediccion de promotores.
Para identificar la presencia de posibles promotores dentro de la region
intergénica entre los operones divergentes del SST6, asi como de la region
intergénica del gen tssH y la pilina del operdn tsf, se utilizd el programa

BPROM disponible en el servidor web Softberry (http://www.softberry.com).

BPROM predice posibles promotores reconocidos por a7° con 80% de precision
y especificidad y ha sido utilizado en diversos estudios para la caracterizacion

funcional de secuencias bacterianas (Solovyev y Salamov, 2011).

6.5 Ensayos de actividad transcripcional (Cloranfenicol acetil
transferasa, CAT).
La cuantificacién de la actividad especifica del gen cat se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Puente et al., (1996). A partir de preindculos con las
cepas conteniendo las fusiones de interés crecidas en medio LB durante toda
la noche, se inocularon tubos con 5 mL de medio de cultivo LB, DMEM o MM-N
con 100 uL del pre-inéculo y se incubaron a 37°C en estatico en presencia de
5% de COz2y se dejaron crecer durante 12 horas. Transcurrido este tiempo se
colectaron 1.5 mL de cada cultivo en tubos Eppendorf y la pastilla celular se
cosechd por centrifugacion a 13500 rpm. Se retird todo el sobrenadante y se
lavo la pastilla con 800 pL de buffer TDTT (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, DTT 3 uM),
se centrifugd nuevamente y se resuspendié en 300 puL de este mismo buffer.
Cada muestra se sonic6 durante 3 minutos en el equipo “Soniprep 150" (Vibra
Cell) con una amplitud de 35% durante 10 segundos con periodos de 5
segundos de descanso. Las muestras sonicadas se centrifugaron 35 minutos a
13000 rpm y el sobrenadante se transfiri6 a tubos Eppendorf limpios. Para

cuantificar proteina se cargaron 10 yL de cada extracto en placas de 96 pozos
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mas 200 uL de “BCA Protein Assay Reagent” (Pierce). La placa se incubd a
37°C durante 30 minutos, una vez transcurrido este tiempo se determiné la
absorbancia de cada pozo en un lector de microplaca “CERES 900C” (Bio-Tek)
a 562 nm con el programa KC3. Para medir la actividad de CAT se cargaron 5
ML de cada extracto mas 200 yL de una mezcla de reaccidon 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 cuantifica la actividad enzimatica 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 Etiquetado de proteinas con el epitope FLAG
DNA gendmico de las cepas de C. rodentium que contienen los genes pmfA y
pmfC etiquetados con el epitope 3xFLAG-Km (Tabla 6), fue utilizado como
DNA molde para amplificar por PCR con los oligonucleétidos 11771-FW-FLAG y
11771-RV-FLAG para pmfA y 11791-FW-FLAG y 11791-RV-FLAG para pmfC
(Tabla 7) un fragmento que contiene la region con la etiqueta, el casete de Km
y secuencias aledafias. Los productos de PCR se limpiaron y concentraron
mediante extracciones con fenol-cloroformo y precipitacién con etanol absoluto
y glucégeno y se resuspendié en 12 yl de agua estéril. Se usaron 6 ul para
electroporar las cepas C. rodentium Ahns:FRT y AstpA::FRT (Tabla 6)
conteniendo el plasmido pKD46 (Tabla 6), 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 en
presencia de este antibidtico se sometieron a tres pases de crecimiento en
placas con kanamicina a 37°C y posteriormente se replicaron en cajas de LB
agar con y sin ampicilina de donde se seleccionaron aquellas que ya no
crecieron en presencia del antibiético, senal de que perdieron el plasmido
pKD46. Por PCR y secuenciacién se corrobord que las colonias tuvieran la

etiqueta FLAG en fase en el gen de interés.
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6.7 Clonacion de los genes etiquetados en los plasmidos pMPM-K3

y pMPM-T3 para su sobreexpresion.

A partir de DNA gendmico de las cepas de C. rodentium que contienen los
genes pmfA y pmfC etiquetados con el epitope 3xFLAG (Tabla 6), se
amplificaron por PCR los genes completos utilizando los oligos 11771-Hindlll-
FW, 11791-Hindlll-FW y FLAG-Rv-BH1-Sac (Tabla 7), que incluyen sitios de
restriccion para las enzimas BamHI y Hindlll. Los fragmentos resultantes fueron
purificados como se describe anteriormente, digeridos con BamHI y Hindlll y
posteriormente ligados a los plasmidos pMPM-K3 y pMPM-T3 (Tabla 6),
digeridos con las mismas enzimas. La clonacion en estos sitios posiciona a los
genes etiquetados corriente abajo del promotor plac del vector, el cual esta
aledafio al sitio de multiclonacién, permitiendo su expresion, la cual puede ser
incrementada por induccion con IPTG. Los plasmidos resultantes (Tabla 6) se

transformaron en la cepa de E. coli DH10p.

6.8. Western Blot.

Las cepas etiquetadas de C. rodentium DBS100 pmfA::3xFLAG-Km,
pmfC::3xFLAG-Km, DBS100 Ahns::FRT pmfA::3xFLAG-Km, DBS100
Ahns::FRT pmfC::3xFLAG-Km, DBS100 AstpA::FRT pmfA::3xFLAG-Km vy
DBS100 AstpA::FRT pmfC::3xFLAG-Km, junto con las cepas de E. coli DH103
p-K3-pmfA, DH10B pT3-pmfA, DH10B pK3-pmfC y pT3-pmfC fueron crecidas
en 5 mL de los medios DMEM, MM-N y LB hasta alcanzar densidades épticas
(D.Os00) de 0.6 y 1.0. Como controles se incluyeron las cepas etiquetadas en
los genes que codifican para la pilina y la chaperona del operén fimbrial ecp de
C. rodentium (DBS100 ecpA::3XFLAG-Km) y de EPEC (E2348/69
ecpB::3XFLAG-Km) (Tabla 6).

Diferentes volumenes de cada cultivo (1.5 mL, 6 mL y 12 mL) se centrifugaron
para colectar la pastilla bacteriana. Las pastillas obtenidas se trataron de dos
formas. Por un lado, se resuspendieron en 240 yL de una soluciéon que
contiene urea 8M y 80 pL de buffer de carga (Glicerol 50% v/v, SDS 4% wilv,
Tris HCI 200 mM pH 6.8, B-mercaptoetanol 10% v/v, azul de bromofenol 0.04%
w/v) y por otro, se resuspendieron en 300 pyL de buffer PBS 1X para

posteriormente sonicar durante 3 minutos en el equipo “Soniprep 150" (Vibra
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Cell) con un amplitud de 35% durante 10 segundos con periodos de 5
segundos de descanso. En ambos casos, las muestras se hirvieron 5 minutos a
96°C antes de ser cargadas en el gel. Pasado este tiempo, las proteinas se
resolvieron por electroforesis en un gel de poliacrilamida 12% (acrilamida 30%
y bisacrilamida 0.8%) y se corrieron en camaras verticales conteniendo

amortiguador Tris-Glicina.

Para la transferencia, el gel y una membrana de nitrocelulosa (Amersham) se
sumergieron en buffer de transferencia (Tris base 2.5 mM, glicina 19.2 mM y
metanol 20%). La transferencia de las proteinas a la membrana se realiz6 en
una camara BioRad a 17V durante 43 minutos siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para verificar la transferencia, la membrana se tind con Rojo

Ponceau, dicha tincién nos permite detectar 1.250 - 500 ng de proteina.

Posteriormente, se lavé la membrana con buffer PBS-T (80 g/l de NaCl, 6.1 g/l
de Naz2HPOs4, 2 g/l de KH2POs4, 2 g/l de KCI, pH7.4) y se incub6é 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 desechd la solucién de bloqueo y se hicieron tres
lavados con PBS-T, dejando pasar 10 minutos entre cada lavado. Se prepard
una dilucion del anticuerpo primario (a-GroEL, 1:25,000; a-FLAG, 1:2,500)
(Sigma) en PBS-T donde se incuba la membrana durante 2 horas en agitacion
a temperatura ambiente; posteriormente se hacen tres lavados con PBS-T y se
procede a incubar en la diluciéon correspondiente con el anticuerpo secundario
(a-lgG de ratén o de conejo acoplado a peroxidasa a una dilucion de 1:10,000)

(Rockland) por 2 horas en agitacién a temperatura ambiente.

Por ultimo, la membrana se sumergié en una solucién de luminol/oxidante
(Carestream) y se coloco entre dos acetatos para exponerse a una pelicula
fotografica (Kodak) durante periodos cortos de tiempo que abarcaron desde 10
segundos hasta 7 minutos. El revelado de la pelicula se realizé siguiendo las

indicaciones del fabricante.
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6.9. Perfil de secrecion
Se prepararon cultivos de las cepas etiquetadas de C. rodentium DBS100
pmfA::3XxFLAG-Km, pmfC::3xFLAG-Km, DBS100 Ahns::FRT pmfA::3xFLAG-
Km, DBS100 Ahns:FRT pmfC::3xFLAG-Km, DBS100 AstpA::FRT
pmfA::3xFLAG-Km y DBS100 AstpA::FRT pmfC::3xFLAG-Km crecidas a 37°C
con 5% de COz2 en los medios LB y DMEM. Se tomaron 3 muestras de cultivo
de 1.5 mL cada una y se centrifugaron a 14,000 rpm, el sobrenadante se paso6
a tubos limpios y se les agregé 10% de Acido Tri-Cloro-Acético (TCA) frio y se
dejé precipitar toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo las suspensiones
se centrifugaron de nuevo a 14,000 rpm, se tir6 el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla de proteinas. Una vez eliminado el medio del tubo, las
proteinas se resuspendieron en 15 uyL de buffer de carga (Laemmli) 1X, las
muestras se corrieron en geles de acrilamida al 15% vy visualizadas mediante

tincion con azul de Coomassie.

6.10. Extraccion de RNA
Se extrajo RNA a partir de cultivos de la cepa JPCR13 (Tabla 6) a una D.O.s00
de 0.3, 04 y 0.6 crecidas en medio DMEM en matraces de 250mL. Se
cosecharon 80 mL de cultivo y la pastilla celular se recuperé por centrifugacion,
se resuspendié en 1 mL de solucién A: SDS (0.5%), acetato de sodio 3M pH
4.8 (20 mM), EDTA 0.5 M pH 8 (10 mM) y agua tratada con dietil pirocarbonato
(DEPC) y se mezcloé con 600 L de fenol acido a 62°C durante 10 minutos en
agitaciéon. Las muestras se centrifugaron a 12200 rpm durante 2.5 minutos. El
sobrenadante se pas6 a tubos que contenian 1 mL de etanol absoluto, los
cuales se centrifugaron a 13500 rpm durante 5 minutos para recuperar el RNA
precipitado. La pastilla se lavd con etanol al 70% y se resuspendié en 400 pL
de solucion A. Se repitieron los lavados con etanol absoluto y etanol al 70%.
Posteriormente, se dejé secar la pastilla y se resuspendié en 60 pL de agua
tratada con DEPC. Una vez cuantificado en el Nanodrop, 5 ug de RNA fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa 1.5%. Dependiendo de la
cantidad de DNA contaminante observado, se hicieron digestiones con la
enzima DNasa | (Thermo Scientific). Se utilizé 1u de enzima por cada 50 ug de
RNA y se incubd a 37°C durante 45 minutos. Posteriormente, se inactivo la

reaccion incubando a 72°C durante 15 minutos. Se corrieron 3 pg de las
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muestras digeridas en geles de agarosa 1.5%. Finalmente, se corroboré la
ausencia de DNA por PCR, utilizando como templado el RNA digerido y

oligonucleodtidos que permiten la amplificacion de diferentes genes.

6.11 RT-PCR
Partimos de RNA libre de DNA para sintetizar cDNA. Se mezclé 1 uL de
oligonucleotido reverso (25 pMoL), 1 yg de RNA, 1 yL de dNTP’s (10 mM) y
agua DEPC para llevar a un volumen final de 12 uL. La mezcla se calent6 a
65°C durante 5 minutos, posteriormente se agregaron 4 pL de buffer RT 5X FS
(Invitrogen) y 2 yL de DTT (0.1 M) (Invitrogen), esta nueva mezcla se incub6 a
37°C durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo se agregaron 200 U de M-
MLV (Invitrogen) y se incubé a 37°C durante 60 minutos. La reaccion se

inactiva incubando a 75°C durante 15 minutos.

El cDNA sintetizado se utilizé como templado para una reaccion de PCR
utilizando los oligos especificos para evaluar los transcritos de interés (Tabla
7).

7. RESULTADOS

7.1. Resultados del operéon pmf.

7.1.1. Regulaciéon de pmf por H-NS, StpA, CicR, pehH y Ler.
Previamente se habia demostrado que H-NS y StpA regulan negativamente la
expresion de operon pmf cuando C. rodentium es crecida a 37°C en agitacion,
tanto en medio LB, como en DMEM y MM-N (Figura 13). H-NS y StpA son
proteinas del nucleoide bacteriano homologas capaces de interactuar entre si y
formar heterémeros (Leonard et al., 2009). Ademas de StpA, C. rodentium
codifica para otras 3 proteinas homologas a H-NS: Ler, que es el regulador
maestro de la isla de patogenicidad LEE, y CicR y PehH de las que no se sabe
su funcion. Considerando el hecho de que el promotor del operén pmf es
regulado por H-NS y StpA, se evalu6 la posible participacion de las otras tres
en su expresion, determinando la actividad especifica de cat dependiente de la
fusién pKK-CRF1_A-cat (Tabla 6) en los fondos mutantes en cicR, ler y pehH
(Figura 16).
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Figura 16. CicR, PehH y Ler no participan en la regulacion de pmf. Actividad especifica de
CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium DBS100
silvestre, Ahns, AstpA, AcicR, ApehH y Aler conteniendo la fusiéon CRF1_A-cat. Los cultivos se
hicieron en tubos con 5 mL de MM-N en crecimiento estatico en presencia de 5% de CO;
durante 8 hrs. Cada barra muestra el promedio y desviacion estandar de tres experimentos
independientes por duplicado.

El promotor del operon pmf se expresa preferencialmente en MM-N, a 37°C en
agitacién en la cepa mutante en hns y en menor cantidad en la cepa mutante
en stpA (Figura 13); sin embargo, en cultivos crecidos en condiciones estaticas
con 5% de COz2, los niveles de des-represion alcanzados son muy similares en
ambas mutantes. En la cepa mutante en pehH la actividad transcripcional
disminuye, comparado con la actividad de la cepa silvestre, sugiriendo que la
proteina PehH podria tener un efecto positivo en la expresion del operon pmf.
Por su parte, la actividad en las mutantes en cicR y ler fue muy similar a la

observada en la cepa silvestre en las condiciones evaluadas (Figura 16).

7.1.2. Etiquetado de proteinas codificadas en el operéon pmf con el epitope
FLAG

Con el propdsito de determinar si la expresion de los genes del operén pmf da
lugar a proteinas, previamente etiquetamos en la cepa silvestre de C.
rodentium los genes pmfA y pmfC, que codifican para la chaperona y la
proteina hipotética del operdon pmf, respectivamente; sin embargo, no se logro

detectar a las proteinas por ensayos de western blot (Ortiz, Tesis de
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Licenciatura, 2018). Debido a que el promotor del operdon pmf muestra mayor
expresion en las cepas Ahns y AstpA, como se mostré anteriormente (Figura
13 y 16), se etiquetd a ambos genes pmfA y pmfC en estos fondos con la
finalidad de favorecer su expresion. Para confirmar que las cepas generadas
presentan el fenotipo asociado a la ausencia de H-NS y StpA, las cuales
reprimen la expresion de la isla de patogenicidad LEE (Martinez-Plascencia,
datos no publicados), realizamos perfiles de secrecién de clonas candidatas

obtenidas a partir de la mutagénesis realizada con el fragmento que lleva la

etiqueta en los genes en estudio (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de proteinas secretadas de las cepas etiquetadas con el epitope FLAG.
El perfil de secrecion de proteinas correspondiente a las cepas etiquetadas en el gen de la
chaperona (pmfA::3xFLAG) y de la proteina hipotética (pmfC::3xFLAG) en los fondos wt, Ahns
y AstpA. En el panel A se ilustra el perfil de secrecion de proteinas de las cepas crecidas en
medio LB, condiciones que reprimen la expresion del SST3. En el panel B se ilustran las
muestras obtenidas de cultivos en medio DMEM, el cual favorece la expresion de la isla de
patogenicidad LEE y por tanto la secrecion mediada por el SST3. C=chaperona, PH= proteina

hipotética.
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El medio DMEM se considera un medio de induccidén para la expresion del LEE
de los patdégenos A/E, lo cual se refleja en el enriquecimiento de proteinas
secretadas por el SST3 codificado en el LEE, mientras que el medio LB se usa
como un medio que establece una condicidén de represién ya que mantiene la
expresion del LEE en valores significativamente menores a los observados en
DMEM. Ler es un anti-represor que desplaza a H-NS permitiendo la
transcripcion del LEE. En condiciones de represion el perfil de secrecion de la
cepa silvestre es muy parecido al de la cepa Aler, al no secretar proteinas que
son substrato del SST3, particularmente las proteinas translocadoras EspA,
EspB y EspD que son las mas evidentes del perfil. En ausencia de H-NS y
StpA, las cuales regulan negativamente la expresién de la isla LEE, las
respectivas cepas mutantes en estos reguladores expresan de manera casi
constitutiva a los genes de la region LEE y por tanto del SST3, aun en
condiciones de represion. Estos fenotipos fueron reproducidos por las cepas
etiquetadas (Figura 17; EspA, EspB y EspD estan indicadas en flechas verdes).
En condiciones de induccién (DMEM), debemos observar a las proteinas del
SST3 en los tres fondos: silvestre, Ahns y AstpA (Figura 17). A partir de este
resultado se eligieron cepas representativas de cada uno de los fondos para los

experimentos posteriores.

Las cepas seleccionadas fueron crecidas en tubos de 5 mL con medio LB,
DMEM Y MM-N a 37°y en agitacion. A partir de 1.5 y 6 mL de estos cultivos se
prepararon proteinas para su analisis por western blot usando el anticuerpo
que reconoce FLAG; sin embargo, no logramos detectar a las proteinas
etiquetadas en ninguna de las cepas (datos no mostrados). A pesar de que las
fusiones transcripcionales al gen cat indican que el promotor del operén pmf es
significativamente activo en las cepas mutantes, dicha actividad no es
suficiente para detectar a las proteinas por western blot en las condiciones
probadas. Este resultado plantea diferentes posibilidades incluyendo que el
transcrito esta sujeto a regulacién post-transcripcional dando lugar a cantidades
de proteina que estan por debajo del nivel de deteccion del ensayo, o que la
transcripcién que detectamos con las fusiones se aborta desde el primer gen, o
que los transcritos no se traducen. Para evaluar esta ultima opcién los genes

etiquetados se clonaron en los plasmidos pMPM-K3 y pMPM-T3, que nos
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permiten sobreexpresar estos genes al inducir su transcripcién con IPTG. Las

regiones clonadas en estos plasmidos se ilustran en la Figura 18.
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Figura 18. Esquema de los genes clonados en los plasmidos pMPM-K3 y pMPM-T3. En el
panel A se ilustra la region clonada de la cepa etiquetada en el gen de la chaperona (pmfA) y
en el panel B del gen de la proteina hipotética (omfC) en los plasmidos pMPMK3 y pMPM-TS3.
En ambos casos se clon6 al gen completo con la secuencia de la etiqueta FLAG, ademas de su
sitio de union a ribosoma (ilustrado en rojo) y alrededor de 50 pb rio arriba y 50 pb rio abajo de
cada gen, pero sin incluir al promotor.

La presencia de los insertos de interés se corroboré por PCR utilizando los
oligos pMPM-T3/K3-Fw y pMPM-T3/K3-Rv (Tabla 7), que alinean con
secuencias de los plasmidos pMPM-K3 y pMPM-T3. Las colonias candidatas
se secuenciaron utilizando los mismos oligos. Realizamos ensayos de western
blot creciendo tanto a las cepas de C. rodentium etiquetadas como a E. coli
DH10pB portando los diferentes plasmidos, en los tres medios de cultivo en los
que ya se habia demostrado actividad transcripcional del operon pmf, LB,
DMEM y MM-N (Figura 13). En un principio, los ensayos se hicieron partiendo
de 1.5 mL de cultivo y sonicando, condiciones en las que fue posible detectar la
proteina hipotética PmfC pero no a la chaperona PmfA. Posteriormente, se
prepararon extractos celulares a partir de 6 y 12 mL de cultivo, siendo el de 12

mL el que nos permitié detectar a ambas proteinas (Figura 19 y 20).

45



C. rodentium E. coli EPEC  C rodentium

DBS100 DH10p E2348/69  DBS100
Cepa/Plasmido Wt wt Ahns AstpA K3 K3 T3 T3 wt wt _wt
Etiqueta FLAG EcpB  EcpA

0.01 mM IPTG
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Figura 19. Expresion de la chaperona PmfA. Western blot con extractos totales de C.
rodentium DBS100 silvestre, Ahns, y AstpA conteniendo el gen pmfA::3xFLAG codificante para
la chaperona del operon pmf, asi como de E. coli DH10R portando los plasmidos derivados de
los vectores pMPM-K3 o pMPM-T3 con el gen etiquetado. Como controles positivos se
utilizaron extractos de las cepas C. rodentium DBS100 ecpA::3XFLAG-Km y EPEC
ecpB::3XFLAG-Km, que expresan la subunidad fimbrial del operén ECP (EcpA), o la chaperona
EcpB etiquetadas con FLAG, respectivamente. Los cultivos se crecieron en 5 ml de LB, DMEM
o MM-N a 37°C con agitacion hasta una D.O de 0.6. La deteccion de las proteinas etiquetadas
se realizd6 con un anticuerpo a-FLAG y como control de carga se detecté GroEL con el
anticuerpo o-GroEL. Esta figura es representativa del resultado de tres experimentos
independientes.

La chaperona PmfA es una proteina de aproximadamente 30 kDa que no fue
posible observar en las cepas de C. rodentium en ninguno de los medios
evaluados, pero si cuando se sobreexpresé en E. coli. De manera interesante,
a pesar de que se partiéo de 12 mL de cultivo crecido a una D.O.s00 de 0.6, la
chaperona no se expresa igual en los medios evaluados; su expresion se ve
favorecida en LB, mientras en DMEM apenas es posible observarla y en MM-N
no se detecta la chaperona. Esto nos sugiere que algo en el medio afecta la
sintesis de la proteina, ya que ademas, si fuera un efecto directo sobre la
actividad del plac de los plasmidos pMPM-K3 y pMPM-T3, veriamos el mismo
patrén para la expresion de la proteina hipotética, pero eso no ocurre; esta
proteina se expresa bien en los tres medios evaluados, aunque en MM-N se

observa en menor cantidad (Figura 20), lo cual nos sugiere que la sintesis de
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ambas proteinas esta sujeta a regulacion post-transcripcional, traduccional o

post-traduccional en el fondo heterdélogo E. coli DH10R.

C. rodentium E. coli EPEC G rodentium
DBS100 DH10p E2348/69  DBS100
wt wt Ahns AstpA K3 K3 73 73 wt wt wt
Cepa/Plasmido
Etiqueta FLAG PmfC PmfC EcpB EcpA

0.01 mM IPTG - + - +

PmfC::3xFLAG
a-FLAG | 1: EcpA:3xFLAG
@

—

a-GroEL
’:El’me::SXFlAG
a-FLAG cpA:3xFLAG

a-GroEL

a-FLAG

t PmfC::3xFLAG
% EcpA::3xFLAG

MM-N

a-GroEL

Figura 20. Expresion de la proteina hipotética PmfC. Western blot con extractos totales de
C. rodentium DBS100 silvestre, Ahns, y AstpA conteniendo el gen pmfC::3xFLAG codificante
para la chaperona del operén pmf, asi como de E. coli DH10R portando los plasmidos
derivados de los vectores pMPM-K3 o pMPM-T3 con el gen etiquetado. Como controles
positivos se utilizaron extractos de las cepas C. rodentium DBS100 ecpA::3XFLAG-Km y EPEC
ecpB::3XFLAG-Km, que expresan la subunidad fimbrial del operén ECP (EcpA), o la chaperona
EcpB etiquetadas con FLAG, respectivamente. Los cultivos se crecieron en 5 ml de LB, DMEM
o MM-N a 37°C con agitacion hasta una D.O de 0.6. La deteccion de las proteinas etiquetadas
se realizd6 con un anticuerpo a-FLAG y como control de carga se detecté GroEL con el
anticuerpo o-GroEL. Esta figura es representativa del resultado de tres experimentos
independientes.

En estos experimentos se incluyd la cepa de C. rodentium DBS100
ecpA::3XFLAG-Km (Tabla 7) como control positivo para el anticuerpo a-FLAG
en el western blot, esto debido a que la deteccion de EcpA-FLAG, que es la
subunidad fimbrial del operon ECP, es un control muy consistente. Ademas,
nos permite observar las diferencias de expresion en los diferentes medios, ya
que ECP se expresa preferencialmente en DMEM, lo cual se observa en

ambos experimentos (Figura 19 y 20).

La cepa EPEC ecpB::3XFLAG-Km también se incluyé como control para tener

como referencia los niveles de expresion de una chaperona que, en principio,
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se expresa cerca de 500 veces menos que la pilina, de la que se requieren
alrededor de 1000 subunidades para formar el filamento que da lugar a la
fimbria, mientras que solo se requieren un par de chaperonas periplasmicas
(Allen et al., 2012). Por lo anterior, EcpA es mas abundante que EcpB, la cual
no se detecta en las condiciones de crecimiento usadas en el experimento, ya
que el operdn ecp se expresa mejor a 30°C (Isidro-Coxca Tesis de Maestria,
2018).

7.1.3. Analisis de la organizaciéon transcripcional del operén pmf.

Sabemos que el operéon pmf posee un promotor funcional (Ortiz-Tesis de
Licenciatura, 2018), por lo que es de nuestro interés determinar si los tres
genes, incluyendo el que codifica para la proteina hipotética que esta
sobrelapado con el que codifica para la proteina usher, se transcriben como un
operdon. Para analizar la organizacion transcripcional de pmf se diseharon
oligonucleotidos (Tabla 7) para amplificar cinco regiones a lo largo del presunto
operdon (Figura 21A). Por un lado, se generaron cDNAs utilizando el oligo
reverso correspondiente a cada region, los cuales fueron entonces utilizados
como templado para la reaccion de PCR con los oligos Fw (forward) de las
mismas regiones (Figura 21B y 21C). La regién 1, que incluye la region
intergénica entre la chaperona y el gen rio arriba mas proximo al operén pmf
(ROD_11761), se incluyé como control negativo. Aunque para este caso no hay
amplificacion de una banda del tamafo esperado, esta reaccion produjo
bandas inespecificas de diferente tamafio de las que aun desconocemos su
origen (Figura 21B y 21C). La regién 2, que incluye parte de la secuencia 3’ del
gen pfmA (chaperona), asi como parte de la secuencia 5’ del gen pfmB (usher),
si dio lugar a una banda del tamafo esperado, lo cual indica que ambos genes
se co-transcriben (Figura 21B y 21C). Los oligos de la region 3 comprenden la
parte interna de pfmB; sin embargo, el resultado de estos ensayos no deja
claro si se esta expresando, ya que se observa una banda muy tenue del
tamano esperado, junto con algunas otras bandas inespecificas (Figura 21B y
21C). La region 4, que incluye la region intergénica entre los genes pfmB y
pfmC (proteina hipotética), muestra una banda del tamafio esperado en el
experimento ilustrado en la figura 21B, pero no asi en el experimento de la

figura 21C, donde hay bandas inespecificas. Interesantemente, observamos la
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presencia de una banda correspondiente a la regién 5, que incluye la region
intergénica entre el gen pfmC y un gen anotado como proteina de unién a
peptidoglicano (ROD_11801), que va en sentido contrario al operén pmf (Figura
21By 21C).

Para confirmar los resultados anteriores y resolver las ambigledades
observadas, se realizé un analisis por RT-PCR usando como templado el cDNA
sintetizado a partir del oligonucleétido ROD _11791-11801_RV de la region 5, el
cual es complementario a una secuencia dentro del gen ROD_11801. A partir
de este cDNA se realizd la amplificacion de las 5 regiones con los oligos Fw
correspondientes (Figura 21D). Los resultados de este RT-PCR sugieren que
una secuencia antisentido al gen ROD_ 11801 se esta transcribiendo junto con
el operon pmf, o al menos con el gen pfmC que codifica la proteina hipotética.
En este ensayo es clara la banda correspondiente a la regién interna del gen
pfmB. El dato para la regién 2 no fue considerado porque tampoco hubo
amplificaciéon con el control positivo con DNA. Aunque estos resultados son
hasta el momento preliminares y requieren de mas replicas para ser
confirmados, resulta interesante especular que el promotor Ppmf parece dar
lugar a un transcrito que abarca los genes pmfA de la chaperona, pmfB de la
proteina usher, y pmfC de la proteina hipotética, el cual ademas parece
continuar hacia el primer gen localizado corriente abajo del operén que esta en
sentido opuesto. Estos resultados, de confirmarse, consolidan nuestro interés
en entender la funcién de este operén fimbrial de caracteristicas unicas. Sin
embargo, tampoco se puede descartar que estos genes se transcriban en mas
de una unidad transcripcional ya que no hay consistencia entre los tres
experimentos. Ante la posibilidad de que la transcripcién de este grupo de
genes sea modulada por diferentes elementos en cis, buscamos posibles
terminadores, atenuadores y riboswitches a lo largo del cluster, encontrando un
atenuador de la transcripcién hacia el final del gen pmfB (Anexo 5), cuya

funcionalidad queda por determinarse.
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Figura 21. Organizacion transcripcional del operén pmf. A) Esquema de las regiones
analizadas con los oligonucledtidos enlistados en la Tabla 7. B) RT-PCR utilizando como
templado cDNA generado por cada oligonucledtido reverso (Tabla 7), se utilizé RNA total
extraido de la cepa C. rodentium Ahns crecida en DMEM a una D.Oggo de 0.6. C) RT-PCR
utilizando como templado cDNA generado por cada oligonucleoétido reverso (Tabla 7), se utilizd
RNA total extraido de la cepa C. rodentium Ahns crecida en DMEM a una D.Oegoo de 0.4. D) RT-
PCR utilizando como templado el cDNA sintetizado con el oligonucleétido ROD_11791-
11801_RYV (region 5). Se utilizd RNA total extraido de la cepa C. rodentium Ahns crecida en
DMEM a una D.Ogpo de 0.6. S/E: sin enzima Taq Polimerasa; S/T o *: sin templado; -: DNA
como templado; +: cDNA como templado.
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7.2. Resultados del operon tsf

7.2.1 La fusion tssF-tssH-cat es activa en ausencia de H-NS.

Para abordar nuestro primer objetivo e identificar la region minima reguladora
del operon tsf, se construyeron fusiones transcripcionales al gen reportero cat.
Debido a que éste se encuentra embebido en un operén que contiene genes
para un SST6, también se construyé una fusidbn que incluye la region
intergénica entre los dos operones divergentes del SST6 Cts1 y otra

conteniendo una regién mas alejada rio arriba del gen tssH (Figura 22).

pilina chaperona adhesina tssB

tsA K tss6 K tssF o tssH {0 o o usher >u } { tssC ‘ - eee
TSSF int TSSF-H CRF3_1
]

CRF3

Figura 22. Regiones del operén fimbrial tsf y de los operones del SST6 cts1L y cts1R
clonadas en el plasmido pKK232-8. Las barras negras indican las regiones incluidas en cada
fusion. Los genes del SST6 se muestran en color amarillo. Nétese que estos genes se
encuentran organizados en dos operones divergentes.

Previamente observamos que la fusion CRF3-cat mostraba actividad
transcripcional a 37°C en presencia de 5% de COz (Figura 14); sin embargo, los
niveles de expresién eran muy bajos. En un intento de incluir posibles
elementos reguladores que pudieran no estar contenidos en la fusion CRF3-
cat, se construyo la fusion CRF3_1-cat que contiene la region -437 a +189
respecto al ATG del gen tsfA que codifica para la pilina. Al generar esta fusion,
se obtuvo también una variante que contiene una mutacion en la base -141,
donde en vez de tener una adenina, se encuentra una guanina; a esta fusion se
le nombré CRF3_1a1416-cat. Por otro lado, con el propdsito de determinar si el
operon cts1R del SST6, encabezado por el gen tssH, posee un promotor
activo, el cual por ende pudiera controlar también la expresion del operdn tsf,
se construyo la fusion TssF-H-cat que incluye la region intergénica entre los
dos operones cts1L y cts1R del SST6. Ademas, utilizando la plataforma

BPROM se predijeron algunos promotores dentro del gen tssF en direccién al
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operdn cts1R que inicia con el gen tssH, por lo cual se construyo la fusién

TssFint-cat que los incluye (Figura 23).

AC TTGCTT TTATAGCGCCGGATT CTAGAA TTAAATGCGTTCTTCACGA TCACATTT TTTAT CCTC

. 35 15pb -10 cRP ArgR
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AAA A TCGCTCGCGGCAGGCGA
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G TTTAAA AGCGTGGAGAGTGCCAC TACGCT GT GTAAATTA

-35 17 pb -10 CpxR
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Figura 23. Promotores predichos con BPROM de la regién clonada en las fusiones TssF-
int-cat y TssF-H-cat. El promotor 1 con mayor score (se ilustra en color rojo junto con el
posible sitio de union de los reguladores CRP y ArgR. Un segundo promotor se identificé dentro
de la secuencia estructural del gen tssH con posibles sitios de unién de los reguladores Fis y
CpxR (color azul). Un tercer promotor se identificd dentro de la region estructural del gen tssF
con posible sitio de uniéon del regulador CarP (color verde). Las cajas promotoras azules
abarcan la regién de +60 a +89, las rojas de -265 a -237 y las verdes de -661 a -634 respecto
al ATG de tssH.

En los ensayos con las fusiones descritas en la figura 22, pudimos observar
que la actividad de la fusion CRF3_1-cat disminuye comparada con la fusion
CRF3-cat y que la mutacién en la base -141 no afecta la actividad del gen
reportero. Por otro lado, la fusion TssF-int-cat no es activa sugiriendo que los
promotores predichos (Figura 23) no son funcionales o no se activan bajo las
condiciones de crecimiento probadas. De manera interesante, la fusion TssF-H-
cat, aunque es inactiva en la cepa silvestre, es activa en ausencia de H-NS, y
los niveles de expresion varian significativamente en funcién del medio de
cultivo donde se crecen las bacterias, siendo el MM-N el medio donde se

expresa mayormente (Figura 24).

Estos resultados son muy interesantes, ya que previamente se habia reportado
que los operones del SST6 Cts1 de C. rodentium son inactivos y su
funcionalidad se evalué forzando su expresion con promotores heterdlogos
inducibles (Gueguen y Cascales, 2013). La ausencia de expresién en la cepa
silvestre y la fuerte represion ejercida por H-NS, plantea la posibilidad de que el

SST6 Cts1 se exprese solo bajo condiciones muy definidas, por ejemplo,
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durante la infeccién o en co-cultivo con otras bacterias, y que la desrepresion

sea mediada por un regulador especifico que actua bajo dichas condiciones.
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Figura 24. H-NS regula negativamente la expresion del operéon cts1R-tsf. Actividad
especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium
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DBS100 silvestre o Ahns conteniendo las fusiones CRF3-cat, CRF3_1-cat, CRF3_1a1416-cat,
TssF-int-cat y TssF-H. Los cultivos se hicieron en tubos con 5 mL de medio LB, DMEM o MM-N
y se dejaron crecer durante 8 horas en condiciones estaticas a 37°C con 5% de CO.. Las
graficas representan los resultados de tres experimentos independientes por duplicado.

Considerando la diferencia de expresion de las fusiones CRF3-cat y TssF-H-cat
en la cepa mutante en H-NS, nos parecié interesante evaluar si los promotores
del operén cts1R-tsf son regulados diferencialmente por las proteinas
homodlogas a H-NS, como se observo para el promotor del operon pmf que es
es reprimido por H-NS y StpA y probablemente regulado positivamente por
PehH (Figura 16). En la Figura 25 podemos observar que la actividad de la
fusion CRF3-cat se incrementa en ausencia de H-NS, CicR y PehH y aunque
en los tres fondos mutantes la expresion de cat es relativamente baja con
respecto a otros promotores, pareciera que H-NS, CicR y PehH reprimen de

manera cooperativa este promotor.
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Figura 25. El promotor localizado en la regién intergénica entre los genes tssH y tsfA es
regulado negativamente por H-NS, CicR y PehH. Actividad especifica de CAT (umol/min/mg
de proteina) obtenida a partir de extractos de C. rodentium DBS100 silvestre, Ahns, AstpA,
AcicR, ApehH y Aler conteniendo la fusion CRF3-cat, crecidas en cultivos estaticos en tubos
con 5 mL de MM-N en presencia de 5% de CO, a 37°C. Las graficas muestran el promedio de
tres experimentos independientes por duplicado.

Por su parte, mientras que la expresion de la fusion TssF-H-cat se incrementa
en forma muy significativa en ausencia de H-NS y s6lo moderadamente en
ausencia de StpA, ésta no se ve afectada por la ausencia de CicR, PehH o Ler
(Figura 26).
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Figura 26. H-NS regula negativamente la expresion del operéon cts1R-tsf. Actividad
especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenida a partir de extractos de las cepas C.
rodentium DBS100 silvestre, Ahns, AstpA, AcicR, ApehH y Aler conteniendo la fusién TssF-H-
cat, crecidas en cultivos estaticos en tubos con 5 ml de MM-N en presencia de 5% de CO; a
37°C. Las graficas muestran el promedio de tres experimentos independientes por duplicado.

Por otro lado, para delimitar la region minima reguladora del operdn cts1R-tsf
que incluye tanto genes del SST6 como del operdn fimbrial tsf, se disefiaron 13
fusiones que contienen recortes de la secuencia contenida en la fusion TssF-H-
cat (Figura 27 A). En un primer intento, se obtuvieron colonias candidatas de
todas las fusiones transcripcionales; sin embargo, algunas de ellas
presentaban mutaciones, por lo que se excluyeron de los experimentos
posteriores. Con las fusiones TssF-H-1, TssF-H-3, TssF-H-4, TssF-H-9, TssF-
H_10 y TssF-H_13 disponibles, decidimos empezar con los ensayos de
actividad de CAT en la mutante en H-NS, que es donde la fusién TssF-H-cat
mostré actividad significativa (Figura 22). Las fusiones TssF-H-2, TssF-H-5,
TssF-H-6, TssF-H-7, TssF-H_8 y TssF-H_13 aun estan en construccion. Por
otro lado, también nos parecié interesante evaluar si la regién clonada en la
fusion TssF-H-cat era activa en las mismas condiciones, pero en sentido
contrario, es decir, en direccion al operdn divergente cts7L que también codifica
para componentes del SST6 Cts1 (Figura 15), por lo cual construimos otra
fusién con estas caracteristicas y a la cual nombramos TssH-F-cat. Esta fusion
desafortunadamente presenté una mutacion en la posiciéon +338 respecto al
ATG del gen tssF, pero la incluimos en el ensayo mientras se genera la fusién

correcta.
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Al evaluar la actividad transcripcional de las fusiones pudimos observar que la
fusién TssF-H_1-cat que incluye la regién de -781 a +7 respecto al ATG del
gen tssH disminuye la actividad transcripcional en la mutante en H-NS respecto
a la fusion TssF-H-cat que abarca la region -781 a +120. Esto sugiere que la
region estructural del gen tssH de +7 a +120 contiene al menos un elemento de
regulacion positiva que al ser eliminado afecta la activacién de la fusion. Esta
observacién concuerda con la prediccion in silico de un promotor en dicha
region (Figura 23 y 27 A). La fusién TssF-H_3-cat que consta de la region -324
a +120 mantiene la misma actividad en la mutante en H-NS respecto a la fusién
TssF-H-cat, sugiriendo que la regién estructural del gen tssF de -781 a -424 no
incluye elementos de regulacion que influyan la expresion del promotor del
operon cts1R-tsf. La fusion TssF-H_4-cat que incluye la regién de -290 a +120
es activa en ausencia de H-NS, pero disminuye su expresion comparada con
las fusiones TssF-H-cat o TssF-H_3-cat, sugiriendo que en la region -324 a -
290 no incluida en TssF-H_4-cat, contiene sitios de regulacién positiva, que al
ser eliminados, afectan la expresion del cluster cts1R-tsf. La fusion TssF-H_9-
cat abarca la region entre las posiciones -290 a -173 que incluyen la secuencia
predicha como posible promotor P1 del operén cts1R-tsf; no obstante, la
actividad de CAT es casi nula en la cepa mutante en H-NS. A pesar del
resultado, no podemos descartar al promotor predicho, ya que dicha fusion
podria carecer de elementos de regulacion positiva que favorezcan su
transcripcién, como los propuestos anteriormente para la region -324 a -290.
En el caso de la fusion TssF-H_10-cat que consta de la regidon -324 a -173,
podemos observar un incremento en la actividad en la cepa mutante en H-NS
respecto a la fusion TssF-H_9-cat, que resulta consistente con la observacion
de elementos que activan la transcripcion en la region -324 a -290. De manera
interesante, en la fusion TssF_H-10 podemos observar actividad en la cepa
silvestre, sugiriendo que en la region de -173 a +7 se incluyen posibles sitios de
unién a H-NS, que al ser eliminados desreprimen la expresion del cts1-tsf. Por
su parte, la fusion TssF-H_13-cat muestra niveles de expresiéon en la mutante
en H-NS muy parecidos a los observados en la fusion TssF-H_10-cat, pero no
es activa en la cepa silvestre, lo cual nos lleva a considerar que, quizas el
elemento de regulacién positiva sugerido en la regién de -424 a -290, en

realidad abarca secuencia mas rio arriba (Figura 27 B).
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En este mismo ensayo incluimos la fusion TssH-F-cat para evaluar si los
promotores de ambos operones divergentes del SST6 Cts1 son reprimidos por
H-NS. Los resultados muestran que la actividad transcripcional de la region
reguladora divergente es considerablemente menor hacia el operéon cts7L
(Figura 27 B), lo cual sugiere, entre otras posibilidades, que el operén ctsiL
pudiera ser regulado negativamente por otro represor, o que la menor actividad
pudiera estar relacionada a que se trata de un operdn con menos genes. Estas
posibilidades tienen que ser exploradas, ya que la fuerza de un promotor es
una funcidon multifactorial, y los niveles de expresion de un operén también
estan asociados a las cantidades que de cada uno de los componentes del

SST6 se requieran.
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Figura 27. ldentificacion de la region minima reguladora del operén cts1R-tsf. Esquema
representando las fusiones que abarcan diferentes segmentos de la regién reguladora del
operon cts1R-tsf. Se indica la ubicacion de los promotores predichos. La grafica muestra el
promedio de la actividad especifica de CAT (umol/min/mg de proteina) obtenido de tres
ensayos independientes por duplicado de C. rodentium DBS100 silvestre o Ahns conteniendo
las fusiones que se indican en la grafica. Las cepas fueron crecidas en cultivos estaticos en
tubos con 5 mL de medio MM-N por 8 horas a 37°C con 5% de CO,.
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8. DISCUSION

C. rodentium es un patdgeno especifico de ratones de bioterio que ha sido
utilizado como modelo para entender de manera indirecta el mecanismo de
patogenicidad de los patégenos A/E de humano EPEC y EHEC para los que no
se cuenta con un modelo animal. C. rodentium comparte 2940 genes con
EPEC y EHEC (Petty et al., 2010), entre los que destacan la isla de
patogenicidad LEE, la cual le confiere el fenotipo A/E a estos patégenos.
Muchos de estos genes compartidos entre los patégenos A/E han sido
estudiados en C. rodentium para determinar su funciébn y su importancia
durante la infeccion (Deng et al., 2004; Bishop et al; 2007). C. rodentium
también se ha utilizado como sistema heterdlogo para el estudio de algunos
genes que solo estan presentes en EPEC y/o EHEC. Por ejemplo, la
construccion de una cepa de C. rodentium que expresa toxinas tipo Shiga, las
cuales son sintetizadas naturalmente por EHEC, que son responsables de la
produccion del Sindrome Urémico Hemolitico en humanos, permite el estudio in
vivo del mecanismo de accion de estas toxinas (Mallick et al., 2012). C.
rodentium también ha sido utilizado para estudiar a los reguladores positivos
PerC (por sus siglas en inglés: “Plasmid-encoded regulator C”) y Pch (por sus
siglas en inglés: “PerC homologue”) presentes en EPEC y EHEC,
respectivamente, los cuales activan la expresion del gen ler que codifica para el
regulador maestro de la isla de patogenicidad LEE. De manera interesante, al
expresarlos en C. rodentium ambas proteinas pueden activar la expresion de
ler (Bustamante et al., 2011). C. rodentium como modelo de estudio no sélo ha
sido util para comprender mejor la patogenicidad A/E, sino que también ha sido
utilizado para estudiar otras enfermedades como lo son la enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa y cancer de colon (Chandrakesan et al., 2014; Higgins
et al., 1999). Ha también aportado al entendimiento de fendmenos celulares
como la respuesta del sistema inmune del ratén ante la infeccién, pues el raton
tiene la capacidad de eliminar la infeccion por C. rodentium y adquirir
inmunidad ante infecciones posteriores (Buschor et al., 2017), asi como del
papel de la microbiota en un fendmeno denominado resistencia a la
colonizacion (Keeney et al.,, 2014; Collins et al., 2014). Las enterobacterias
cuentan con un gran repertorio de factores de virulencia que les permiten

colonizar a sus hospederos; uno de estos factores son las fimbrias. De manera
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particular, las fimbrias de la familia CU son muy abundantes dentro de estas
bacterias (Tabla 1) y fungen como factores de virulencia (Wurpel et al., 2013).
Se ha estudiado el papel de diversas estructuras fimbriales CU en
enterobacterias y se ha encontrado una gran variedad de funciones: adhesion
celular, evasion de la respuesta inmune y formacion de biopelicula. Ademas,
cada fimbria cumple aparentemente con una funcion particular y su expresion
responde a estimulos especificos en el ambiente y, por ende, se regulan de
manera diferencial. Tal es el caso de lo que ocurre con las fimbrias Psa (por
sus siglas en inglés: “pH six antigen”) y Caf (por sus siglas en inglés: “cluster
fraction 1 antigen”) de Y. pestis, Ipf (por sus siglas en inglés: “Infantis plasmid
encoded fimbria”) y KIf (por sus siglas en inglés: (“K88-like fimbria’) de S.
Infantis, y Fim y Pap en UPEC, por mencionar solo unos ejemplos. Y. pestis es
una enterobacteria causante de peste, la cual contiene 9 operones CU (Tabla
1). Esta bacteria produce dos adhesinas CU importantes para su virulencia:
Psa y Caf (Galyov et al., 1990; Lindler et al., 1993). De manera interesante, las
adhesinas Psa y Caf no forman parte de fimbrias independientes sino de un
flamento delgado o de una capsula, respectivamente. Caf favorece la
virulencia al evitar la fagocitosis y al evadir al sistema inmune innato al unirse a
la citosina pro-inflamatoria interleucina-1 durante los estadios tempranos de
infeccion (Du et al., 2002; Zav’yalov et al., 1995). Por su parte, Psa también
evade la respuesta inmune (Zav'yalo et al., 2009) y promueve la formacion de
biopelicula (Felek et al., 2011). Estas adhesinas son un ejemplo de diversidad
funcional dada a partir de diferencias en el ensamblaje del filamento. Por su
parte, S. enterica sv Infantis es uno de los serovares que mas prevalecen en el
mundo y esta asociado con casos de gastroenteritis. Este serovar contiene 12
operones fimbriales CU (Tabla 1). Algunas cepas de S. Infantis poseen el
plasmido pESI que le confiere resistencia a antibiéticos. En este plasmido se
encuentran los operones que codifican para dos fimbrias CU: Ipf y KIf. La
expresion del operdn kif es regulada negativa y positivamente por KIfL y KIfB,
respectivamente; ambos reguladores se encuentran codificados dentro del
mismo plasmido pESI. El operén ipf se encuentra regulado negativamente por
Fur y es activado por OmpR. Ambos operones son preferencialmente activos
en condiciones de microaerobiosis a 41°C respecto a 37°C in vitro, lo cual es

consistente con que ambos operones muestran mayor expresion en pollos
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comparado con ratones, estas fimbrias son un ejemplo de como la expresion
de éstas varia de un hospedero a otro en respuesta a condiciones fisioldgicas,
como lo es la temperatura corporal (Aviv et al., 2017). De manera interesante,
el operén kIf se encuentra muy conservado en EHEC, a excepciéon de la
adhesina, la cual presenta variaciones que probablemente cambien las
propiedades de adhesién de ambas fimbrias permitiéndole colonizar a cada
bacteria hospederos distintos (Zhang et al., 2007). En el caso de UPEC, este
patotipo codifica para 12 operones CU (Tabla 1), de los cuales la fimbria Pap y
Fim son las mejor estudiadas y en muchos casos se habla de éstas para
referenciar a las fimbrias CU en general. La fimbria Pap codifica para una
adhesina PapG la cual reconoce glucolipidos Gala1-4Gal presentes en la
superficie de las células renales, permitiendo que UPEC se adhiera a este
organo causando pielonefritis. Por su lado, la fimbria Fim o Tipo | incluye la
adhesina FimH que es capaz de reconocer receptores manosilados presentes
en la superficie de las células de la vejiga provocando cistitis (Allen et al.,
2012). Estas dos fimbrias ilustran de manera clara cémo distintas adhesinas
presentes en la misma bacteria pueden proporcionar especificidad por
diferentes nichos dentro de un mismo hospedero. A su vez, diferentes
mecanismos regulan la expresién de estas fimbrias en respuesta al entorno

donde se encuentra la bacteria (Figuras 6, 7 y 8).

A pesar de los ejemplos citados, sigue siendo una pregunta abierta jpor qué
las enterobacterias poseen un repertorio variable de operones CU?
Recientemente, se reportd el primer estudio integral del papel de cada uno de
los operones fimbriales CU en S. Typhi, un patégeno especifico de humano
causante de la fiebre tifoidea que contiene 12 operones (stg, sth, bcf, fim, saf,
sef, sta, stb, stc, std, ste, y tcf) pertenecientes a esta familia (Dufresne et al.,
2018) (Tabla 1). En este estudio notaron que los operones fimbriales se
expresan preferencialmente en medios minimos y que los promotores
respondian a diferentes condiciones de crecimiento, sugiriendo que diferentes
mecanismos de regulacion controlan su expresion; sin embargo, su funcion
pareciera ser redundante para algunos operones, mientras que otros si
proveen diferencias funcionales. Las fimbrias Fim, Saf, Sta, Stb, Std y Tcf estan

involucradas en la capacidad de invasion de S. Typhi a células epiteliales y

60



participan durante la fagocitosis por macréfagos, a excepcion de Std cuya
ausencia unicamente afecta la superviencia en macréfagos, mientras que Fim
es la unica fimbria que afecta la movilidad. De manera interesante, aun los
operones que incluyen pseudogenes (stc, bcf, stg, ste y sef) contribuyen a la
patogénesis de S. Typhi. Cada fimbria juega un papel durante la interaccion
con células epiteliales y en la produccion de biopelicula, excepto por Sta y Sth
que parecen no tener una funcion en particular; sin embargo, Sta pudiera estar
involucrada en la especificidad de hospedero, pues es la Unica fimbria presente
en todas las cepas que tienen como uUnico hospedero al humano, mientras que
Sth pudiera tener un papel durante la adherencia a superficies abidticas.
Aunque este estudio nos permite imaginar lo que pudiera estar ocurriendo con
otros patégenos, es importante resaltar que S. Typhi es un patégeno especifico
de humano y que los resultados obtenidos en ese estudio quizds no se
reproduzcan si se usan otro tipo de lineas celulares, como hepatocitos o
células de la vesicula biliar, donde S. Typhi también invade. En este sentido, C.
rodentium es un modelo ideal para estudiar de manera integral la funcionalidad
de cada operén CU, tanto de manera individual como conjunta, debido a que es

un patdégeno especifico de raton y se pueden realizar estudios in vivo.

A la fecha, solo se ha descrito la importancia de dos operones CU de C.
rodentium durante la patogénesis: GCF que participa en los primeros dias de la
colonizacion a raton y KFC que es importante durante etapas tardias de la
colonizacion (Caballero et al., 2015; Hart et al., 2008). Por lo anterior, en este
trabajo nos propusimos iniciar la caracterizacion de otros dos operones

fimbriales de la familia CU de C. rodentium, aqui denominadps pmfy tsf.

pmfABC (ROD_11771 a ROD_11791) es un operdon muy interesante porque
carece de un gen que codifique para la subunidad fimbrial, pero posee los
genes pfimAB (ROD_11771 y ROD_11781) que son aparentemente funcionales
y codifican para una chaperona y un usher, respectivamente. En este estudio
encontramos que el gen pmfC (ROD_11791), codificante para una proteina
hipotética, también es parte del operén (Figura 21). Los ortdlogos mas
cercanos del operén se encuentran en cepas del género Klebsiella,
Enterobacter, Leclercia y Salmonella (Anexo 2). De manera interesante, estos

operones también carecen de un gen para la subunidad fimbrial y en su lugar
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tienen genes que codifican para proteinas hipotéticas. Nuestros resultados
indican que el operon pmf posee un promotor activo que es reprimido por H-NS
y StpA, el cual parece transcribir a los tres genes del operon, los cuales, a su
vez, pueden dar lugar a un transcrito que se traduce en proteinas, por lo menos
en lo que respecta a las proteinas PmfA (chaperona) y PmfC (proteina
hipotética). Por lo anterior, no podemos descartar la posibilidad de que los

componentes de este operdn tengan una funcién en C. rodentium.

Una posibilidad es que la chaperona PmfA y el usher PmfB exporten una pilina
codificada en otro operén o a la proteina hipotética PmfC; sin embargo, en
ambos casos no hay precedente. Si esto estuviese ocurriendo, probablemente
la proteina hipotética no estaria fungiendo como pilina, ya que los ortélogos
mas cercanos de este gen también son genes que codifican proteinas
hipotéticas. Solo en un par de casos estan anotadas como posible subunidad
fimbrial, como el de un ortélogo presente en S. Typhimurium con la que
comparte una identidad del 41% (Anexo 2); sin embargo, la proteina hipotética
de C. rodentium no presenta motivos tipicos de pilina, pero si un motivo de
glucosilacion de la familia RolB/RolC y un motivo DUF1120 de funcién
desconocida (Anexo 3). Se ha propuesto que RolC de Agrobacterium
rhizogenes es una P-glucosidasa capaz de liberar citoquininas activas libres de
sus conjugados glucosidicos inactivos y de alterar el crecimiento y desarrollo
de plantas transgénicas, mientras que RolB hidroliza glucosidos (Estruch et al.,
1991a; 1991b). Por su parte, el motivo DUF1120 es abundante entre proteinas
bacterianas hipotéticas pero su funcién no ha sido descrita. E. ludwigii EN-119
y E. ludwigii ECWSU1 codifican para una proteina hipotética que contiene
ambos motivos RolB/RolC y DUF1120, ademas de un motivo MHC | 2 y un
motivo Candida_ALS N. Llama la atencion que al alinear la secuencia de
aminoacidos de PmfC de C. rodentium con la proteina hipotética de E. ludwigii,
pareciera también conservar algunos residuos pertenecientes a los motivos
Candida_ALS_N y MHC_|_2 (Anexo 4). Los motivos MHC _|_2 estan asociados
con proteinas inducibles por acido retinoico y fungen como ligandos para la
activacion del inmunoreceptor NKG2D, los cuales se expresan en células NK,
células T y macréfagos (Zou et al., 1996), mientras que los motivos

Candida_ALS_N son los ligandos que permiten la union de a-aglutininas en
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levaduras (Linder y Gustafsson, 2007). Si la presencia de estos motivos en
PmfC le confieren funciones adhesivas u otras funciones en C. rodentium es
materia de estudios futuros, ya que no podemos descartar o confirmar que
tenga una funcion. Patel (2016) sugiere tener en cuenta que, entre los genes
anotados como codificantes de proteinas hipotéticas, se encuentran diversos
genes de virulencia que en un principio no son reconocidos debido a que las
condiciones de trabajo in vitro son muy distintas comparadas con las
condiciones presentes dentro de un hospedero. En particular con respecto a la
respuesta inmune, disponibilidad de nutrientes y la interaccion con otras

bacterias comensales o patdégenas.

La organizacion transcripcional del operéon pmf sugiere la transcripcion de un
gen codificante para una proteina de union a peptidoglicano (ROD_11801), que
de manera interesante se encuentra en direccién convergente al operén pmf,
por lo que se buscéd bioinformaticamente ORF’s (por sus siglas en inglés:
“Origin of Replication Frame’s”) distintos a los anotados en sentido al operoén
pmfy no se encontraron (Anexo 5). La importancia de la co-expresion de esta
region con el operon pmf nos sigue sugiriendo funciones novedosas para esta
fimbria y sin duda alguna seria muy interesante evaluar hasta donde continua

la transcripcion del operon pmf.

Adicionalmente, el operén pmf es un ejemplo muy bonito de la regulacion
cooperativa ejercida por las proteinas asociadas al nucleoide H-NS y StpA. Se
sabe que StpA es capaz de compensar, en algunos casos, la ausencia de H-
NS al reprimir los genes que normalmente regula. Tal es el caso del operdon bg/
que le confiere a E. coli la habilidad de utilizar B-glucosidos (Ueguchi et al.,
1998). Este operdn es regulado negativamente por H-NS (Schnetz et al., 1996),
pero en su ausencia StpA puede reprimir su expresion (Free et al., 1998). En
contraste, en este estudio pudimos observar que la eliminacion de H-NS o de
StpA, permiten la activacion del promotor del operéon pmf a niveles muy
similares (Figura 16), lo cual sugiere que a diferencia del operdn bgl para el que
StpA reemplaza a H-NS, para pmf estas proteinas actuan en sinergia para
reprimir efectivamente su expresion. Queda por determinar si dicha
cooperatividad involucra la formaciéon de heterébmeros o si se unen a sitios

independientes sobre la regién reguladora. El analisis de la expresion del
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promotor de pmf en una doble mutante en H-NS y en StpA no es posible
porque dicha mutante tiene problemas de viabilidad. Para solventar esta
limitacion, se transformd la cepa mutante AstpA conteniendo la fusion pKK-
CRF1-cat con 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. En un estudio
preliminar, pudimos notar que no aumentaba la expresién del operéon pmf en
esta cepa con respecto a las mutantes individuales (datos no mostrados),
sugiriendo que H-NS y StpA reprimen en foma cooperativa la expresién de pmf,
ya sea formando heterémeros o uniéndose simultaneamente al DNA. De
manera interesante, ademas de la regulacién transcripcional, la expresion de la
chaperona PmfA pareciera estar sujeta también a regulaciéon post-
transcripcional, ya que se expresa bien en LB, pero no asi en DMEM y MM-N a
pesar de que se expresa a partir de un plasmido con un promotor inducible y en

un fondo heterdlogo (Figura 19).

El contexto gendmico del operdn tsf es muy interesante al estar dentro de un
operdon que codifica para genes del SST6 Cst1. tsf tiene sus ortélogos mas
cercanos en Enterobacter cancerogenus, Cedecea lapagei, Pantoea alhagi,
Cronobacter turicensis y varias especies de Yersinia (Anexo 6). De manera
interesante, en estas bacterias se conserva la organizacién estructural de los
genes “core” del Cts1 en dos operones divergentes, asi como la presencia del
operon fimbrial entre los genes tssH y tssB. Sin embargo, hay otros ejemplos
donde los operones ortélogos del SST6 Cts1 estan similarmente organizados
pero no incluyen un operoén fimbrial. Tal es el caso del SST6 de S. Typhimurium
que en su lugar contiene genes que codifican para un sistema toxina/antitoxina
que no esta presente en Cts1 (Anexo 7). Este sistema, al igual que Cts1, esta
regulado negativamente por H-NS (Figura 28) (Brunet et al., 2015). La
regulacion mediada por proteinas tipo H-NS también se ha reportado en genes
del SST6 de Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa HSI-2 y HSI-
3, P. putida, Vibrio parahaemolyticus y Edwardsiella tarda (Castang et al., 2008;
Renzi et al., 2011; Eijkelkamp et al., 2013; Salomon et al., 2014; Zhang et al.,
2014).
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Entre el gen tssH del SST6 Cts1 de C. rodentium y el gen de la subunidad
fimbrial de tsf (ROD_27771), se encuentran 83 pb de region intergénica. Un
analisis con BPROM de dicha region arroja la presencia de un promotor con
sitios de union de NagC (Anexo 8), el cual responde a la presencia de N-
acetylglucosamina (NAG) y acido N-acetylneuraminico (NANA), que se ha
reportado activa la expresién del operon LEET y es esencial para que EHEC se
adhiera a células epiteliales (Le Bihan et al., 2017). Con las fusiones
transcripcionales CRF3-cat y CRF3_1-cat que incluyen esta region, pudimos
observar, con respecto a la cepa silvestre, un ligero incremento en su expresion
en cepas mutantes en los genes que codifican para H-NS, CicR y PehH (Figura
25), sugiriendo la presencia de un promotor relativamente débil que es
regulado de manera negativa por estas proteinas, aunque el mecanismo queda
por ser definido ya que poco sabemos del modo de accion y funcién de CicR y
PehH. Por otra parte, la organizacién de los genes tssH y tsf, plantearon la
posibilidad de que se co-expresen a partir de un promotor localizado corriente
arriba del gen tssH, en la regién intergénica de los operones cts1L y cts1R del
SST6. El analisis de la actividad asociada a fusiones transcripcionales con
recortes de la region intergénica entre estos operones, revel6 la presencia de
dos posibles promotores que coinciden con los predichos por BPROM (Figura
23 y 28). Cabe hacer notar que el promotor 2, localizado dentro de la secuencia
codificante de tssH, presenta mayor actividad que el promotor 1 localizado en
la regién intergénica. Esto plantea la posibilidad de que el promotor 2 sea el
responsable de la activacion del operdn tsf, y el promotor 1 del gen tssH, asi
como de que ambos pudieran regularse diferencialmente, como lo sugiere la
presencia de posibles sitios de union para CRP y ArgR, mientras que para el

promotor 2 se predicen sitios de unién para FIS y CpxR.

ArgR es un regulador transcripcional de la sintesis de arginina, que también
juega un papel en la regulacién de factores de virulencia; tal es el caso de su
funcion como regulador negativo en la via ADI (por sus siglas en inglés:
“arginina deiminasa”) en Listeria monocytogenes (Xiong et al., 2015). L.
monocytogenes es un patdégeno de humanos que tiene una alta resistencia a
los ambientes acidos, la cual esta dada por la producciéon de amonio a partir de

la via ADI para neutralizar los protones intracelulares y asi elevar el pH (Cheng
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et al., 2013). Adicionalmente, ArgR responde a otros estimulos ambientales
como cambios de temperatura y tension oxigénica (Xiong et al., 2015). Por su
parte, CRP juega un papel importante durante la represién catabdlica. La
represion catabdlica es un fendmeno en el cual la presencia de glucosa y sus
analogos disminuye la concentracion celular de cAMP, evitando la expresion de
los operones lac, ara, mal, entre otros, que requieren de la formacion del

complejo cAMP-CRP para su activacion (Ullmann y Danchin et al., 1993).

Fis es una proteina del nucleoide bacteriano capaz de unirse a DNA, la cual
entre sus funciones incluye que regula la replicacion al unirse a oriC (Filutowicz
et al., 1992), la expresién de algunos genes regulados a su vez por RpoS (Xu y
Johnson, 1995), y la actividad de HU y H-NS, otras proteinas asociadas al
nucleoide bacteriano (Claret y Rouviere-Yaniv, 1996; Falconi et al., 1996).
También regula la expresion de operones involucrados en el catabolismo de
azucares y acidos nucleicos los cuales, de manera interesante, también se
encuentran regulados por CRP (Gonzalez-Gil et al.,1998). Por su parte, el
sistema Cpx le permite a la bacteria detectar situaciones de estrés en
membrana, identificar proteinas que no estén bien plegadas y regular la
expresion de diversos genes para asegurar un estado de homeostasis en la
envoltura celular (Raivio y Silhavy, 1999). Este sistema es activado por un
sistema de dos componentes conformado por CpxA, una histidin cinasa, y
CpxR, un regulador de respuesta citoplasmico (Vogt et al., 2012). Cuando
CpxR es fosforilado, activa o reprime la expresion de diversos genes al unirse
directamente a su secuencia blanco en el DNA. Si el SST6 y TSF se co-
expresan y co-localizan, cabe la posibilidad que se afecte la homeostasis de la
membrana celular, lo cual haria sentido con que su expresion esté regulada de
manera negativa por este sistema. Debido a que esto aun no se ha
corroborado, queda como opcion que la expresion de tsf y del cts1 sea
excluyente, y de ser asi seria interesante evaluar de qué depende la expresion
de un factor de virulencia o del otro. En caso de estarse co-expresando,
también seria interesante estudiar la funciéon que pudieran estar ejerciendo de

manera conjunta, debido a que no hay un antecedente de esta interaccion.

En conjunto, el estudio de los operones pmfy tsf nos ha permitido conocer mas

sobre la regulacion de la expresion genética de los operones fimbriales en C.
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rodentium y nos abre demasiadas interrogantes que sustentan estudios futuros
sobre la funcién de estos dos operones que, sin duda alguna, son muy
particulares. Ademas, este trabajo forma parte de un estudio mas grande
donde intentamos abordar de manera sistematica e integral el estudio de la
funcién y regulacion de los operones fimbriales CU presentes en C. rodentium,
con el fin de comprender mas sobre la diversidad funcionalidad de estas
estructuras en bacterias patégenas y el papel que juegan los genes accesorios

que se co-transcriben dentro de los operones fimbriales.

9. CONCLUSIONES
9.1 Conclusiones del operén pmf.

a) El operén pmf es regulado negativamente por los reguladores globales
H-NS y StpA y positivamente por PehH.

b) El operén pmf incluye a la proteina hipotética (ROD_11791) y
posiblemente a otros genes rio abajo de este gen.

c) Los componentes del operdn se traducen a proteinas y podrian estar

regulados post-transcripcionalmente.
9.2 Conclusiones del operon tsf.

a) El promotor del operdn fimbrial tsf es muy poco activo en las condiciones
evaluadas y esta regulado negativamente por H-NS, CicR y PehH.

b) El promotor del operdn cts1R-tsf es muy activo y fuertemente reprimido
por H-NS.

c) La regién minima reguladora del operon cts1R-tsf se encuentra contenida

entre las posiciones -324 a +120 respecto al ATG del gen tssH.

10. PERSPECTIVAS

10.1. Perspectivas para el operén pmf.

a) Corroborar el efecto positivo de PehH en la expresiéon de pmf.

b) Evaluar la sobreexpresion de las proteinas en C. rodenitum y estudiar
la regulacion post-transcripcional del operén pmf.

c) Identificar la funcién de la proteina hipotética PmfC.
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d) Investigar qué genes rio abajo se co-expresan dentro del operén pmf.

e) Evaluar si el operdn se expresa in vivo y si tiene un papel durante la
patogénesis de C. rodentium.

f) Determinar si PmfC es exportada a través de la proteina usher PmfB y
la chaperona PmfA.

10.2 Perspectivas del operon tsf.

a) Corroborar la funcionalidad de los dos posibles promotores
identificados.

b) Verificar si los reguladores predichos con BPROM tienen un papel
durante la expresion del operén cts1R-tsf.

c) Determinar si los genes del operdn se traducen a proteinas.

d) Determinar la co-expresiéon de genes del SST6 Cts1 junto con el
operon tsf.

e) Evaluar si el operdn se expresa in vivo y si tiene un papel durante la
patogénesis de C. rodentium.

f) Analizar si Tsf se ensambla en un filamento en la superficie de la
bacteria.

11. ANEXOS

Anexo 1. Esquema de la composicion estructural de los operones CU de C. rodentium.
Los operones CU contienen al menos tres genes que codifican para las proteinas necesarias
para el ensamblaje de la fimbria: una subunidad fimbrial, una chaperona y una proteina
acomodadora o usher, ilustrados en rosa, azul y verde, respectivamente. Sin embargo, hay
operones que contienen genes accesorios, como pueden ser otras subunidades fimbriales,
chaperonas o reguladores transcripcionales. El gen usher es el Unico que se encuentra en una
sola copia. De los 14 operones CU presentes en C. rodentium dos se encuentran localizados
en plasmidos, crf5 (ROD_p1161-1201) y ROD_p1291-1301.
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Anexo 2. Ortélogos del operon pmf. Los ortdlogos mas cercanos del operén pmf se
encuentran en cepas del género Klebsiella, Enterobacter, Leclercia y Salmonella. En la mayoria
de los casos el gen ortélogo a pmfC (ROD_11791), se encuentra anotado también como
proteina hipotética, a excepcion del operdn presente en S. Typhimurium con el que tiene mayor
identidad, y donde este gen se encuentra anotado como posible subunidad fimbrial. También
hay otros operones ortdlogos, que incluyen a otros genes codificantes para proteinas
hipotéticas e incluso para reguladores transcripcionales. La identidad entre las proteinas
hipotéticas se ilustra sobre los recuadros.
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Anexo 3. Motivos presentes en la proteina hipotética PmfC. La proteina hipotética presenta
dos motivos: un dominio de glucosilacion RolB_RolC y DUF1120 de funcién desconocida.
Otros genes que comparten ambos motivos se encuentran en las cepas de Enterobacter
ludwigii ECWSU1 y EN-119. Adicionalmente, los genes presentes en E. ludwigii también
incluyen un motivo MHC_|_2 y Candida_ALS_N.
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Anexo 4. Motivos presentes en la proteina hipotética PmfC (ROD_11791) de C. rodentium
y en su ortélogo EcWSU1_04028 de E. ludwigii. PmfC y EcWSU1_04028 comparten los
motivos DUF1120 y RolIB/RoIC ilustrados en color verde y naranja, respectivamente.
Adicionalmente, Pfam identifica en EcWSU1_04028 los motivos Candida_ALS N y MHC_| 2
ilustrados en azul y rosa, respectivamente; sin embargo, ambas proteinas tienen el mismo
numero de residuos (186), varios de ellos conservados (ilustrados con asteriscos morados),
incluso en los motivos Candida_ALS_N y MHC_|_2, los cuales Pfam no anota para PmfC de C.
rodentium.
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Anexo 5. Busqueda de elementos de regulacién del operon pmf. A) Se utiliz6 la plataforma
GeConT (Martinez-Guerrero et al., 2008) la cual nos permite identificar curvaturas en el DNA,
Ribosiwtches (RLE por sus siglas en inglés: “Ribosiwth like element”), familias de RNA’s (Rfam)
y atenuadores transcripcionales y traduccionales pero ninguno de estos elementos se
encontraron dentro del operon pmf. B) Se utilizo la plataforma RibEx (Abreu-Goodger y Merino,
2005) la cual nos permite identificar distintas familias de ribosiwtches, asi como ORF’s y
atenuadores. Se encontrdé un posible atenuador transcripcional en el gen del usher (circulo
color rojo). C) Estructura del atenuador transcripcional encontrado en el gen pmfB.
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Anexo 6. Ortélogos del operén tsf. El ortélogo mas cercano al operdn fimbrial tsf se
encuentra en Enterobacter cancerogenus, pero también estd presente en Cedecea lapagei,
Pantoea alhagi, Cronobacter turicensis y Yersinia enterocolitica y en otros géneros bacterianos
pero con menor identidad. En estas bacterias se conserva la estructura gendémica del operén
inserto en operones que contienen genes para un SST6. El operén tsf se ilustra en color verde
mientras que los genes del SST6 conservan el codigo de color respecto al complejo que
forman dentro del SST6 (Figura 10).
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Anexo 7. Estructura genética del SST6 de S. Typhimurium y de C. rodentium. Los SST6
de S. Typhimurium y de C. rodentium se encuentran organizados en dos operones divergentes
pero no comparten los mismos genes accesorios. Los genes del SST6 conservan el cédigo de
color respecto al complejo que forman dentro del complejo (Figura 10), mientras que los genes
del operon fimbrial se ilustran en color verde.
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Anexo 8. Prediccion de promotores del operédn tsf. Utilizando la plataforma BPROM se
identificd la presencia de un posible promotor en la region intergénica entre los genes fssH y la
tsfA con un posible sitio de unién para el regulador NagC (ilustrado en color azul).
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