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Resumen

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es uno de los principales agentes
etiolégicos de la diarrea infecciosa en nifilos que viven en paises en vias de
desarrollo. La infeccion causada por EPEC se caracteriza por la induccion de dos
fenotipos sobre las células del intestino delgado: el fenotipo de adherencia
localizada (LA) y el fenotipo de adherencia y destruccion (A/E). Los elementos
genéticos responsables de los fenotipos LA y A/E estan codificados en el plasmido
pEAF (EPEC Adherence Factor) y en la isla LEE (Locus of Enterocyte Effacement),

respectivamente.

La expresion de los genes de virulencia en este patotipo diarrogénico esta
bajo el control estricto de diversas proteinas reguladoras globales y especificas,
entre estas Ultimas se encuentra la proteina PerA (Plasmid Encoded Regulator A)
codificada por el operén perABC ubicado en el plasmido pEAF, PerA pertenece a la
familia de reguladores transcripcionales AraC/XylS; esta proteina activa al operon
perABC (por lo tanto esta sujeta a autorregulacion) y al operén bfp en donde se
codifican los genes para la biogénesis y la funcion del pilus BFP (Bundle Forming
Pilus). La regulacion de los genes de virulencia de la isla LEE por PerA es indirecta
y la realiza a través de la proteina PerC la cual activa la expresién de ler que codifica

a Ler (LEE-encoded regulator).

PerA es una de las muchas proteinas que participan en la red de regulacién
de los determinantes de virulencia de EPEC, a esta compleja red de regulacién se
une Rnr (RegA negative regulator) miembro de la familia ANR (AraC family Negative
Regulator) el cual regula negativamente a PerA. El gen rnr que codifica para Rnr se
localiza en el cromosoma de EPEC y esta flanqueado rio arriba por el gen
E2348C 2634 y rio abajo por el gen E2348C_2636 (las ultimas 20 pb de rnr se
empalman con E2348C_2636), estos genes se encuentran en la misma orientacion
qgue rnr; la organizacion y la orientacién genética en la que se ubican estos tres

genes probablemente estructuren a un operon.

El presente estudio, tiene como objetivo analizar la organizacion
transcripcional del gen rnr en EPEC (E2348/69) serotipo O127:H6. Con esta

finalidad, se hizo uso de RT-PCR punto final para evaluar la expresion de



E2348C 2634, rnr y E2348C 2636 como unidades transcripcionales
independientes y como operén en condiciones de crecimiento en DMEM (condicion
de induccion de genes de virulencia) y DMEM/NH4* (condicion de represion de
genes de virulencia) a 37°C. De acuerdo con los resultados obtenidos se
identificaron dos productos de 874 pb y 400 pb que corresponden al tamafio de
E2348C_2634-rnr 'y rmr-E2348C_2636, respectivamente; el producto de
E2348C_2634-rnr fue identificado Unicamente en medio DMEM/NH4*, mientras que
el segundo producto de rnr-E2348C_2636 se expresa en DMEM como en
DMEM/NH4*. Los resultados indican que los genes E2348C_2634-rnr y rnr-
E2348C_ 2636 se estructuran como operones bicistronicos y que la expresion de

estos depende de las condiciones de crecimiento de EPEC.



Introduccién

La diarrea es la deposicion liquida de tres 0 mas veces por dia, representa la
segunda causa de mortalidad en nifios menores de cinco afios en paises en vias de
desarrollo (World Health Organization [WHO], 2017). De acuerdo con registros del
Fondo Internacional de Emergencia de las Naciones Unidas para la Infancia (United
Nations International Children’s Emergency Fund [UNICEF], 2021) cada afio las
enfermedades diarreicas provocan la muerte de 444,000 nifios (UNICEF, 2021). La
causa mas frecuente de diarrea es la infeccion del tracto intestinal, los agentes
etiolégicos pueden ser bacterianos, virales y parasitarios, los cuales son adquiridos
a través de alimentos y/o agua contaminados, contacto persona-persona y por via
zoonodtica. Los principales agentes etiolégicos causantes de la diarrea infecciosa
son los Rotavirus y Escherichia coli (E. coli) (WHO, 2017).

E. coli es una bacteria gram negativa, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, bacilo flagelado, anaerobio facultativo, mesofilo, no
esporulante; es una de las primeras bacterias que coloniza el intestino del neonato
y la enterobacteria mas abundante en la microbiota intestinal humana (Nataro y
Kaper, 1998; Gomes et al., 2016). E. coli es una bacteria comensal que reside en la
capa mucosa del colon de los mamiferos, en donde coexiste sin causar dafio
alguno, pues tiene un importante papel en el mantenimiento de la fisiologia
intestinal, rara vez causa enfermedad en individuos sanos. Sin embargo, algunos
patotipos poseen la capacidad de causar enfermedades intestinales vy
extraintestinales en personas sanas como en personas inmunodeprimidas. Esto
sucede a través de la adquisicion de determinantes genéticos de virulencia
codificados en elementos genéticos moviles (plasmidos, bacteriéfagos,
transposones e islas de patogenicidad) que les confiere la adaptacién a nuevos
nichos y el potencial de causar una amplia variedad de enfermedades en seres
humanos (Kaper et al., 2004; Chen y Frankel, 2005).

La clasificacion de los patotipos de E. coli comprende: patotipos
extraintestinales (EXPEC) que incluye a E. coli uropatogena (UPEC) y E. coli
asociada a meningitis (MNEC), y patotipos diarrogénicos (DEC) o intestinales, a

este grupo pertenecen E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica



(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difuso adherente (DAEC) (Figura 1) (Kaper et al.,
2004).
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Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de patotipos diarrogénicos de E. coli.

a) EPEC se adhiere a los enterocitos del intestino delgado causando la lesién A/E (Attaching and
Effacing) en tres etapas: 1) adherencia inicial de la bacteria al epitelio intestinal del huésped a través
del BFP (Bundle Forming Pilus), 2) transduccion de sefiales mediante la translocacion de proteinas
efectoras a través del sistema de secrecion tipo 11l (SSTIII) y 3) adherencia intima por medio de la
interaccién de la proteina Intimina y su receptor Tir. b) EHEC coloniza el intestino grueso, donde
produce la lesién A/E, EHEC secreta la toxina Shiga (Stx) causante de la colitis hemorragica y del
sindrome urémico hemolitico. ¢) ETEC coloniza el intestino delgado a través de uno o mas factores
de adherencia como la colonizacién fimbrial (CF), el antigeno del factor de colonizacion (CFA), el
antigeno de superficie (CS) o el factor de colonizacion putativo (PCF); secreta toxinas termolabiles
(LT) y termoestables (ST), estas toxinas alteran la regulacion de los canales i6nicos de la membrana
epitelial, generando pérdida de iones y agua. d) EAEC, patotipo con capacidad de colonizar el
intestino delgado y el intestino grueso, se adhiere a las células intestinales mediante la fimbria de
adherencia agregativa (AAF), forma biopeliculas “ladrillos apilados”, secreta enterotoxinas y
citotoxinas. e) EIEC coloniza el colon, posteriormente lisa la vacuola endocitica lo que lleva a la
multiplicacion celular y, a la formacién de colas de actina que le confiere movimiento en el interior de
la célula y hacia las células adyacentes. f) DAEC coloniza el intestino delgado, a través de la
adhesina F1845 y DAF (Decay-Accelerating Factor) provocando efectos sobre las vias de
transduccion de sefiales de los enterocitos, caracterizada por la induccién de proyecciones celulares
largas que rodean a la bacteria. Imagen tomada de (Kaper et al., 2004).



E. coli enteropatégena (EPEC)

EPEC es uno de los principales agentes infecciosos de la diarrea en nifios
menores de dos afios en paises en vias de desarrollo (Pearson et al., 2016), este
patogeno extracelular causa enfermedad al adherirse a la superficie de las células
del huésped e inyectar directamente, a través de su SSTIII, factores de virulencia
(Lanata et al., 2013; Gomes et al., 2016; Serapio-Palacios y Finlay, 2020; Mare et
al., 2021). La transmisién de EPEC se da mediante la via oral-fecal a través de
superficies y fluidos contaminados (Gomes et al., 2016), la infeccion causa diarrea
acuosa abundante, vomitos y fiebre; la diarrea inducida produce un incremento de
la permeabilidad epitelial y alteraciones en la secrecion de iones ClI"y HCOs
(Vallance y Finlay, 2000).

Las cepas de EPEC se clasifican en EPEC tipicas y EPEC atipicas en funcion
de la presencia (tipicas) o ausencia (atipicas) de un plasmido de virulencia llamado
pEAF (EPEC Adherence Factor) que contiene a los genes que codifican para la
fimbria BFP. Las cepas de EPEC tipica se caracterizan por la induccién de dos
fenotipos sobre las células del intestino delgado, el fenotipo de adherencia
localizada (LA) y el fenotipo de adherencia y destruccion (A/E) (Vallance y Finlay,
2000). El fenotipo LA esta mediado por la fimbria tipo 1V conocida como BFP que
contribuye a la antigenicidad, la autoagregacion y la adhesion a células intestinales
(Gomes et al.,, 1989; Donnenberg y Kaper,1992; Gomes et al., 2016). La
histopatologia A/E es producida por la translocacion de proteinas efectoras a través
del SSTIII que tiene como resultado el rearreglo de las microvellosidades del epitelio
intestinal y cambios en el citoesqueleto como la acumulacién de actina polimerizada
debajo del sitio de adherencia de la bacteria que lleva a la formacion de estructuras
en forma de pedestales, reduccion en la absorcion de la mucosa intestinal que
conduce a la alteracion del equilibrio electrolitico y posteriormente a la diarrea
(Clarke et al., 2003; Kaper et al., 2004; Gomes et al., 2016).



Determinantes genéticos asociados a los fenotipos LAy A/E

Los fenotipos LA y A/E producidos por la cepas tipicas de EPEC son
resultado de dos elementos genéticos, el plasmido pEAF y la isla LEE
respectivamente (Figura 2) (Bustamante et al., 2001; Kaper et al., 2004).

En el pEAF se ubica el operon bfp estructurado por 14 genes (bfpA, bfpB,
bfpC, bfpD, bfpE, bfpF, bfpG, bfpH, bfpl, bfpJd, bfpK, bfpL, bfpP, bfpU) necesarios
para la expresion de la fimbria BFP (Donnenberg y Kaper,1992; Tobe et al., 1996;
Kaper et al., 2004). bfpA codifica la subunidad estructural principal de BFP y su
expresion 6ptima se produce durante el crecimiento exponencial a temperaturas de
35°C a 37°C y en presencia de calcio, los iones amonio disminuyen
significativamente la expresion de bfpA y del fenotipo LA (Clarke et al., 2003). En el
mismo pEAF a 6.7 kb rio abajo del operdn bfp se localiza el operén per (Plasmid
Encoded Regulator) integrado por los genes perA, perB y perC requeridos para la
expresion completa de BFP (Figura 2A) (Clarke et al., 2003; Gomes et al., 2016) y
cuyos productos regulan al operén bfp y a los genes de la isla LEE (Kaper et al.,
2004).

La isla LEE comprende 41 marcos de lectura abiertos (ORFs) distribuidos
en cinco operones policistrénicos (LEE1-LEES), dos operones bicistrénicos (espG-
rorfl y grIR-grlA) y cuatro unidades transcripcionales (etgA, cesF, map y escD)
(Figura 2B). Esta isla se encuentra formada por los genes que codifican para los
componentes esenciales del SSTIII, reguladores, chaperonas y proteinas efectoras
(Elliott et al., 1998; Kaper, Nataro y Mobley, 2004; Gomes et al., 2016; Serapio-
Palacios y Finlay, 2020). Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 contienen los genes esc
(E. coli secretion) y sep (secretion of E. coli proteins) que codifican los componentes
estructurales del SSTIIl. En el oper6n LEE1 también se encuentra el gen ler que
codifica a Ler (LEE-encoded regulator), proteina reguladora que activa la
transcripcion del resto de los operones de laisla LEE. El operén LEE4 codifica a las
proteinas secretadas por el SSTIII (EspA, EspB, EspD y EspF). El operén LEES
codifica a la proteina de membrana externa de 94 kDa llamada Intimina y su receptor
Tir (Translocated Intimin Receptor) que participan en la union intima de EPEC a las

células intestinales (Kaper et al., 2004; Mellies et al., 2007; Pearson et al., 2016;



Gomes et al., 2016). Los genes espG y rorfl presentes en el operon bicistronico
espG-rorfl codifican para una proteina efectora y una proteina de funcion
desconocida, respectivamente (Shaw et al., 2005). Finalmente, el operon
bicistrénico grlR-grlA codifica las proteinas GrIR (Global regulator of LEE-repressor)

y GrlA (Global regulator of LEE-activator) que regulan negativa y positivamente la

expresion de los genes de la isla LEE (Deng et al., 2004).

Fenotipo A/E

A) Plasmido pEAF B) Isla LEE

Figura 2. Determinantes genéticos asociados a los fenotipos LA y A/E en EPEC.

A) En el pEAF se ubica el operén bfp que codifica para la fimbria BFP, BFP participa en la
antigenicidad, la autoagregacion, la adhesién a células intestinales y la generacion del fenotipo LA,
en la parte superior de la figura se encuentra una microscopia electrénica de barrido del fenotipo LA
caracterizado por la agregacion de microcolonias bacterianas, imagen tomada de (Saldafa et al.,
2009); a 6.7 kb rio abajo del operdn bfp se sitla el operén per el cual codifica para las proteinas
PerA, PerB y PerC. PerA 'y PerC son reguladores del operén bfp y de laisla LEE. B) La isla LEE se
localiza en el cromosoma, esta organizada en cinco operones policistrénicos (LEE1-LEES), dos
operones bicistrénicos (espG-rorfl y griR-grlA) y cuatro unidades transcripcionales (etgA, cesF, map
y escD) que codifican el SSTIII, reguladores, chaperonas y proteinas efectoras, imagen tomada de
(Serapio-Palacios y Finlay, 2020). La translocacion directa de las proteinas efectoras al citoplasma
de la célula huésped conduce al fenotipo A/E, en la parte superior se observa una micrografia
electrénica de pedestales sefialados por flechas amarillas sobre células de mamiferos infectadas,
en el cuadro pequefio se visualizan dos bacterias EPEC en verde infectando a células HelLa en
morado, imagen de J.A. Giron tomada de (Bhatt et al., 2011).



El SSTIII es una nanojeringa molecular dispuesta en componentes que
envuelven a la membrana interna y externa de la bacteria, y finaliza en una aguja
insertada en el interior de la célula huésped a través de la cual se translocan las
proteinas efectoras, los elementos estructurales del SSTIII se agrupan en apéndices
extracelulares, cuerpo basal y componentes citoplasmaticos (Figura 3) (Slater et al.,
2018, Serapio-Palacios y Finlay, 2020).

Célula huésped E @

Proteinas efectoras

Poro translocador
EspD/B

Filamento EspA

Anillo membrana
externa
EscC

Membrana externa

Varilla periplasmica
Escl

Anillos membrana interna

Periplasma
EscJ, EscD

Membrana interna

Complejo
translocador
SepL

EscK

EscQ

s ‘ pd.
Sorting EscL ATPasa (@— Chaperona
CesT

EscN

Citoplasma

Figura 3. Representacion esquematica del SSTIII de EPEC.

El SSTIII esta organizado en tres estructuras principales: apéndices extracelulares, cuerpo basal y
componentes citoplasmaticos. Los apéndices extracelulares estan integrados por un poro
translocador (EspB/D), una aguja (EscF) y un filamento (EspA). El cuerpo basal esta formado por
tres anillos, el anillo de membrana externa (EscC) y dos anillos concéntricos insertados en la
membrana interna (EscD y EscJ), los cuales se encuentran conectados a través de la varilla
periplasmica (Escl), los anillos localizados en la membrana interna contienen al aparato de
exportacién (EscR, EscS, EscT, EscU y EscV). Los componentes citoplasmaticos estan constituidos
por el complejo ATPasa citoplasmatico (EscN, EscL y EscO), el “sorting” o plataforma de clasificacion
(EscK, EscQ y EsclL) y el complejo translocador (SepL). Imagen tomada y modificada de (Slater et
al., 2018).
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De manera adicional, fuera de la isla LEE se ubican genes que codifican para
otros efectores y que son translocados al enterocito mediante el SSTIII, éstos
comprenden 17 genes denominados nle (non-LEE encoded) los cuales se ubican
en elementos integrativos y profagos. Una segunda isla de patogenicidad codifica
para la proteina EspC, proteina que pertenece a la familia de autotransportadores
de membrana y es secretada por el sistema de secrecion tipo V y translocada al
interior de la célula huésped a través del SSTIII, en donde produce un efecto
citotoxico por su actividad de proteasa de serina (Navarro-Garcia et al., 2004;

Serapio-Palacios y Finlay, 2020).

Mecanismo de patogenicidad de EPEC

La patogénesis de EPEC se describe en un modelo de tres etapas:
adherencia inicial, transduccion de sefiales y adherencia intima (Figura 4)
(Donnenberg y Kaper, 1992). En la adherencia inicial o adherencia no intima, la
bacteria reconoce las microvellosidades del epitelio intestinal a través de la fimbria
BFP, causando el fenotipo LA, el reconocimiento mediado por BFP confiere la
autoagregacion bacteriana y el establecimiento de microcolonias sobre la superficie
de la célula intestinal (Figura 4A) (Donnenberg y Kaper, 1992; Nataro y Kaper,
1998); EPEC coexpresa un factor de adherencia accesorio, la fimbria ECP (E. coli
Common Pilus) que favorece la unién de la bacteria al epitelio intestinal y las
interacciones bacteria-bacteria (Saldafa et al., 2009).

La transduccién de sefiales inicia con la eliminacion de las microvellosidades,
la promocion de la expresion y ensamblaje del SSTIIl y, la translocacion de
proteinas efectoras (sus funciones se describen en la tabla 1) desde el citoplasma
de la bacteria hasta el citoplasma de la célula huésped (Nataro y Kaper, 1998). La
interaccion directa entre el SSTIIl y la célula intestinal se produce a través del
reconocimiento de niveles altos de colesterol presentes en la célula hospedera, este
reconocimiento favorece la translocacién de la proteina Intimina y su receptor Tir,
posterior a ello, son translocadas el resto de la proteinas efectoras EspF, EspG,
EspH, EspZ y Map (Figura 4B). Estos efectores irrumpen los procesos celulares en

el huésped causando alteraciones en la transduccién de sefiales que producen dafio
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en la funcién mitocondrial, en los transportadores de nutrientes y disrupcion de las
uniones oclusivas; lo que conduce a la pérdida de electrolitos y a la muerte celular
(Kaper et al., 2004; Wong et al.,, 2011). Ademas de los efectores LEE, EPEC
transloca proteinas efectoras Nle, estas proteinas participan en las alteraciones del
citoesqueleto y uniones estrechas de la célula huésped, asi como en la modulacion
de la respuesta inflamatoria, que contribuyen al aumento de la virulencia bacteriana
(Vossenkdmper et al., 2011; Raymon et al., 2013; Santos y Finlay, 2015).

La adherencia intima, se genera a través de la interaccion proteina Intimina-
receptor Tir, el receptor Tir previamente translocado a la célula huésped es
fosforilado por la cinasa del hospedero (c-Fyn) en un residuo de tirosina localizado
en la posicion 474 (Tyr474). Posterior a su fosforilacion, la proteina Tir se ancla
sobre la membrana apical del enterocito en donde actia como receptor de la
proteina Intimina ubicada en la membrana externa de EPEC, promueve la
reorganizacion del citoesqueleto a través de su estructura expuesta al citosol de la
célula huésped mediante la cual recluta proteinas del citoesqueleto. Tir se une
inicialmente a la proteina Nck (Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor
protein), la cual, recluta el extremo amino de la proteina N-WASP (Neural-Wiskott-
Aldrich Syndrome Protein) y éste al complejo Arp2/3 (Actin-related protein 2/3),
posterior a su reclutamiento, el complejo Arp2/3 se activa y produce el borramiento
de la microvellosidades y la nucleacién de los filamentos de actina que lleva al inicio
de la formacion del complejo pedestal caracteristico de la infeccion por EPEC
(Figura 4C). Este complejo adicionalmente enlista a otras proteinas citoesqueléticas
como a-actina, cortactina, talina y ezrina; las cuales participan en la reticulacién de
los microfilamentos de actina (Kenny, 1999; Vallance y Finlay, 2000; Kaper et al.,
2004).
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A) Adherencia inicial

B) Transduccion de senales
BFP
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Citoplasma de
EPEC

0s000sscss000000000:
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Figura 4. Etapas del mecanismo de patogénesis de EPEC.

A) Adherencia inicial, adherencia no intima de EPEC al epitelio intestinal a través de la fimbria BFP, que produce el fenotipo de LA. B)
Transduccién de sefales, comprende la translocacion de proteinas efectoras a través del SSTIII y la generacion de alteraciones en los
procesos celulares de la célula hospedadora (dafio mitocondrial, alteracién en los transportadores de nutrientes y pérdida de uniones
estrechas) que conducen a la supervivencia de EPEC. C) Adherencia intima mediada por la interaccién entre la proteina Intimina (esfera
morada)-receptor Tir, esta interaccion lleva a la formacién de estructuras en forma de pedestal debajo de las bacterias adherentes, el receptor
Tir promueve la reorganizacion del citoesqueleto de la célula a través de la unién con proteinas asociadas en el reclutamiento de actina y
otras proteinas citoesqueléticas que en conjunto contribuyen a la formacion del complejo pedestal. MI: Membrana interna, ME: Membrana
externa, MH: Membrana del huésped. Imagen basada en: (Nataro y Kaper, 1998). Imagen creada en: BioRender.com
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Proteinas efectoras y funcion.

Proteinas efectoras LEE

Proteina
LEE

Funcioén

Tir

Receptor de la proteina de membrana externa Intimina, esta proteina es
necesaria para la histopatologia A/E y la virulencia (Kenny et al., 1997; Marches
et al., 2000; Deng et al., 2003; Ritchie et al., 2003).

EspF

Contribuye a la pérdida de las uniones estrechas (Guttman et al., 2006; Peralta-
Ramirez et al., 2008), causa alteraciones en las microvellosidades y en el
funcionamiento mitocondrial promoviendo con ello la apoptosis (Nagai et al.,
2005; Dean et al., 2006; Dean et al., 2010), inhibe la fagocitosis (Tahoun et al.,
2011) y activa la remodelacién de la membrana a través del reclutamiento de N-
WASP (Alto et al., 2007).

EspG

Promueve la desestabilizacion de microtubulos de la célula epitelial al interactuar
con la tubulina, favorece la formacion de fibras de estrés de actina (Tomson et
al., 2005), causa alteraciones en la permeabilidad paracelular epitelial
(Matsuzawa et al., 2005), al unirse a sus blancos (factor de ribosilacion ADP
GTPasa, quinasas activadas por p21 y GM130) interrumpe la funcién del aparato
de Golgi (Selyunin y Alto, 2011; Clements et al., 2011).

EspH

Participa en la formacién de pedestales a través de la modulacién de la actina y
el reclutamiento de N-WASP y Arp2/3 (Tu et al., 2003; Wong et al., 2012).

EspZ

Provee de proteccién contra la muerte celular a la célula huésped mediante el
mantenimiento del potencial de membrana, la retencién del citocromo C dentro
de la misma y la inhibicion de la accion de las caspasas 3,7 y 9 (Roxas et al.,
2012).

Map

Afecta la integridad de las uniones estrechas (Ma et al., 2006), induce filopodios
(Kenny et al., 2002), este efector adicionalmente causa alteracion de la funcion
mitocondrial (Kenny y Jepson, 2000; Dean y Kenny, 2004).

Proteinas efectoras Nle

Proteina
Nle

Funcién

NleA
(Espl)

Inhibe el transporte vesicular al unirse a Sec24 (Kim et al., 2007; Thanabalasuriar
etal., 2012).

NleB

Reprime la sefializacion proinflamatoria mediante el bloqueo de la translocacion
nuclear de la subunidad NF-kB p65 (Newton et al., 2010).

NleC

Metaloproteasa de Zinc responsable de la represion de la secrecion de IL a través
de la escision de NF-kB y de la acetiltransferasa p300 (Yen et al., 2010; Baruch
et al., 2011; Pearson et al., 2011; Sham et al., 2011).

NleE

Inhibe la activacion de NF-kB mediante el bloqueo de la degradacion de IkB
(Nadler et al., 2010; Vossenkamper et al., 2010).

NleH

Inhibe la respuesta inmune innata a través de su unién con la proteina ribosémica
humana S3 (cofactor del complejo transcripcional NF-kB) (Gao et al., 2009; Pham
etal., 2012), también reprime la apoptosis mediante su interaccion con el inhibidor
de Bax-1 (Hemrajani et al., 2010).

EspJ

Proteina con actividad anti-opsonofagocitica (Dahan et al., 2005; Marches et al.,
2008).

Cif

Factor inhibidor del ciclo celular (no permite la transicion de la fase G: a la fase
M) (Taieb et al., 2006) e inductor de la apoptosis (Samba-Louaka et al., 2009).
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Antecedentes
Antecedentes generales

La expresion de los determinantes genéticos de virulencia en respuesta a
cambios ambientales es esencial en los sistemas patdogenos de muchas bacterias.
En este sentido, una expresion no apropiada de los genes de virulencia lleva a la
bacteria a un gasto metabdlicamente alto y a la activacion de los sistemas de
defensa del huésped sobre la presencia de la bacteria previo a su colonizacién
exitosa. Por esta razdn, los genes de virulencia de muchas bacterias patdégenas se
encuentran sujetos a un mecanismo de estricta regulacion que garantiza la
expresion diferencial de estos genes en respuesta al ambiente circundante éptimo
en el que se encuentren, favoreciendo de esta manera la expresion de los genes de
virulencia y la permanencia en un nicho especifico (Clarke et al., 2003; Mellies et
al., 2007).

EPEC activa la expresion de los genes de la isla LEE en respuesta a sefiales
ambientales. La expresion de la isla LEE promueve la colonizacion de la bacteria,
previene la formacion prematura del SSTIIl y elude la respuesta inmune del huésped
(Serapio-Palacios y Finlay, 2020).

En EPEC, las proteinas H-NS (Histone-like Nucleoid-Structuring protein), IHF
(Integration Host Factor), FIS (Factor for Inversion Stimulation), BipA y QseA
(Quorum-sensing E. coli regulator A) son los principales reguladores globales de los
genes de virulencia (Abe et al., 2008).

H-NS silencia los genes de la isla LEE, la union del regulador a secuencias
promotoras reprime la expresiéon de LEE2, LEE3, LEE4 y LEE5 a 27°C como a 37°C,
sin embrago; la represion de LEEL1 (incluido ler) solo se produce a una temperatura
de 27°C (Clarke et al., 2003; Mellies et al., 2007). H-NS también reprime la expresion
de los operones per y bfp mediante la union a sus regiones reguladoras (Figura 5)
(Porter et al., 2004). IHF y Fis regulan positivamente al operén LEE1, incrementando
con ello la expresion de los genes LEE, Fis adicionalmente promueve la expresion
de LEE4 (Figura 5). BipA aumenta la transcripcion de LEE a través de la activacion
de la expresion de Ler, y QseA activa directamente la transcripcion del operon LEE1
(Figura 5) (Mellies et al., 2007; Serapio-Palacios y Finlay, 2020).
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La isla LEE y el plasmido pEAF codifican los reguladores especificos de los
genes de virulencia de EPEC, entre estos se encuentra el regulador Ler codificado
por LEE1 el cual modula de manera positiva la transcripcion de los operones LEE2,
LEE3, LEE4, LEES, espG-rorfl y grIR-grlA (Figura 5); asi como la transcripcion de
los genes etgA, cesF, map y escD (Elliott et al., 2000; Barba et al., 2005; Mellies et
al., 2007). Las condiciones ambientales a las cuales se activa Ler son 37°C y en
presencia de autoinductores de deteccion de Quorum sensing (Serapio-Palacios y
Finlay, 2020). Ler se encuentra controlado por los reguladores GrlA y GriR
codificados en LEE, el regulador positivo GrlA activa directamente la expresion de
ler al liberar la represiéon mediada por H-NS al unirse al promotor LEE1, llevando a
la expresion de Ler y a la promocién de la expresion de los genes de virulencia
(Figura 5). La regulacion mediada por GrlA se activa en medio DMEM a 37°C en
agitacion (Mellies et al., 2007; Bustamante et al., 2011). GrIR antagoniza a GrlA a
través de la interaccion proteina-proteina (Figura 5) regulando negativamente de
esta manera a los genes de la isla LEE (Creasey et al., 2003; Mellies et al., 2007).
GrIR también actiia como regulador negativo de la expresion de los operones LEE1,
LEE2, LEE3, LEE4 y LEE5 en medio LB a 37°C (Figura 5), este efecto represor es
a través de una via alterna a la interaccién con la proteina GrlA. EI mecanismo
utilizado por GrIR para la represion de los operones LEE es aun desconocido (Lara-
Ochoa et al., 2023).

Los reguladores especificos codificados por el plasmido pEAF son las
proteinas PerAy PerC. PerA regula de manera indirecta a los genes LEE través de
la proteina reguladora PerC que modula positivamente la expresién de ler, activando
con ello directamente la transcripcion de LEE1 (Figura 5) y la del resto de los
operones de la isla LEE (Gomez-Duarte y Kaper, 1995; Porter et al., 2004), las
condiciones in vitro que favorecen la regulacion mediada por PerC son medio
DMEM estatico con 5% CO:2 (Bustamante et al., 2011). El gen perA esta sujeto a
autorregulacion (Mellies et al., 2007), por lo que la proteina PerA actda como su
propio activador transcripcional y activador de los genes perB y perC y del operdn

bfp, y en efecto de la fimbria BFP (Figura 5); la expresion de perA se genera a lo
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largo de la curva de crecimiento y llega a su maximo en la fase estacionaria
temprana (Martinez-Laguna et al., 1999; Porter et al., 2004).

La expresion del operon perABC es reprimida por GadX en condiciones
acidas (pH 5.5) (Figura 5) (Shin et al., 2001).

Las condiciones ambientales in vitro que favorecen la expresion de los genes
de virulencia son medio DME a 37°C, por el contrario, las condiciones no inductoras
son el cultivo de EPEC en medio LB, presencia de sales de amonio y temperaturas
menores o mayores a 37°C (Puente et al., 1996; Martinez-Laguna et al., 1999;
Bustamante et al., 2001).
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Figura 5. Esquema de la regulacion de la expresiéon de los genes de virulencia de laisla LEE y el pldsmido pEAF.

Regulacion por reguladores globales (H-NS, IHF, FIS, BipA, QseA) y reguladores especificos (Ler, PerAy PerC). Las flechas negras muestran
regulacion positiva y las flechas rojas sefialan represion. Isla LEE imagen tomada de (Serapio-Palacios y Finlay, 2020). Visualizar el texto

para mas detalles.
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Antecedentes especificos

La proteina PerA de 31.8 kDa, también conocida como BfpT, es un activador
transcripcional de promotores ubicados en el pEAF. Pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales AraC/XylS, donde las proteinas de esta familia actian
como activadores de la expresion génica y tienen a su cargo la regulacion de tres
funciones principales, el metabolismo del carbono, la respuesta al estrés ambiental
y la regulacién de genes de virulencia (Gallegos et al., 1997). Los miembros de la
familia AraC/XylS poseen dos dominios estructurales, el dominio C-terminal y el
dominio N-terminal (Mahon et al., 2010). En el dominio C-terminal se localiza una
region de aproximadamente 100 aminoacidos con dos motivos HTH (Helix-Turn-
Helix) (Gallegos et al., 1997; Martin y Rosner, 2001), uno o ambos de estos motivos
se unen al DNA rio arriba y en ocasiones rio abajo de los promotores sobre los
cuales actuan, el domino C-terminal también posee sitios de interaccién con la
RNAP (RNA polimerasa) (Gomez-Duarte y Kaper, 1995; Munson y Scott, 2000;
Munson et al., 2001; Morin et al., 2010). Por su parte, el dominio N-terminal es
responsable de las interacciones con ligandos y de la oligomerizacién de proteinas
(Figura 6) (Ruiz et al., 2003; Parra y Collins, 2012).

Sitio de interaccion

con Ia RNAP
Dominio efector Sitio de unién al DNA
onector
» Interaccién con ligandos Secuencia homéloga ~100 aminoacidos

» Oligomerizacién

Figura 6. Esquema de la estructura general de los miembros de la familia AraC/XylS.

Las proteinas de la familia AraC/XylS tienen dos dominios estructurales, en el dominio N-terminal se
localiza el dominio efector, éste tiene a su cargo la interaccion con ligandos y la oligomerizacion de
proteinas; el segundo dominio se ubica en el extremo C-terminal y esta integrado por dos motivos
HTH a través de los cuales los reguladores se unen al DNA de los genes que modulan. En algunos
miembros de la familia adicionalmente en el C-terminal se ubica un sitio de unién a la RNAP. Imagen
basada en: (Rhee et al., 1998). Imagen creada en: BioRender.com
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La proteina PerA regula los determinantes de virulencia de EPEC a través de
la activacion positiva de los promotores de bfpA (PbfpA) y perA (PperA). PerA activa
el promotor rio arriba de bfpA (Tobe et al., 1996) y mediante la regulacién de su
propia expresion activa a su propio promotor (Martinez-Laguna et al., 1999). Las
dos vias reguladoras requieren de regiones ricas en AT rio arriba de los respectivos
promotores, las cuales integran los sitios potenciales de unién de PerA (Bustamante
et al., 1998; Martinez-Laguna et al., 1999). PerA se asocia como monomero al
activar la transcripcion de los operones per y bfp, sus motivos HTH1 y HTH2
participan en el reconocimiento de la secuencia de union al DNA de las regiones
reguladoras de los genes perA y bfpA (Tobe et al., 1996; Bustamante et al., 1998;
Martinez-Laguna et al., 1999; Mellies et al., 1999; Porter et al.,, 2004). Las
secuencias necesarias para la uniéon de PerA a las regiones reguladoras de los
operones per y bfp se localizan en las posiciones entre -75y -47 en perAy entre -
85y -46 en bfpA (Bustamante et al., 1998; Ibarra et al., 2003).

Lara-Ochoa y colaboradores, identificaron la interaccion de PerA con el
dominio C-terminal de la subunidad a de la RNAP, esta interaccion muestra a PerA
como un regulador especifico que establece contactos con la maquinaria
transcripcional. Interaccién necesaria para la expresion de perA 'y bfpA (Lara-Ochoa
et al., 2021). La interaccién de proteinas de la familia AraC/XyIS con la subunidad a
de la RNAP ha sido reportada para SoxS, MarA, Rob, RhaR, XylS y XyIS1 (Kam-
Wing et al., 1996; Holcrof y Egan, 2000; Ruiz et al., 2001; Ruiz y Ramos, 2001).

En el 2014, Santiago y colaboradores identificaron y caracterizaron una
nueva familia de reguladores negativos anti-AraC/XyIS presentes en bacterias gram
negativas, esta nueva familia fue denominada ANR (AraC family Negative
Regulator); comprende aproximadamente 50 proteinas presentes en 7 principales
especies bacterianas que incluye: E.coli, Citrobacter spp., Haemophilus spp.,
Mannheimia spp., Pantoea spp., y Aggregatibacter spp., los reguladores que
pertenecen a esta nueva familia se caracterizan por estar constituidos de 39 a 80
aminoacidos y tener una masa molecular pequefia de 4.36 a 9.54 kDa (Santiago et
al., 2014).
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En este estudio caracterizaron a Aar (AggR activated Regulator) en la cepa
prototipo EAEC 042 para proponer a la nueva familia ANR. Aar es una proteina de
63 aminoacidos y con un peso molecular de 7.23 kDa que regula negativamente la
expresion del regulador positivo AggR (miembro de la familia AraC/XylS) y de 44
genes que forman parte del regulon AggR; estos comprenden genes que codifican
para las fimbrias de adherencia agregativa (AAF/Il), para la proteina de superficie
de dispersina, para el sistema de secrecion de dispersina Aat y para el sistema de
secrecion Aai tipo VI (Morin et al., 2013; Santiago et al., 2014; Santiago et al., 2016).
AggR es un activador transcripcional de aar, el gen que codifica para Aar, por lo que
Aar funciona como regulador de retroalimentacion negativa sobre el propio gen
aggR (Figura 7), ambas proteinas participan en un circuito de regulacion necesario
para controlar la activacién asi como la represion de los genes de virulencia en la
cepa prototipo EAEC 042 dependiendo de las condiciones ambientales (Santiago et
al., 2014).

Aar se encuentra constituida por 3 a hélices necesarias para su
oligomerizacion, no posee motivos de unién al DNA, por lo cual su accion de
regulacion negativa sobre AggR la realiza a través de la interaccion proteina-
proteina. Los aminoacidos necesarios para esta interaccion se localizan en las a
hélices 2 y 3, estos aminoacidos estan conservados en todos los reguladores de la
familia ANR (Santiago et al., 2014; Santiago et al., 2016).

La proteina Aar modula la expresion de mas de 200 genes que participan en
la regulacion, el transporte, el metabolismo y la patogénesis; la modulacion de estos
genes la realiza a través de la interaccion directa con H-NS mediante la cual regula

el silenciamiento de los genes inducido por H-NS (Santiago et al., 2017).

Durante la etapa inicial de la infeccion por EAEC, H-NS se encuentra unida
al DNA (incluyendo a los genes regulados por AggR), cuando la bacteria llega a su
sitio de colonizacion se induce la expresion de aggR, posterior a esta induccion;
AggR activa la expresion de aar (Figura 7). Aar se une a H-NS conduciendo a un
incremento de los genes regulados por AggR, a medida que se incrementa la
expresion de aar, Aar se une a AggR. Esta interaccion tiene como resultado la

inhibicion de la dimerizacion y la activacion de AggR y en consecuencia la represion
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de los genes regulados por AggR (Figura 7). Lo expuesto anteriormente evidencia
la funcionalidad dual de Aar en el circuito de regulacion Aar-H-NS y Aar-AggR en la

expresion de los genes de virulencia en la cepa prototipo EAEC 042 (Santiago et

al., 2017; Mickey y Nataro, 2020).

@
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Regulén AggR (~44 genes)
AAF/II, Aat, Aai, Aar

Colonizacién
L (Cra) |
AggR
T
v 37°C
v" Moléculas inductoras ) Interaccion proteina-proteina
Inicio de la infeccién H-NS

HNS ~ HNS

Figura 7. Esquema de la regulacion de la expresion de los genes de virulencia en la cepa
prototipo EAEC 042.

Al inicio de la infecciéon H-NS esta unida al DNA, cuando la bacteria llega a su sitio de colonizacion
se induce la expresion de aggR, con esta induccion, AggR activa la expresion de los ~44 genes que
conforman al regulon AggR asi como a aar; Aar interactia con H-NS y genera el silenciamiento
inducido por éste ultimo, lo anterior conduce a un aumento de los genes regulados por AggR
(incluyendo aar), Aar interactia con AggR impidiendo su dimerizacién y su activacién, teniendo como
consecuencia la represion de los genes que estan bajo su regulacion. Las flechas negras sefalan
regulacion positiva y las flechas rojas indican represion. Consultar el texto para méas detalles.
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Los reguladores de la familia ANR identificados y caracterizados en los
patotipos de E. coli se dividen en dos subfamilias principales SF1 y SF2. En la
subfamilia SF1 se encuentran los homdlogos de Aar con una similitud de
aminoacidos del 44 al 58% y una identidad del 21.3 al 41.5%, la subfamilia SF1
comprende homaologos presentes en EHEC, EPEC, STEC, ETEC, EXPEC y EIEC.
La subfamilia SF2 incluye a los homdlogos con una similitud de aminoacidos de 72
al 100% y una identidad de 55.9 al 100%, en esta subfamilia se encuentran
principalmente ETEC, EAEC y EAEC productora de Stx (Santiago et al., 2014).

Entre los patotipos diarrogénicos de E. coli que poseen un regulador de la
familia ANR se encuentra EPEC (E2348/69) serotipo O127:H6, el gen rnr con un
tamafo de 234 pb localizado en el cromosoma codifica para la proteina Rnr (RegA
negative regulator) con una masa molecular de 8.91 kDa, 37.8% de similitud y
26.8% de identidad con la proteina Aar (Santiago et al., 2014; Jaramillo, 2019). Rnr
es una proteina soluble de 77 aminoéacidos, la prediccion de la estructura de esta
proteina reveld una estructura secundaria de tres a hélices principales y una cuarta
a hélice pequefa. rnr esta flanqueado rio arriba por el gen E2348C_2634 y rio abajo
por el gen E2348C_2636 (las ultimas 20 pb de rnr se empalman con E2348C_2636),

estos dos genes se encuentran en la misma orientacion que rnr (Jaramillo, 2019).

En nuestro laboratorio identificamos que la proteina Rnr tiene un efecto
represor a nivel transcripcional sobre los genes que son regulados por PerA, estos
incluyen genes que son codificados en el pEAF (bfpA, perC y perA) asi como genes
gue son regulados de manera indirecta en la isla LEE (espA, espB y escJ) (Jaramillo,
2019). Analisis in silico sugieren que el efecto represor de Rnr sobre la expresion
de genes regulados por PerA ocurre a través de la interaccion proteina-proteina, los
sitios putativos de esta interaccién comprenden los aminoacidos 21 al 67 en Rnr
(residuos altamente conservados en la familia ANR) y aminoacidos 116 al 172 en
PerA (Mora, 2022).

Las condiciones de crecimiento que contribuyen a la expresion del gen rnr
son medio DMEM y LB a 37°C, bajo estas condiciones rnr se expresa en bajas
cantidades desde las etapas tempranas de la curva de crecimiento bacteriano, su

expresion disminuye durante la fase exponencial y la fase estacionaria; mientras
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que en medio DMEM suplementado con 20 mM de sulfato de amonio a 37°C
(condiciones que reprimen la expresion de los genes de virulencia) se observa una
mayor expresion de rnr desde las etapas tempranas de la curva de crecimiento y
experimenta un decremento de manera gradual a lo largo de la misma (Jaramillo,
2019).

Recientemente, Rodriguez-Valverde y colaboradores mediante andlisis RNA-
seq identificaron que rnr modula la expresion de mas de 500 genes, entre ellos los
gue codifican para el metabolismo, transporte de proteinas, regulacion, actividad
ribosémica y virulencia (incluyendo adherencia bacteriana y motilidad). Rnr regula
negativamente genes que codifican para las proteinas estructurales del SSTIII
(espA, espB y espD), genes que participan en la adherencia (bfpA, eae y tir) y genes
gue codifican para las proteinas reguladoras H-NS, Ler y PerA (Rodriguez-Valverde
et al., 2023).
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Justificacion

La morbilidad y la mortalidad asociada a infecciones intestinales representan
un importante problema de salud publica en paises en vias de desarrollo. EPEC es
uno de los principales agentes de la diarrea infecciosa en nifios que residen en estos
paises, la capacidad de este patotipo diarrogénico para colonizar el intestino
delgado se le atribuye a la presencia de un conjunto de genes de virulencia sujetos
a un control estricto de diversas proteinas reguladoras que responden a diferentes
condiciones ambientales. Uno de los reguladores importantes es PerA, el cual activa
la transcripcion de genes de virulencia localizados en el pEAF y también de manera
indirecta genes en la isla LEE. Dada la importancia de PerA en el mecanismo de
patogenicidad de EPEC su expresién es controlada por diversos reguladores, uno
de ellos es Rnr miembro de la familia ANR que reprime la transcripcion de PerA por

un mecanismo todavia desconocido.

De acuerdo con la secuencia del genoma de EPEC (E2348/69) serotipo
0127:H6, el gen rnr esta flanqueado rio arriba por el gen E2348C_2634 y rio abajo
por el gen E2348C 2636, estos genes se encuentran en la misma orientacion que
rnr por lo que es probable que se encuentren formando un operén. En este sentido,
el estudio de la organizacion genética de rnr permitird generar informacion sobre la

expresion de este importante represor de la virulencia de EPEC.
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Hipotesis
Los genes E2348C_2634, rnr y E2348C_2636 se transcriben como un
operon.
Objetivos
Objetivo general

Estudiar la organizacion transcripcional del gen rnr en EPEC WT.

Objetivos especificos
e Analizar la organizacion transcripcional del gen rnr en el genoma de
EPEC a través de herramientas bioinforméticas.
e Evaluar la expresion de rnr bajo condiciones de crecimiento de
induccion y represion de genes de virulencia.
e Evaluar la expresion de los genes E2348C_2634, rnry E2348C_2636
como unidades transcripcionales independientes y como operon en

condiciones de induccién y represion de genes de virulencia.
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Materiales y métodos

Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento

La cepa bacteriana y los oligonucledtidos utilizados en este estudio se
describen en la tabla 2. La cepa se cultivé de forma rutinaria en medio LB (Luria-
Bertani) que contiene peptona de caseina (1%), extracto de levadura (0.5%) y
cloruro de sodio (1%), o en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
gue incluye glucosa (0.45%) y L-glutamina (584 mg/L), sin piruvato de sodio (Gibco-
BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA), suplementado con 1% de LB. A los
medios se le adiciond estreptomicina (Sm) (100mg/ml). Para la induccion de la
expresion de los genes de virulencia las bacterias se cultivaron en medio DMEM a
37°C/190 rpm, mientras que el medio LB y DMEM suplementado con 20 mM de

sulfato de amonio se ocuparon como condiciones no inductoras o represoras.

Tabla 2

Cepa y oligonucleotidos usados en este estudio.

Cepa bacteriana

Cepa bacteriana Descripcion Referencia

E2348/69 EPEC Wild-type 0127:H6, SmR J.B. Kaper

Oligonucleotidos

Oligonucleétido Secuencia (5- 3") Descripcion Referencia

perA-RTF CACTCATTGGGACATGG Amplifica la
region interna de
perA para RT-

perA-RTR TTCATTGAGGTTCGCAG PCR punto final LaraI-Ozcggf et
al.,

gyrB-RTF ACCATTCACGCCGATAACTC | Amplifica la
region interna de
gyrB para RT-
gyrB-RTR GGGCGTTTACTACCGAAACA | PCR punto final

Disefio de oligonucleétidos

Se realizé la busqueda del gen rnr en el genoma completo de EPEC
E2348/69 serotipo O127:H6 en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (2,721,409-2,721,642, GenBank: FM180568.1),
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posteriormente, se procedid a localizar los genes que flanquean a rnr,
E2348C_2634 (2,720,763-2,721,407, GenBank: FM180568.1) y E2348C_2636
(2,721,623-2,721,814, GenBank: FM180568.1); las secuencias de los genes se
descargaron en formato FASTA y fueron analizadas en el programa SnapGene
version 7.0.

Los oligonucleotidos se disefiaron en el programa SnapGene version 7.0y la
temperatura de estos se calcul6 manualmente efectuando la siguiente operacion:
2(A+T) + 4(C+G). Una vez disefiados los oligonucleétidos, fueron sometidos a
Blastn en la base de datos del NCBI para descartar la complementariedad con otra
secuencia que no fuera la del gen de interés en el genoma de EPEC. Después de
la evaluacion de los oligonucleoétidos, estos se mandaron a sintetizar a la compaifia
T4 OLIGO. En la tabla 3 se indican las secuencias de los oligonucle6tidos disefiados
en este estudio. Todos los oligonucleétidos se diluyeron a una concentracién de 10
HM.

Tabla 3
Oligonucledtidos disefiados en este estudio.
Oligonucleétido Secuencia (5- 3) Descripcion Referencia
E2348C_2634-F | ACGACTGAAAATAAAGTTAAGC | Amplifica la region
estructural de
E2348C_2634-R | AACCCCTGCAATATCAAGC E2348C 2634 para
RT-PCR punto final
rnr-F CATCAGGATATCAAAGAGTAC | Amplifica la regién
estructural de rnr En este
rnr-R AAGCGTTTCGCGTTCATGA para RT-PCR punto estudio
final
E2348C_2636-F | AACGCGAAACGCTTTAATCA Amplifica la regién
estructural de
E2348C_2636-R | TGCGGTGCTTTCAGTGTTT E2348C_2636 para
RT-PCR punto final
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Extraccion de DNA gendémico

La cepa bacteriana se cultivo en 5 ml de medio LB con estreptomicina
durante la noche a 37°C/160 rpm, al dia siguiente; se concentraron las células a 12,
000 rpm/ 2 min a temperatura ambiente (TA), el pellet se resuspendi6 en 570 pl de
buffer SET (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, sacarosa 20%) y 30 ul de SDS
(Dodecilsulfato Sodico) al 20%, y se incub6 a 80°C por 5 min; posteriormente, se
dejo enfriar a TA, y se le adiciond 200 ul NaCl 5M, el contenido se vortexe6 durante
20 segundos, después, se incubd 5 min en hielo y se centrifug6 a 13,000 rpm/ 5 min
a TA, el sobrenadante obtenido se transfirié a un tubo nuevo y se le agreg6 800 pl
de isopropanol y se mezclé por 1 min, luego, se centrifugd a 12,000 rpm/18 min a
TA, el sobrenadante resultante fue desechado y el pellet fue lavado tres veces con
1 ml de etanol al 70%, el DNA obtenido se resuspendié en 140 ul de H20 grado
Biologia Molecular y se guardé a -20°C hasta su uso.

PCR punto final

Las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) se realizaron con la
enzima Dream Taq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), la cual
se usO a una concentracion final de 1X, los oligonucle6tidos se emplearon a una
concentracion de 0.3 uM, y se ocup6 ~1 pug de DNA gendmico. Cada una de las
reacciones fue preparada a un volumen final de 20 pl y efectuadas en el
termociclador Prime (Techne) con los componentes indicados en la tabla 4 y bajo
las condiciones sefialadas en la tabla 5.



Tabla 4
Componentes de la PCR punto final.

Reactivo

Cantidad

H2O libre de nucleasas

6.8 pl

Oligo F [10 uM]

[0.3 uM] en el volumen final

Oligo R [10 pM]

[0.3 uM] en el volumen final

Dream Taq Green PCR 2X

1X en el volumen final

DNA gen6émico 2 pl
Volumen final 20 pl
Tabla 5
Condiciones de PCR punto final.
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineamiento 56°C 1 minuto 35
Extension 72°C 1 minuto
Extensién final 72°C 10 minutos 1

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR se cargaron en geles de agarosa al 1.5% en buffer

TAE 1X (40mM Tris, 19 mM Acido Acético Glacial,

en un rango de 70-100 volts por 2 horas. Posterior a la electroforesis, el gel se tifid

con bromuro de etidio, los productos obtenidos se observaron en un

1 mM EDTA) y fueron separados

fotodocumentador de luz ultravioleta (ChemicDoc XRS, Bio-rad).
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Extraccion de RNA

Se tom6 1 ml de un cultivo de toda la noche para inocular 50 ml de DMEM,
50 ml de LB y 50 ml de DMEM/NH4*y se incubaron en agitacion a 190 rpm a 37°C
hasta una DOso0 0.8. De los cultivos se tomaron alicuotas de 20 ml, se centrifugaron
a 6,000 rpm/15 min a 4°C, se desechod el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en 500 pl de TRIzol Reagent (Invitrogen), se incubd por 5 min a TA. Después, se
adicion6 100 pl de cloroformo y se incub6 5 min a TA mezclando constantemente,
las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm/15 min a TA, la fase acuosa obtenida
(sobrenadante) se transfirid a un tubo nuevo, al cual se le agregé 250 pl de
isopropanol, se mezcld y se incubd durante 5 min a TA, en seguida, se centrifugaron
las muestras nuevamente a 12,000 rpm/15 min a TA, el pellet obtenido se lavé dos
veces con 1 ml de etanol al 80%, se decantdé y se dej6 secar por 15 min,
posteriormente; se resuspendié en 80 pl de H20 libre de nucleasas y se incubo a
60°C por 30 min (vortexeando cada 10 min), la concentracion y la calidad del RNA
se determinaron midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en el nanofotometro Pearl
(IMPLEN). EI DNA gendmico residual se elimind6 mediante el tratamiento con
DNAsa, se trataron 10 pg de RNA usando el kit RapidOut DNA Removal (Thermo
Fisher Scientific), con los reactivos y las condiciones mostradas en las tablas 6 y 7.

Los experimentos se realizaron por duplicado.

Tabla 6
Reactivos para la eliminacién de DNA residual utilizando el kit RapidOut DNA
Removal.
Reactivo Cantidad
RNA Para 10 ug
DNAsa | 3l
Buffer (DNAsa + MgCl;) 10X 1X en el volumen final
H20 libre de nucleasas chp*

Volumen final 20 pl

*Cuanto basta para



Tabla 7
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Condiciones de reaccion para remover el DNA gendmico.

Temperatura Tiempo
37°C 2 horas
70°C 15 minutos

RT-PCR punto final

Posterior a la eliminacion del DNA, la integridad de cada muestra de RNA se
evalu6 mediante RT-PCR punto final y electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Nuevamente se procedié a evaluar la concentracion e integridad del RNA para
realizar la sintesis de DNAc a partir de 1 pg de RNA utilizando el kit RevertAid First

Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific), las reacciones se realizaron con

los reactivos y las condiciones visualizadas en las tablas 8 y 9.

Tabla 8

RT-PCR usando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis.

Reactivo Cantidad

RNA Para 1ug
Random Hexamer Primer 1l
Agua libre de nucleasas cbp

Buffer de reacciéon 5X

1X en el volumen final

Inhibidor de RNAsa 1
Mezcla dNTP’s 10mM 2l
Retrotranscriptasa 1l

Volumen final 20 pl
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Tabla 9

Condiciones de RT-PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos
25°C 5 minutos
42°C 60 minutos 1
70°C 10 minutos

La sintesis de DNAc se uso para realizar RT-PCR punto final con el objetivo
de evaluar la expresion de los genes perA y rnr, usando al gen gyrB como
normalizador; el DNAc también se ocupd para evaluar la expresion de los genes
E2348C 2634, rnr y E2348C 2636 como unidades transcripcionales
independientes y como operén. Las reacciones de RT-PCR punto final se

elaboraron como se muestra en la tabla 10, utilizando las condiciones de la tabla 5.

Tabla 10

Componentes de la RT-PCR punto final.

Reactivo Cantidad
H20 6.8 ul
Oligo F [10 uM] [0.3 uM] en el volumen final
Oligo R [10 uM] [0.3 uM] en el volumen final
Dream Taq Green PCR 2X 1X en el volumen final
DNAC 2 ul

Volumen total 20 pl
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Analisis bioinformaticos

Para la busqueda de promotores y sitios putativos de unién de factores de
transcripcion se uso el programa BPROM

(www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb)

La cuantificacion de la densidad (pixeles) de las bandas de la RT-PCR punto

final se realiz6 con ImageJ.

De manera adicional, se analizé la organizacion genética de homdélogos de
rnr de la subfamilia SF1 para E. coli DEC8D (GenBank: AIGI01000037.1) y
Citrobacter rodentium (C. rodentium) ICC168 (GenBank: NC_013716.1).

Se efectud el alineamiento global por pares (Pairwise alignment global) de
las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes que flanquean a rnr en
EPEC y C. rodentium ICC168 utilizando la herramienta EMBOSS-Needle

(https://lwww.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_needle)

Analisis estadistico

La normalizacion de la densidad se realiz6 en Excel y las gréficas con su
respectiva desviacion estandar se hicieron en GraphPad Prism version 10.0.1
(GraphPad Software, Inc., CA, USA).


http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
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Resultados
Analisis in silico de laregion promotora de rnr

Para el analisis bioinformatico se utilizé una secuencia que comprende desde
150 pb rio arriba con respecto al codon de inicio del gen E2348C_2634 hasta la
region estructural del gen E2348C_2636 del genoma de EPEC (E2348/69) serotipo
0127:H6 (GenBank:FM180568.1), y a partir de ésta se realizo la basqueda de
posibles promotores utilizando el programa BPROM, esta herramienta
bioinformatica permite la prediccion in silico de sitios potenciales de inicio de la
transcripcion regulados por el factor 079, asi como de las cajas -10 y -35 en la region
del promotor, con un 80% de precision y de especificidad (Solovyev y Salamov,
2011). A través de este andlisis se identificaron 3 posibles promotores (Figura 8),
en orden de mayor prediccion son los siguientes: el primero con la caja -10 en la
posicion -7 “score 58” y la caja -35 “score 5” en la posicion -28 con respecto al ATG
del gen rnr, el segundo promotor se localiza con la caja -10 en la posicion -13 “score
48"y la caja -35 “score 13” en la posicion -33 respecto al ATG del gen E2348C_2634
y el altimo promotor se ubica con la caja -10 en la posicién -352 “score 35” y la caja
-35 “score 47” en la posicidén -369 respecto al ATG del gen rnr. Estos resultados
proponen las siguientes posibilidades: 1. Los genes E2348C 2634, rnr y
E2348C_2636 se encuentran formando un operén, por el promotor situado dentro
de 150 pb rio arriba de E2348C_2634, 2. El gen E2348C_2634 se transcribe como
unidad transcripcional independiente y, 3. Los genes rnr y E2348C 2636 se
transcriben como un operén de acuerdo con la prediccion de dos promotores rio

arriba de rnr cada uno de estos con alta puntuacion en su score.

Adicionalmente, rio arriba de E2348C_2634 se ubicaron sitios putativos para
la unién de factores de transcripcion (Tabla 11), estos fueron investigados en la
base de datos del NCBI con el objetivo de confirmar si se localizan en el genoma de
EPEC, los factores de transcripcion identificados comprenden: Crp (proteina
reguladora de AMPc), GIpR (represor de glicerol 3 fosfato), PhoB (regulador

transcripcional en respuesta a fosfato) y H-NS; todos estos reconocidos en EPEC.
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Figura 8. Esquema de la prediccion de promotores de E2348C_2634, rnr y E2348C_2636.

La flecha azul representa al gen E2348C_2634, la flecha roja a rnr y la flecha verde a E2348C_2636. Rio arriba de cada gen se ilustran con
recuadros blancos las posibles cajas -10 y -35 con sus respectivas secuencias correspondientes identificados por el programa BPROM. En
la parte inferior de cada recuadro la posicion respecto al ATG de los genes E2348C_2634 y rnr, en la parte superior el “score” de cada una
de las predicciones. Las flechas negras indican el sitio de inicio y la orientacion de la transcripcion de cada gen. Esquema realizado con los
resultados in silico obtenidos del programa BPROM.

Tabla 11

Sitios putativos de union de factores de transcripcion localizados rio arriba de E2348C_2634.
Factor de transcripcion Secuencia Posicidn Score
Crp ACACACAT -40 12
GIpR CACACATT -39 6
PhoB TAATCTGT -32 7
H-NS TAATTTAA -10 9
PhoB TTTAATTA -7 11
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Organizacion genética de homaologos de rnr de la subfamilia SF1

En este estudio se analizé la organizacion genética in silico de dos
homélogos de rnr de la subfamilia SF1: ECDEC8D_3471 de E. coli DEC8D patotipo
EHEC y rnr de C. rodentium ICC168. Los resultados de las tres secuencias de DNA
analizadas (E. coli O127:H6 GenBank:FM180568.1, E. coli DEC8D GenBank:
AIGI01000037.1 y C. rodentium ICC168 GenBank: NC_013716.1) muestran cinco
caracteristicas conservadas entre EPEC O127:H6 y C. rodentium ICC168: dos
proteinas de union al DNA, una transposasa Mu, una ATPasa de la familia AAA
(ATPases Associated with diverse cellular Activities) localizados rio arriba de rnr;
una proteina de la familia DUF2786 y una proteina de la familia DUF4752, éstas
altimas ubicadas rio abajo de rnr (Figura 9, A y C). Adicionalmente, los resultados
indican que rnr de C. rodentium ICC168 esta flanqueado rio arriba por el gen
ROD_RS01485 (645 pb) y rio abajo por el gen ROD_RS25780 (192 pb, las ultimas
20 pb de rnr se empalman con ROD_RS25780), estos genes se encuentran en la
misma orientacion que rnr, similar a la organizacion y orientacién observada con su
homélogo de EPEC con los genes E2348C_2634 y E2348C_2636 (Figura 9, Ay C).

A diferencia de E. coli 0127:H6 y C. rodentium ICC168 en E. coli DEC8D se
encontré una proteina de unién al DNA rio arriba de ECDEC8D_3471, la Unica
caracteristica que comparten E. coli DEC8D y E. coli 0127:H6 es la presencia de
una proteina fagica situada rio arriba de ECDEC8D_3471 vy rnr, respectivamente
(Figura 9, Ay B).

Santiago y colaboradores proponen que los miembros de la familia ANR se
encuentran codificados cerca y en direccion opuesta a la transcripcién de la proteina
de la familia AraC/XylIS a la que regula (Santiago et al., 2014). No obstante, PerA
principal proteina AraC/XyIS reguladora de los genes de virulencia en EPEC se sitia
en el pEAF. Al analizar la organizacion genética de rnr en E. coli O127:H6 se
encontré que el miembro AraC/XylS mas proximo a la ubicacion de este miembro
ANR es el gen eutR que codifica para la proteina EutR, el cual se ubica a 7,129 pb
rio arriba y en direccion opuesta de la transcripcion de rnr. En C. rodentium ICC168
el gen ROD_RS20370 (4,361,653-4,362,483, GenBank:NC_013716.1) que codifica

para RegA (proteina AraC/XylS) la cual esta regulada negativamente por Rnr
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(Santiago et al., 2014) se localiza rio arriba y en direccion opuesta a la transcripcion

de rnr.

En el analisis de la organizacion genética de los homodlogos de rnr de la
subfamilia SF1 se identifico en E. coli 0127:H6 una gran insercion en el operén eut
(ethanolamine utilization) por parte del profago E2348C_PP_9 (2,715,960-
2,751,592; GenBank: FM180568.1) que contiene a rnr, esta insercion se localiza
entre los genes eutB y eutC (Figura 9A), mientras que los homélogos de rnr en E.

coli DEC8D y C. rodentium ICC168 poseen un operon eut intacto (Figura 9, By C).
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tica de homdlogos de rnr de la subfamilia SF1.
Secuencias de DNA para (A) E. coli O127:H6 (2,713,227-2,724,789, 2,752,155-2,765,412; GenBank: FM180568.1), (B) E. coli cepa DEC8D

On gené

7

Figura 9.0rganizaci

rodentium ICC168 (315,959-325,686, 2,516,042-2,530,749,

(79,304-94,089, 241,241-254,813; Gen Bank: AIGI01000037.1), (C) C.

4,361,653-4,362,483; GenBank: NC_013716.1).
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Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los genes
E2348C_2634, rnry E2348C_2636

Para determinar la organizacion genética de rnr se realizé la estandarizacion
de las condiciones de reaccion para la amplificacion por PCR de los genes
E2348C 2634, rnr y E2348C_2636, asi como para E2348C_2634-rnr, rnr-
E2348C_2636 y E2348C_2634-E2348C_2636. Para esto, a partir de las muestras
del DNA gendmico extraido de la cepa EPEC (E2348/69) serotipo O127:H6 se
efectud la técnica de PCR punto final con los oligonucledtidos de la tabla 3 y las
condiciones de reaccion en el termociclador de la tabla 5. Los productos obtenidos
se cargaron en un gel de agarosa al 1.5%, el gel se tifié con bromuro de etidio y se
observé en un fotodocumentador de luz ultravioleta. En la figura 10 se muestran los
productos amplificados de los genes E2348C 2634 (639 pb), rnr (228 pb),
E2348C_2636 (186 pb), E2348C_2634-rnr (874 pb), rnr-E2348C_2636 (400 pb) y
E2348C_2634-E2348C_2636 (1,046 pb); asi como los controles no templados
(NTC).
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Figura 10. Estandarizacién de las condiciones de amplificacion de los genes E2348C_2634,
rnr, E2348C_2636, E2348C_2634-rnr, rnr-E2348C_2636 y E2348C_2634-E2348C_2636.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 marcador de peso
molecular (MPM) (1 kb Plus, Thermo Scientific), carril 2-7 NTC (controles negativos de la reaccién),
carril 8-13 productos de PCR de E2348C_2634 (639 pb, carril 8), rnr (228 pb, carril 9), E2348C_2636
(186 pb, carril 10), E2348C_2634-rnr (874 pb, carril 11), rnr-E2348C_2636 (400 pb, carril 12) y
E2348C_2634-2636 (1,046 pb, carril 13). Los tamafios de los fragmentos del MPM se indican a la
izquierda.
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Expresion de rnr bajo diferentes condiciones de crecimiento

Para confirmar las condiciones a usar para la induccioén de la expresion de
rnr, EPEC WT se cultivé en medio DMEM (condicién que induce la expresion de los
genes de virulencia), asi como en medio LB y DMEM/NH4* (condiciones que
reprimen la expresion de los genes de virulencia) (Martinez-Laguna et al.,1999;
Bustamante et al.,2001). Las muestras se recolectaron a una DOesoo 0.8 y fueron
procesadas para la extraccion de RNA y la sintesis de DNAc para evaluar la
expresion de rnr y perA mediante RT-PCR punto final (los oligonucleétidos de este
andlisis se describen en la tabla 2 y 3). Las reacciones se realizaron por duplicado
con dos preparaciones independientes de DNAc; los niveles de expresion para rnr
y perA se normalizaron con gyrB. Los productos se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio (Figura 11A) y se analizaron
en el programa ImageJ, los resultados de la expresion se graficaron en GraphPad
Prism (Figura 11B).

Los resultados muestran que la expresion de rnr en medio DMEM es baja
comparada a la expresion de perA que se observa en mayor cantidad, dato
reportado previamente (Martinez-Laguna et al.,1999; Jaramillo, 2019), en esta
condicion de crecimiento la expresion de rnr fue 25.40% menos con respecto a la
observada para perA (FigurallB, DMEM). Cuando EPEC es cultivada en
DMEM/NH4*, rnr presenta una expresion alta, contrario a lo que sucede con la
expresion de perA la cual exhibié una reduccion del 65.66% respecto a la expresion
de rnr (Figura 11B, DMEM/NH4"), estos datos coinciden con lo reportado (Jaramillo,
2019). La expresion de rnr en medio LB fue mayor que la expresion de perA, bajo
esta condicién perA tiene una disminucion del 44.39% respecto a la expresion
identificada para rnr (Figura 11B, LB), resultados que coinciden a lo reportado por
Puente et al.,1996; Jaramillo, 2019. La expresién de gyrB no fue afectada bajo

ninguna condicién de crecimiento.
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Figura 11. Expresion de rnr bajo diferentes condiciones de crecimiento en EPEC WT.

La cepa EPEC WT se cultivd en medio DMEM, DMEM/NH4*y LB a 37°C en agitacion, se obtuvieron alicuotas de 20 ml de cada condicion
de crecimiento a DOeoo 0.8 y se procesaron para la extraccion de RNA utilizado como plantilla para la sintesis de DNAc. A) Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio de las RT-PCR punto final de la expresion de gyrB, perAy rnr. Carril 1: NTC, carriles 2-
7: productos de RT-PCR punto final y carril 8: DNA gendmico de cada gen analizado. B) Graficas de la densitometria del andlisis de las
bandas de cada electroforesis, usando ImageJ. En el eje de las Y se ubica la densidad y en el eje de las X los genes evaluados. Los ensayos
se realizaron por duplicado, las graficas se elaboraron en GraphPad con sus respectivas desviaciones estandar.
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Evaluacion de la organizacién transcripcional de los genes E2348C_2634, rnr
y E2348C_2636

Una vez analizada la expresion de rnr bajo diferentes condiciones de
crecimiento se procedio a efectuar experimentos de RT-PCR punto final para
determinar si los genes E2348C_2634, rnry E2348C_2636 se encuentran formando
unidades transcripcionales independientes u operén, para esto, la cepa EPEC WT
fue cultivada en DMEM/37°C y DMEM/NHA4*/37°C hasta alcanzar una DOeoo 0.8.
Posteriormente, las muestras se recolectaron para la extraccion de RNA 'y la sintesis
de DNACc, las reacciones se realizaron por duplicado. Los productos de RT-PCR

punto final se etiquetaron como a-f (Figura 12A y 13A).

Los productos amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% tefido con bromuro de etidio (los oligonucleo6tidos empleados para este
andlisis se describen en la tabla 3) (Figura 12B y 13B). De acuerdo con los
resultados de RT-PCR punto final cuando EPEC WT es cultivada en medio DMEM
se observan productos de la expresion de los genes como unidades
transcripcionales independientes (Figura 12B: a-c) y una banda de 400 pb que
corresponde al producto de rnr-E2348C_2636 (Figura 12B: e), mientras que en el
cultivo de EPEC en medio DMEM/NH4* se visualizan los productos como unidades
transcripcionales independientes (Figura 13B: a-c), el producto de rnr-
E2348C_2636 (Figura 13B: €) y un producto de 874 pb que corresponde al tamafio
de E2348C_2634-rnr (Figura 13B: d). Estos resultados indican que los genes
E2348C_2634-rnry rnr-E2348C_2636 se transcriben como operones bicistronicos.
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Figura 12. Expresion transcripcional de los genes E2348C_2634, rnr y E2348C_2636 en DMEM.

A) Organizacién de los genes E2348C_2634 (flecha azul), rnr (flecha roja) y E2348C_2636 (flecha verde), los productos de amplificacion de
los genes se etiquetaron como a-f. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio de productos de RT-PCR punto
final de la expresién de E2348C_2634 (639 pb, a), rnr (228 pb, b) y E2348C_2636 (186 pb, ¢) como unidades transcripcionales independientes
y como operon E2348C_2634-rnr (874pb, d), rnr-E2348C_ 2636 (400 pb, €) y E2348C_2634-E2348C_2636 (1,046 pb, f). NTC y DNA

gendmico sirvieron como controles negativos y positivos, respectivamente. Los tamafos de los fragmentos del MPM (1 kb Plus, Thermo
Scientific) se indican a la izquierda.
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Figura 13. Expresidn transcripcional de los genes E2348C_2634, rnr y E2348C_2636 en DMEM/NH4".

A) Organizacion de los genes E2348C_2634 (flecha azul), rnr (flecha roja) y E2348C_2636 (flecha verde), los productos de amplificacion de
los genes se etiquetaron como a-f. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio de productos de RT-PCR punto
final de la expresion de E2348C_2634 (639 pb, a), rnr (228 pb, b) y E2348C_2636 (186 pb, c) como unidades transcripcionales independientes
y como operon E2348C_2634-rnr (874pb, d), rnr-E2348C_ 2636 (400 pb, €) y E2348C_2634-E2348C_2636 (1,046 pb, f). NTC y DNA
gendmico sirvieron como controles negativos y positivos, respectivamente. Los tamafos de los fragmentos del MPM (1 kb Plus, Thermo

Scientific) se indican a la izquierda.
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Discusion

La expresion de los genes de virulencia en los sistemas patdgenos de
muchas bacterias se encuentra bajo un mecanismo de estricta regulacion que
asegura la expresion diferencial de estos en respuesta al ambiente circundante
optimo en el que se encuentren coordinando con ello su activacion en un nicho
ecologico especifico (Mellies et al., 2007). En EPEC la accion cooperativa de
reguladores globales como H-NS, IHF, FIS, BipA y QseA y de reguladores
especificos como Ler, PerA 'y PerC expone una cascada reguladora compleja en la
activacion transcripcional de los genes de virulencia codificados en el pladsmido
PEAF vy la isla LEE (Martinez-Laguna et al., 1999; Mellies, et al., 2007).

Los miembros de la familia AraC/XylS son proteinas que regulan tres
funciones principales, el metabolismo del carbono, la respuesta al estrés ambiental
y la virulencia en patégenos gram negativos como en patégenos gram positivos
(Gallegos et al., 1997). En nuestro modelo de estudio, PerA es la principal proteina
de la familia AraC/XylS que armoniza los eventos moleculares que median la
expresion de los genes de virulencia en EPEC, asi como su autoactivacion,
asegurando con ello una activacién rapida y eficaz de los genes que se encuentran
bajo su regulacion (Martinez-Laguna et al., 1999; Porter et al., 2004). La regulacién
de PerA tiene una importante actuacion en el mecanismo de patogenicidad en
EPEC, su expresion esta controlada por diversos reguladores, entre los que se
encuentra Rnr miembro de la familia ANR que reprime la expresion de PerA por un

mecanismo aun no identificado.

Rnr es una proteina soluble de 77 aminoacidos con masa molecular de 8.91
kDa, se encuentra codificada por el gen rnr ubicado en el cromosoma de EPEC con
un tamano de 234 pb, de acuerdo con la secuencia del DNA de EPEC (E2348/69)
serotipo O127:H6 este gen esta flanqueado rio arriba por el gen E2348C_2634 y rio
abajo por el gen E2348C_2636 (Jaramillo, 2019), estos genes se localizan en la
misma orientacion que rnr por lo que es probable que se encuentren formado un
operon. Con base a la organizacion y orientacion de los genes E2348C_2634, rnry
E2348C_2636 se procedid a realizar la busqueda in silico de los posibles

promotores rio arriba de estos tres genes utilizando el programa BPROM. Los
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resultados esquematizados en la figura 8 muestran la identificacion de tres
promotores rio arriba de las secuencias de los genes analizados, la presencia de
uno de estos promotores indica la posibilidad de que los genes E2348C_2634, rnr
y E2348C_2636 se encuentren integrando un operdn (promotor ubicado con la caja
-10 “score 48” en la posicion -13 y la caja -35 “score 13” en la posicion -33 respecto
al ATG de E2348C_2634), este mismo promotor predicho propone que el gen
E2348C_2634 se transcribe como unidad transcripcional independiente. La
identificacion de dos promotores rio arriba del gen rnr plantea la opcion de que rnr-
E2348C_2636 formen un operdn, si bien se encontraron dos promotores rio arriba
del gen rnr uno de estos se sitia muy distante de su ATG (promotor con la caja -10
“score 35” en la posicion -352 y la caja -35 “score 47” en la posicién -369 respecto
al ATG de rnr), de acuerdo con la informacion proporcionada por el programa
bioinforméatico BPROM los promotores se localizan 150 pb rio arriba de la secuencia
del ORF analizado, lo anterior expone la posibilidad de que estos genes no estén

formando unidades transcripcionales independientes.

En la secuencia rio arriba de E2348C_2634 se reconocieron sitios putativos
de unién de factores de transcripcion (Tabla 11), todos estos presentes en el

genoma de EPEC.

Para identificar la organizacion genética conservada de los homélogos de rnr
de la subfamilia SF1 seleccionamos y examinamos a ECDEC8D_3471 de E. coli
DECS8D y rnr de C. rodentium ICC168 y las comparamos con la organizacion
genética de E. coli O127:H6, los resultados obtenidos exhiben cinco caracteristicas
conservadas entre E. coli 0127:H6 y C. rodentium ICC168, estas caracteristicas
comprenden: dos proteinas de unién al DNA, una transposasa Mu, una ATPasa de
la familia AAA, una proteina de la familia DUF2786 y una proteina de la familia
DUF4752 (Figura 9, A y C). La disposicion proxima de la transposasa Mu a rnr
sugiere que este gen pudo haber sido adquirido por transferencia horizontal
(Donnenberg, 2013). Por otra parte, la ATPasa de la familia AAA esté integrada por
proteinas que intervienen en importantes procesos celulares como la regulacion del
ciclo celular, la protedlisis y el desdoblamiento-plegamiento de proteinas, la

biogénesis de organelos y el transporte celular; esta familia de ATPasas también
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actia como helicasa de DNA y como factores transcripcionales (Neuwald et
al.,1999; Ogura y Wilkinson, 2001; Olivares et al., 2016). Por otro lado, la proteina
de la familia DUF2786 y la proteina de la familia DUF4752 son dos proteinas con

funcion desconocida.

Sumado a las caracteristicas conservadas entre E. coli O127:H6 y C.
rodentium ICC168 a través del analisis de las secuencias de DNA de estas bacterias
se identificé que al igual que rnr de EPEC, rnr de C. rodentium ICC168 se encuentra
flanqueado por dos genes que tienen su misma orientacion con los cuales
presumiblemente este formando un operén. En C. rodentium ICC168 rnr esta
flanqueado rio arriba por ROD_RS01485 que codifica un producto de 214
aminoacidos que pertenece a la familia DUF3164 familia de proteinas con funcién
desconocida y rio abajo por ROD_RS25780 que codifica una proteina de 63
aminoacidos no caracterizada. Los resultados del alineamiento global por pares de
las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes que flanquean a rnr en
EPEC y C. rodentium ICC168 mostraron que los genes E2348C 2634 vy
ROD_RS01485 comparten un 97.5% de similitud (Figura 18, anexos). El
alineamiento de las secuencias nucleotidicas de E2348C 2636 y ROD_RS25780
presenté un 86.2% de similitud (Figura 19, anexos). Por otra parte, el alineamiento
de las secuencias de las proteinas CAS10182.1 (codificada por E2348C_2634) y
WP_000206136.1 (codificada por ROD_RS01485) encontré un 98.6% de identidad
y un 99.1% de similitud entre estas (Figura 20, anexos). El alineamiento de las
secuencias aminoacidicas de CAS10184.1 (codificada por E2348C_2636) y
WP_012904652.1 (codificada por ROD_RS25780) mostré un 82.5% de identidad y
similitud (Figura 21, anexos). Lo anterior nos indica que los genes que flanquean a
rnr en EPEC y en C. rodentium ICC168 tienen una relacion evolutiva, es decir;

provienen de un ancestro en comun.
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Respecto a la organizacion genética presente en E. coli DEC8D se identificd
gue esta bacteria tiene una proteina de union al DNA y no dos de estas como en
EPEC Yy C. rodentium ICC168, la Unica caracteristica que comparte con rnr de EPEC
es la localizacion de una proteina fagica rio arriba de ECDEC8D_3471, la presencia
de esta proteina fagica es un indicio de que los genes pudieron ser heredados por

transferencia horizontal (Donnenberg, 2013).

Es de destacar que mientras se analizaba la organizacion genética de los
homélogos de rnr de la subfamilia SF1 se reconocié que en EPEC (E. coli 0127:H6)
este regulador ANR forma parte de una insercion adquirida a través del profago
E2348C_PP_9, esta insercion se ubica en el operén eut en donde se agrupan los
genes que codifican para el metabolismo de la etanolamina (Eth), su localizacion
precisa es entre los genes eutB y eutC, genes que codifican la etanolamina
amoniaco liasa enzima que cataliza la hidrdlisis de Eth en amoniaco y acetaldehido,
como consecuencia de esta insercion EPEC no es capaz de metabolizar la Eth
(Iguchi et al., 2009), por el contrario, el operén eut en E. coli DEC8D y C. rodentium
ICC168 esta intacto lo que indica que en estas bacterias el operon eut es funcional
(Rowley et al., 2020) (Figura 9, A-C).

A 7,129 pb rio arriba de rnr en EPEC en sentido contrario de su transcripcion
se ubica el gen eutR el cual codifica para la proteina EutR miembro de los
reguladores transcripcionales AraC/XylS. En la familia Enterobacteriaceae la
expresion del operdn eut esta regulada por EutR. En presencia de Eth y vitamina
B12, EutR activa directamente la transcripciéon del operdn eut (Luzader et al., 2013).
Sumado a esto, en EHEC (E. coli 0157:H7) se ha identificado que EutR detecta la
Eth presente en el intestino grueso para regular los genes de la isla LEE y promover
la expresién de otros reguladores de virulencia (Ler, QseE y QseC), asi como de la
Stx, de las adhesinas fimbriales y de los flagelos. La regulacion de EutR en EHEC
sobre la isla LEE es a través de la activacion de ler, EutR se une directamente al
promotor de ler (caja -35 del promotor 2) incrementando la transcripcion de ler y
regulando indirectamente al alza a los genes de la isla LEE, proceso independiente
del metabolismo de la Eth. EutR se expresa constitutivamente a niveles bajos a

partir de su propio promotor expresion suficiente para la activaciéon de ler (Kendall
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et al., 2012; Luzader et al., 2013; Gonyar y Kendall, 2014). En C. rodentium EutR
detecta la Eth y activa la expresion de la isla LEE al unirse directamente al promotor
de ler, de la misma manera que en EHEC (Rowley et al., 2020). Lo anterior
demuestra el papel conservado de la regulacion dependiente de EutR sobre la
expresion de los genes de la isla LEE y la coordinacién del metabolismo de la Eth 'y
la virulencia en respuesta a sefiales ambientales por parte de este regulador de la
familia AraC/XylS.

Santiago y colaboradores proponen que los miembros de la familia ANR
estan codificados cerca y en direccion opuesta a la transcripcion de la proteina
AraC/XylS a la cual regula (Santiago et al., 2014). En EPEC el miembro AraC/XyIS
mas préximo a la ubicacion de Rnr es EutR, y de acuerdo con el andlisis de RNA-
seq realizado por el grupo de investigacion integrado por Rodriguez-Valverde y
colaboradores, Rnr puede modular la expresion de multiples reguladores AraC/XyIS
como PerA, EutR, GadX, MelR, AdiY, YdiP (Rodriguez-Valverde et al., 2023). Lo
anterior plantea la posibilidad de que Rnr y EutR forme un circuito regulador de
retroalimentacion que integre las condiciones ambientales en respuesta a las
presiones selectivas durante la colonizacion de EPEC en el tracto intestinal, en
donde EutR pueda no responder especificamente a la etanolamina y en cambio,
reconocer sefiales adicionales que participen en la regulaciéon de los genes de
virulencia. Se necesitan realizar estudios para examinar si Rnr y EutR interactlan

para regular los genes de virulencia de la isla LEE en EPEC.

Retomando los resultados obtenidos a través del andlisis in silico en BPROM
probamos las posibilidades en las que se pueden estar expresando los genes
E2348C 2634, rnr y E2348C 2636 como unidades transcripcionales
independientes o como operones mediante RT-PCR punto final. Antes de realizar
este analisis, se evaluaron las condiciones de crecimiento para corroborar la
induccion de la expresién del gen rnr en medio DMEM, DMEM/NH4* y LB, los
resultados obtenidos (Figura 11) muestran que rnr se expresa en las mismas
condiciones que el gen perA, pero la mayor expresion de rnr se consigue cuando
EPEC se cultiva en medio DMEM/NH4* (condicion que reprime la expresion de los

genes de virulencia) estos resultados coinciden con lo reportado por Jaramillo, 2019.
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Posterior a la confirmacion de la expresion del gen rnr bajo diferentes condiciones
de crecimiento se selecciond el cultivo de EPEC en DMEM y DMEM/NH4* para
realizar RT-PCR punto final con la finalidad de evaluar si los otros dos genes
analizados se expresan como unidades transcripcionales independientes u operén
con rnr en las mismas condiciones que este ultimo.

De acuerdo con los resultados de RT-PCR punto final cuando EPEC se
cultiva en medio DMEM se identifica un producto de 400 pb que corresponde al
tamafno de rnr-E2348C_2636, este mismo producto se visualiza cuando EPEC se
cultiva en medio DMEM/NH4*, adicionalmente en esta misma condicion de
crecimiento se obtuvo un producto de 874 pb que incluye a los genes
E2348C_2634-rnr. Estos resultados indican que los genes E2348C_2634-rnr y rnr-
E2348C_2636 conforman operones bicistronicos y que la expresion de rnr-
E2348C_2636 se obtiene en condiciones de induccién como en condiciones de
represion de genes de virulencia, mientras que la expresion del operén
E2348C_2634-rnr Gnicamente se genera en condicion de represion de genes de
virulencia (posiblemente la expresion de este operdon bajo esta condicién de
crecimiento especifica sea producto de que el gen E2348C_2634 codifica para un
transportador de sulfato y la adicién de 20 mM de sulfato de amonio al medio DMEM
sea un inductor en la transcripcion de este primer gen que integra al operon
bicistronico E2348C_2634-rnr).

La figura 14 muestra la propuesta de un modelo sobre la cascada reguladora
de EPEC mediada por Rnr que conduce al control de la expresion de genes de
virulencia en la isla LEE y el pEAF tomando como base los resultados obtenidos en

este estudio y en la bibliografia consultada en esta seccion.
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Figura 14. Modelo de la accion de Rnr en laregulacién de los genes de virulencia en EPEC.

Las flechas negras indican regulacién positiva y las flechas rojas continuas sefialan represion. La flecha negra discontinua representa
regulacion positiva hipotética y las flechas rojas discontinuas muestran regulacion negativa hipotética. Isla LEE imagen tomada de (Serapio-
Palacios y Finlay, 2020).
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Conclusiones

rnr localizado en el cromosoma de EPEC esté flanqueado rio arriba
por E2348C 2634 y rio abajo por E2348C_2636, en donde
E2348C_2634-rnr 'y rnr-E2348C_2636 estructuran operones
bicistronicos, los cuales se podrian transcribir a partir de dos
promotores de los tres identificados en el andlisis in silico de BPROM.
La transcripcién de estos operones bicistronicos es dependiente de
las condiciones de crecimiento, la condicion de crecimiento que
favorece la expresion del operon E2348C _2634-rnr es medio
DMEM/NH4* a 37°C, mientras que las condiciones que favorecen la
expresion del operén rnr-E2348C 2636 son medio DMEM vy
DMEM/NH4*a 37°C.

La organizacién genética de rnr de EPEC y C. rodentium ICC168
posee cinco caracteristicas conservadas: dos proteinas de union al
DNA, una transposasa Mu y una ATPasa de la familia AAA ubicadas
rio arriba de rnr, una proteina de la familia DUF2786 y una proteina de
la familia DUF4752 situadas rio abajo del gen que codifica al regulador
ANR.

La organizacion y la orientacion genética de rnr de C. rodentium
ICC168 es similar a la observada en EPEC, en C. rodentium rnr esta
flanqueado rio arriba por el gen ROD_RS01485 que tiene un tamafio
de 645 pb y rio abajo por el gen ROD_RS25780 con un tamafio de
192 pb. Esta organizacién y orientacién propone la posibilidad de que
estos tres genes podrian estar formando un operén.

La insercion del profago E2348C _PP_9 que contiene a rnr en el
operon eut proximo a EutR (regulador AraC/XylS) plantea una
interaccion potencial entre Rnr y EutR para regular los genes de
virulencia de la isla LEE independiente del metabolismo de la

etanolamina.
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Perspectivas

Determinar la funcionalidad de los dos promotores localizados rio
arriba del operon rnr-E2348C_2636 a traves de fusiones
transcripcionales.

Identificar el sitio de inicio de la transcripcion de los operones
bicistronicos E2348C_2634-rnr y rnr-E2348C_2636 mediante la
técnica de Primer Extension.

Realizar ensayos de interaccion proteina-proteina entre Rnr-EutR y

otras proteinas reguladoras de virulencia de EPEC.
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Anexos

Condicion de crecimiento
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Figura 15. Expresion de rnr bajo diferentes condiciones de crecimiento en EPEC WT (repeticion).
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Figura 16. Expresién transcripcional de los genes E2348C_ 2634, rnr y E2348C_2636 en DMEM (repeticion).
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Tabla 12

Promedio de densidad normalizada de perAy rnr en medio DMEM.
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Densidad normalizada en medio DMEM Promedio
perA 11,366.68 6,981.17 12,549.95 10,299.27
rnr 7,814.17 9,162.41 6,073.04 7,683.21
Tabla 13
Promedio de densidad normalizada de perAy rnr en medio DMEM/NH4".
Densidad normalizada en medio DMEM/NH4* Promedio
perA 2,721.15 2,765.17 2,958.48 2,814.93
rnr 10,751.69 8,638.94 5,201.74 8,197.46
Tabla 14
Promedio de densidad normalizada de perA'y rnr en medio LB.
Densidad normalizada en medio LB Promedio
perA 4,058.45 4,784.84 2,648.24 3,830.51
rnr 8,247.94 6,056.21 6,357.55 6,887.23
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E2348C 2634 1 ATGACGACTGAAAATAAAGTTAAGCAATACACGAAAACTCAAGCGCCTGA 50
Ro0_R01485 | ATGACEACTOAAMATARAGTTAMCCARTACACEAMMACTCRAGCSCCTER 50
E2348C 2634 51 AGGTTACTGGGTGGATGCCCGTGGCGTAATGACACCTGAAAGCCTTATCA 100
ROD RS01485 51 AGGTTACTGGGTGGATGCCCOTGCOTAMTGACACCIGARAGCCTTATCA 100
E2348C 2634 101 AAGATATTGACCGCGACCGCGAGCAGCTGGTCGGTGAGCTTGTGGAGATG 150
ROD_RSO1485 101 AAGATATTGACCGCBACCOCCAGEAGCTGRTCESTCAGCTIETGRAGTS 150
E2348C 2634 151 GTGATTGCTGCCTCCGCCTCACTGCGGGAACTGAAACTGCGTGCGTTTGG 200
ROD_RS01485 151 GIGATIGCTOCCTCCGOCTCACTECGOSMACTERACTGCSTECOTITES 200
E2348C 2634 201 TGATATTCAGGCGTTTATTGACCTGTCGGCGGAGAAATACGGCGCTGTGA 250
ROD RS01485 201 TGATATICAGRCGTTTATIGACCTOICGGCGEAAMATACGRCECTOTEA 250
E2348C 2634 251 AAGGCGGTAAAAAAGGGAATATCACGCTTTACAGCTTTGACGGGCGTTAC 300
ROD_RSO1485 251 AAGGCGGTAMAAMAGGGAATATCACGCTTTACAGCTTIGACESGCETTAC 300
E2348C 2634 301 AAGATTCAGCGCGCCATGCAGGACCGTATCGCGTTTGATGAACGCATTCA 350
ROD_RS01485 301 AAGATICAGCECGCCATGCAGGACCGTATCGCETTIGATGRACGCATICA 350
E2348C 2634 351 GACCGCGAAGTCGCTGATTGATGATTGCCTGGCTGACTGGACGGAAGATG 400
ROD_FS01485 351 GACCGCGAAGTCGCTGATIGATGATTGOCTRCTGACTEGACEAAGITE 400
E2348C 2634 401 CACGCCCTGAAATTAAGGCCATCATCAGTGAGGCATTCAGCACGGACAAG 450
ROD_RSO01485 401 CHCGCCCTGRARTARMAGCCATCATCAGCGAGECATICAGCACGGACAAG 450
E2348C 2634 451 GAAGGCAACATCAACACCGGTCGCGTTCTGGCCCTGCGTCGCCTCGAGAT 500
ROD_RSO1485 451 GRAGGCAACATIAATACCOGCCGCGTICIGGCCCTCLETCRCTCENAT 500
E2348C 2634 501 TGAGGACGAACGCTGGAATAACGCCATGTCGCTGATTGGTGAAGCCGTCC 550
ROD_RSO01455 501 TOAGGACGAACGCTGGARTAACGLCATOACGCTATIGGUGARGCEGTCS 550
E2348C 2634 551 AGGTAATTGGCAGCAAAAGCTATATCCGCGTGTATGAGCGCGTCGGTGAT 600
ROD_RSO1485 551 ACGTOATTGGCAGCAMAGCTATATCCGCCTOTATCAGCGCETOREIGAT 600
E2348C 2634 601 TCTGCTGAATACCGCGCAATCCCGCTTGATATTGCAGGGGTTTAA 645

ROD_RS01485 601 TCIGATGAATACCGCGCAATCOCGCTTGATATIGCAGEGTTTAR 645

Figura 18. Alineamiento global por pares de las secuencias nucleotidicas de E2348C_2634 (EPEC)
y ROD_RS01485 (C. rodentium ICC168) en la herramienta EMBOSS-Needle.
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E2348C 2636 1 ATGAACGCGAAACGCTTTAATCAGCTATATCCGCCAGGGACTCGCTTCAT 50
RoD_R525780 | ATGARGCOMGAACTITAATCAGCTATATCCGHTGEE0ACTCRMTT-—T 48
E2348C 2636 51 GCACATTGC-ACATCGGGCAGTG---CGTGGTGGTCGGGTGGTAAAAACT 96
ROD RS25780 49 ACACATACCOACA--GCGCAGTGTTICTIOIGGICEIGTSEICANAACT 06
E2348C 2636 97 GTTGCACCTGCCAGAGATTTTAAATGTGGTTGTGTGGTTGAAATTAATGT 146
ROD_RS25780 97 GTIGCACCAGCCAGAGATTITAMTGICOTIGICTGEITCAMITARIST 146
E2348C 2636 147 CGAGCCTTATTTCGTTAAAGTCGAAACACTGAAAGCACCGCATTAA 192

ROD_RS25780 147 COAGCCMTATTICOTAAAAGTCGAMCACIGAAAGCACCGCATTAR 102

Figura 19. Alineamiento global por pares de las secuencias nucleotidicas de E2348C_2636 (EPEC)
y ROD_RS25780 (C. rodentium ICC168) en la herramienta EMBOSS-Needle.
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Figura 20. Alineamiento global por pares de las secuencias aminoacidicas de CAS10182.1 (EPEC) y
WP_000206136.1 (C. rodentium ICC168) en la herramienta EMBOSS-Needle.

CAS10184.1 1 MNAKREFNQLYPPGTRFMHIAHRAVRGGRVVKTVAPARDFKCGCVVEINVE 50
WP 012904652.1 1 MNAKNENOLYPUGIRETTDSATEGOCRIVKIVAPARDERCCOWETIVE 50
CAS10184.1 51 PYFVKVETLKAPH 63
WP_012904652.1 51 é;g¢é$é$£é£;$ 63

Figura 21. Alineamiento global por pares de las secuencias aminoacidicas de CAS10184.1 (EPEC) y
WP_012904652.1 (C. rodentium ICC168) en la herramienta EMBOSS-Needle.



