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Sinopsis

The pathogenic strains of Escherichia coli can be divided into two large
groups: those that cause intestinal infections and those that cause extra-
intestinal infections. The strains that belong to the first group are diarrheic and
are grouped into pathotypes depending on the virulence factors they present
and the strategy they follow to cause an infection. Among the extraintestinal
strains it is possible to differentiate those that cause urinary tract infections
(UPEC), those that cause neonatal meningitis (NMEC) or those that cause sepsis
(SEPEC).

The enteroaggregative strains of Escherichia coli (EAEC) represent one of
the groups of diarrheal pathogens. EAECs can be distinguished from
enteropathogenic strains (EPECs) by their adherence pattern to HEp-2 cells,
whereas EPECs present an adherence pattern in the form of microcolonies,
EAECs follow a "brick stacking" pattern. This is because enteroaggregative
strains express a specific type of adhesive fimbriae that allow adhesion to
intestinal cells. Epidemiological studies show that the EAEC strains are
genetically heterogeneous, having identified numerous virulence factors in
strains of this pathotype. An example of this heterogeneity is the strain
0104:H4, which caused an outbreak of bloody diarrhea in Germany in 2011. In
addition to the typical characteristics of enteroaggregative strains, the strain
0104:H4 exhibits a prophage encoding the Shiga toxin, a well-studied virulence

factor characteristic of enterohemorrhagic strains (EHEC).

Among the enteroaggregative strains, strain 042 is used as a model for this
pathotype, since its genome was sequenced and its virulence factors well
characterized. Analyzing the genome of strain 042 we could see that, unlike
other strains of Escherichia coli, whose genomes code for the hha gene and its
ydgT paralog, its chromosome encodes four paralogs of the hha gene, which are

hha, ydgT, and the new hha2 and hha3 that had not been described until now.



We hypothesize that the presence of these new paralogs hhaZ and hha3 in
strain 042 could be associated with the presence of genes related to virulence.
Through genomic analysis it was possible to establish the relationship between
the presence of new paralogs of the Hha protein with the yeeR and irmA genes.
Furthermore, due to the presence of a higher number of copies of the Hha
regulator and other genes such as, for example, flu, we decided to study, using
bioinformatic tools, the existence of duplicate genes and their distribution in
different pathotypes. In this way, we stablish gene duplication patterns in all

pathotypes and possible relationships between them.

Owing to the irmA gene is duplicated in strain 042 and associated with the
presence of the hha2/hha3 genes, the expression of both copies (irmA2244 and
irmA4509) was characterized under different conditions. As a result, the
expression of the IrmA4509 copy is higher in minimal medium (M9) at 37 °C.
Furthermore, the expression of this copy increases under conditions of
limitation of the carbon source (glucose) but is reduced in the absence of
oxygen. On the other hand, the expression of the [rmA2244 copy is very low or
null in all the conditions studied. Next, the regulation of both copies was
studied, determining the role of the H-NS/Hha system and the OxyR/Dam
system. In this case, the [IrmA4509 copy is overexpressed in the absence of hha
and, above all, in the absence of hha and hha2 (hhanull), and in the absence of
the OxyR regulator. However, no expression could be detected from the copy
Irma2444. Finally, the position of the promoter region of both copies was
determined by 5° RACE, observing nucleotide changes between them. A
directed mutagenesis assay was carried out, by which the importance of these

nucleotide changes in the expression of both copies was determined.

On the other hand, the possible role in virulence of a region of duplicated
genes widely distributed among all pathotypes was studied. For this, biofilm
formation and infectivity tests were performed in the Galleria mellonella model

organism, obtaining relevant results.
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1.1 Escherichia coli y sus patotipos

El microorganismo Escherichia coli (E. coli) es una de las bacterias que
primero coloniza el tracto gastrointestinal humano, siendo el anaerobio
facultativo mas abundante de la microbiota intestinall. Una caracteristica
importante de los aislamientos tanto ambientales como clinicos que se
identifican como E. coli es el alto grado de diversidad gendmica que presentan.
Si bien todos ellos comparten un grupo de genes (core-genome), también
presentan un elevado nimero de genes adquiridos por transferencia genética
horizontal, los cuales pueden variar mucho entre diferentes aislamientos.
Algunos de estos genes adquiridos confieren la capacidad de colonizar
diferentes organismos. Por ello, y en relacién con la especie humana, la especie
E. coli no solo incluye cepas comensales, sino también un nimero notable de
cepas patdgenas. Estas cepas patogenas generan infecciones, tanto en
individuos sanos como inmunodeprimidos, con una tasa importante de
morbilidad y, en algunos casos, de mortalidad!-*. Los estudios que contemplan
los mecanismos que han permitido que el genoma de E. coli evolucione hacia
genotipos que confieren virulencia consideran, al igual que en muchos otros
patégenos bacterianos, principalmente dos mecanismos: la adquisiciéon de
material genético por transferencia horizontal (HGT) como parte de plasmidos,
fagos, transposones o islas de patogenicidad (PAI)56, y/o la pérdida o

modificacion de genes del core-genome?.

Los procesos HGT tienen lugar a través de tres mecanismos principales
bien diferenciados: transformacion, transduccién y conjugaciéons. La
transformacion se basa en la adquisicién de ADN libre en el ambiente por parte
de bacterias competentes y su posterior integraciéon en el genoma por
recombinacién homélogad®. En cambio, la transduccion tiene lugar por la
accion de bacteriéfagos, los cuales encapsidan material genético de la bacteria

huésped durante su ciclo litico y lo transfieren a otra bacteria al infectarla810,
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Por ultimo, la conjugacidn requiere que la bacteria dadora y la receptora entren
en contacto mediante el pili sexual, el cual depende de un sistema de secrecion

de tipo 4 (T4SS) para su formacién8!1,

El mecanismo alternativo a la adquisicién de ADN HGT, mediante el cual las
bacterias pueden aumentar su capacidad infecciosa, es a través de mutaciones
en genes que ya se encuentran en el genoma, llamadas mutaciones
patoadaptativas?12. Este tipo de mutaciones se pueden dividir, de manera
general, en tres tipos: inactivacidn, variaciéon y amplificacién!2. La inactivacién
génica o pérdida de funciéon puede tener lugar por mutaciones que generen
sustituciones puntuales de aminoacidos en el sitio activo de la proteina, o por la
aparicién de un codén de terminaciéon prematuro que resulta en una proteina
truncada’!2. Estas mutaciones son frecuentes en genes cuya expresion es
incompatible con la virulencia de la bacteria, denominados también genes de
antivirulencial3. Otro tipo de mutacién es la variacién genética, donde
polimorfismos en un Unico nucleétido (SNPs) no dan como resultado una
proteina truncada pero si que provocan una modificaciéon en la estructura y
funcion final de la proteinal2 Finalmente, la amplificaciéon génica aumenta el
numero de copias de un gen, lo que puede conllevar una mayor expresién en si
o la capacidad de evadir una regulacién negativa de ese producto por parte de

un inhibidor2,

Respecto a la patogenicidad de E. coli, las cepas patogenas se pueden
diferenciar por provocar tres cuadros clinicos principalmente: (i) aquellas que
llevan a cabo una infeccion en el tracto urinario, (ii) las que provocan
meningitis y sepsis y (iii) las que provocan una infeccién intestinal o diarreas.
En algunos casos, algunas cepas pueden provocar mas de uno de estos cuadros
clinicos, como se ha visto en cepas que infectan el tracto urinario y también
causan diarreas!4-16, En funcidon tanto del tipo de cuadro clinico y de los factores
de virulencia que presentan, como de los perfiles epidemioldgicos y

filogenéticos, las cepas patégenas de E. coli se agrupan en patotiposl2417. Las
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cepas extraintestinales (ExPEC) comprenden aquellas que provocan infecciones
en el tracto urinario (UPEC), meningitis neonatales (NMEC) o las que producen
sepsis (SEPEC)18. Las cepas que son causa de infecciones intestinales, o cepas
diarreicas, se agrupan en los siguientes patotipos: enteropatégeno (EPEC),
enterohemorragico (EHEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), de
adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativo (EAEC)}2417. La presencia de
tantos patotipos diferentes ejemplifica la notable plasticidad del genoma de E.
coli, el cual se caracteriza por poseer un gran pangenoma de aproximadamente
18.000 genes, en contraste con un core-genome de aproximadamente 2.000
genes!920, Los genes de virulencia varian entre patotipos, y pueden encontrarse
frecuentmenete en elementos genéticos méviles adquiridos por procesos
HGT520.21, pero también pueden corresponder a aquellos en los que han podido

tener lugar mutaciones patoadaptativas (Fig. 1.1)1222,
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Tamafio medio del
genoma de E. coli
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Metabolismo esencial Elementos de insercion

Fig. 1.1. Esquema de la evoluciéon del genoma de E. coli. El genoma se ve influenciado
tanto por una multitud de fuerzas evolutivas biéticas (competidores, mecanismos de
defensa del huésped) como abidticas (pH, temperatura, UV, disponibilidad de
nutrientes, etc.). Las cepas de E. coli poseen un nucleo (core-genome) de
aproximadamente 2.000 genes que codifica, entre otros, factores para un metabolismo
versatil. El pangenoma de E. coli consta de unos 18.000 genes, de los cuales el 11 %
pertenecen al core-genome (azul oscuro), una gran parte (62 %, azul) estd compuesta
por los llamados genes “persistentes”, y el 26 % pueden ser considerados como genes
“volatiles” (azul pdalido)?°. Los procesos de ganancia y pérdida de genes estan
constantemente relacionados con los puntos criticos de insercién/deleciéon (rojo) y son
seleccionados por las fuerzas evolutivas. Estos procesos pueden dar lugar a la evolucion
de grupos de genes que definen patotipos especificos de E. coli. La flecha representa un
gradiente hipotético en el que se muestran caracteristicas genémicas de E. coli que,
probablemente, estan asociadas con genes volatiles, persistentes y centrales. Adaptado
de van Elsas y colaboradores?1.
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1.1.1 Patotipo uropatégeno (UPEC)

Las infecciones llevadas a cabo por cepas pertenecientes a este patotipo
representan aproximadamente el 80 % de todas las infecciones urinarias23.24,
causando cistitis en la vejiga y pielonefritis aguda en los rifiones2526, Se cree que
el reservorio principal de las cepas UPEC se encuentra dentro del tracto
intestinal humano, ya que el aislamiento causante de una infeccidn urinaria en
un individuo a menudo coincide con los aislamientos rectales de esa misma
persona??28, En algunos casos, la diseminacién de un solo grupo clonal de
aislados de cepas UPEC puede ocurrir dentro de una comunidad, a través de
alimentos contaminados?. Adicionalmente, las cepas UPEC aisladas de
pacientes sexualmente activos coinciden, frecuentemente, con los aislamientos
fecales de sus parejas, lo que indica que las infecciones urinarias pueden

transmitirse sexualmente30-32,

Los genomas de cepas UPEC son, generalmente, mas grandes que los
genomas de cepas comensales. Esto es debido a la presencia de genes
necesarios para la supervivencia fuera del tracto intestinal33-35, los cuales se
encuentran en PAIl adquiridas a través de HGT3¢. Las PAI son regiones
cromosOmicas de gran tamaifio (entre 10 y 200 kb) presentes en cepas
patégenas, en las cuales se encuentran codificados factores de virulencia. El
porcentaje GC que presentan es inferior a la del resto del genoma y suelen
contener elementos genéticos moviles asociados con procesos HGT, como, por
ejemplo, integrasas o transposasas363’. Los patotipos diarreicos de E. coli
también codifican numerosos factores de virulencia dentro de las PAI, pero la
variedad de factores de virulencia que expresan las cepas diarreicas respecto a
los que expresan las cepas UPEC puede diferir notablementel35. Por ejemplo,
las cepas UPEC expresan una serie de adhesinas caracteristicas y sideréforos.

Sin embargo, generalmente, estas cepas carecen del sistema de secrecion tipo 3
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utilizado por muchos aislamientos diarreicos de E. coli para inyectar factores de

virulencia en la célula huéspedz263335,

Las células pertenecientes al patotipo UPEC son capaces de desplazarse
desde el tracto intestinal hasta el tracto urinario para causar una infecci6n26.2s,
La capacidad de ascender por el tracto urinario desde la uretra hasta la vejiga y,
posteriormente, a los rifiones, refleja una capacidad excepcional para evadir la
inmunidad innata y la expulsion por miccion262838, El primer paso en la
infeccion urinaria ascendente es la colonizacion de la uretra distal por parte de
las bacterias patdgenas3?. Una vez que alcanzan el area periuretral, son capaces
de introducirse facilmente en la vejiga, hecho que se ve favorecido con la
practica de relaciones sexuales30-32. Las bacterias se replican rapidamente en la
vejiga y, finalmente, mediante la unidén a receptores presentes en las células
epiteliales, consiguen una colonizaciéon establet-42. De forma general, las
bacterias son incapaces de entrar en los uréteres y ascender hasta los rifiones,
debido a la accién de la valvula vesicouretral que resiste la presion de la vejiga.
Sin embargo, debido a la infeccién y la inflamaciéon que se desarrolla en la
vejiga, puede tener lugar un reflujo que permite que las células UPEC pueden
ascender por los uréteres y extenderse por los rifiones, desarrollando una

pielonefritis aguda2443.

Todo este proceso de patogénesis tiene lugar gracias a diversos factores de
virulencia, como son diferentes tipos de pili o fimbrias, toxinas secretadas tales
como la hemolisina#445 y sistemas de adquisicién de hierro o sideréforos26.28:38,
Dentro de las fimbrias de las cepas UPEC destacan las de tipo 1, tipo P, tipo S y
F1C, codificadas por lo genes fim, pap, sfa y foc, respectivamente. Es resefiable
que, dentro del genoma de un mismo aislado UPEC, pueden llegar a encontrarse
hasta mas de 10 operones de fimbrias*647. Ademas, la regulacion cruzada entre
operones de fimbrias de una célula bacteriana, probablemente provocada por
sefiales ambientales, induce cambios en la expresidon de un tipo de fimbrias a

otro en un proceso llamado variacién de fase#8-59. La variacion de fase en una

8
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misma cepa puede dar lugar a subpoblaciones que expresan pili
funcionalmente distintos, aumentando la probabilidad de adherencia e invasién
de las células del hospedador5t. Los pili de tipo 1 estdn muy conservados en las
cepas UPEC, siendo considerados como uno de los factores de virulencia mas
importantes involucrados en el establecimiento de una infeccién urinaria (UTI)
en la vejiga como, por ejemplo, la adhesina FimH*041, La adhesina FimH esta
involucrada tanto en la adhesion bacteriana como en la invasion de células del
hospedador4041, contribuyendo a la formaciéon de biofilm intracelulares y
provocando que las UTI tengan lugar de forma recurrente242638, Por otra parte,
la colonizacién de los rifiones, dando lugar a una pielonefritis aguda, depende
de la expresion de fimbrias de tipo P, las cuales se unen a los glicolipidos que
recubren el tejido renal52-54, Entre las adhesinas de tipo P, PapG también es
capaz de interactuar con receptores tipo toll 4 (TLR4), reduciendo la expresion
del receptor de inmunoglobulina polimérica (PIGR)55. Esto da como resultado
un transporte deteriorado de la inmunoglobulina A (IgA) a través del epitelio,

reduciendo asf la respuesta inmune y evitando la opsonizacién245s.

1.1.2 Patotipo enteropatégeno (EPEC)

Entre los patogenos intestinales, el patotipo EPEC fue el primero en ser
descrito. Esto ocurri6é en 1945, cuando se determindé la presencia de un grupo
de cepas de E. coli en nifios con diarrea, las cuales eran serolégicamente
distintas a las que presentaban nifios sanos>¢. En la actualidad, las cepas EPEC
no son causantes de grandes brotes infecciosos en paises desarrollados, pero
causan entre el 30-40 % de los casos de diarrea infantil en paises en desarrollo

que conllevan miles de muertes!7.57-62,

Las infecciones causadas por cepas del patotipo EPEC estdn asociadas con
una histopatologia intestinal localizada caracteristica, denominada attaching-

and-effacing (A/E), la cual puede ser observada en biopsias intestinales de

9
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pacientes infectados y puede ser reproducida en cultivos celularesé364. Este
fenotipo consiste en la eliminacion localizada de microvellosidades del
intestino delgado y la unién de la membrana bacteriana con la del epitelio
intestinal. Esta unién induce un incremento en los niveles de Ca+*2 intracelular,
lo que conlleva alteraciones en el citoesqueleto y la formacién de la lesion
A/E65-68, Estas alteraciones en el citoesqueleto afectan principalmente a la
actina, provocando que se formen estructuras similares a un pedestal en la
zona de contacto entre las bacterias y los enterocitosé469-71, La unién de las
membranas esta mediada por dos efectores del sistema de secrecién tipo 3 que
poseen las cepas EPEC72. Se trata de una proteina de alto peso molecular
llamada intimina y su receptor Tir (translocated intimin receptor), el cual es
translocado por la bacteria dentro de los enterocitos y expuesto en su
superficie (Fig. 1.2a)68717374, Este sistema de secrecién tipo 3 (T3SS) y sus
efectores se encuentran juntos en el cromosoma en una PAI de

aproximadamente 35 Kb, denominada LEE (locus of enterocyte effacement)’s.

Hay que destacar que este tipo de lesiones A/E también se han observado
en infecciones debidas al patotipo EHEC76. Comparando la intimina que expresa
cada patotipo, se puede ver como guardan un alto porcentaje de homologia”’.
Muchas cepas EHEC también contienen la region LEE7879, pero presentan

diferencias que se explican a continuacidn.

1.1.3 Patotipo enterohemorragico (EHEC)

Las cepas EHEC fueron reconocidas por primera vez como una clase
distinta de patégenos de E. coli en 1983, tras dos observaciones
epidemioldgicas clave. La primera tuvo lugar en dos casos de afectacion
gastrointestinal que presentaban dolor estomacal intenso, diarrea
sanguinolenta y fiebres?. Esta enfermedad fue llamada colitis hemorragica (HC)

y fue asociada al serotipo de E. coli que se pudo aislar de las heces, 0157:H7, un

10
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serotipo poco conocido en ese momento. La segunda observacidén, asocié casos
esporadicos de sindrome urémico hemolitico (HUS) con la presencia de E. coli
productoras de citotoxinas en las heces8!. El HUS (definido por un fallo renal,
trombocitopenia y anemia hemolitica) esta precedido normalmente por diarrea
sanguinolenta, por lo que estas dos observaciones dieron lugar al
reconocimiento de un mismo patégeno entérico responsable de enfermedades
intestinales y renales. Mientras las cepas EPEC siguen siendo una importante
causa de diarrea en paises en desarrollo, las cepas EHEC son mas comunes en
contaminaciones alimentarias en paises industrializados82-85. Ademas, las cepas
EPEC tipicas tienen su Unico reservorio en humanos a diferencia de las cepas
EHEC, las cuales son comensales en ganado bovino, ovino y equino, entre
otros86-88, E] serotipo 0157:H7 es el mas importante entre los patégenos EHEC
en Estados Unidos, Reino Unido y Jap6n8285, pero otros serotipos tales como
026 y 0111 son mas predominantes en otros paises89-92. La cepa de E coli
0157:H7 es muy cercana genéticamente a la cepa E. coli 055:H793-95, una cepa
EPEC que causa diarreas infantiles en todo el mundo. Los factores de virulencia
adicionales y el antigeno 0157 fueron adquiridos por transferencia horizontal y
recombinacién, lo que se vio favorecido por las altas tasas intrinsecas de error

que tiene esta cepa para reparar el ADN9.

En cuanto a la patogénesis de las cepas EHEC, hay que resaltar, en primer
lugar, que las mismas pueden seguir tres rutas de transmisién: mediante
contaminacién alimentaria, por contacto entre personas o por contacto con
animales o zoonosis8997-99, El factor de virulencia mas importante de las cepas
EHEC es la toxina Shiga (Stx), también conocida como verotoxina (VT)1217.25,
Las cepas EHEC expresan la toxina Stx cuando alcanzan el colon, la cual se une a
la globotriaosilceramida (Gb3), un esfingolipido que se expresa en células
endoteliales de intestino, rifion y cerebro8%100-103, Tras la union al receptor en el
rifién, dafia el endotelio renal mediante la combinacion de una toxicidad directa

y una produccién local de citoquinas y quimiocinas que resultan en una
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inflamacién, provocando finalmente HUS (Fig. 1.b)104-107. Por otra parte, al
unirse a los receptores presentes en el intestino produce dafos en las células

del colon, resultando en HC y necrosis489.

En las cepas EHEC, ademas de las toxinas, hay otros elementos importantes
para la virulencia, como una regiéon homologa a la isla LEE de las cepas EPEC
que muchas cepas EHEC contienen’879. La unién a enterocitos y la consecuente
histopatologia A/E observada es llevada cabo gracias a la unién de la intimina y
su receptor Tir, tal y como se ha descrito anteriormente en las cepas EPE(C63-68,
Sin embargo, a diferencia de las cepas EPEC, las cepas EHEC provocan esta
lesion A/E en el colon, en vez de en el intestino delgado. En cuanto a la
formacién del pedestal, en el caso de las cepas EHEC sigue un mecanismo

diferente, aunque la estructura final es muy semejante108-112,

1.1.4 Patotipo enterotoxigénico (ETEC)

Este patotipo de E. coli engloba a las cepas que expresan al menos uno de
los dos grandes grupos definidos de enterotoxinas: termoestables (ST) y
termolabiles (LT)1217.25, Las cepas ETEC representan una de las causas mas
comunes de diarrea infantil en paises en desarrollo3113-115 asi como de diarrea
del viajero en estos mismos paises!16117, provocando anualmente millones de
casos y siendo causa de miles de muertes infantiles!18119, Las cepas ETEC
también representan una carga econdmica en el sector ganadero, ya que
muchas de ellas son patdgenos importantes para los animales de granja, sobre

todo de cerdos120-122,

La patogénesis de las cepas ETEC se caracteriza por la colonizacién de la
mucosa del intestino delgado. Una vez que colonizan el intestino, las cepas
ETEC liberan enterotoxinas, bien ST o LT!23124, Ambas toxinas provocan una

desregulacion de los canales idnicos presentes en las membranas del epitelio.
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Como consecuencia a esta desregulacion, tiene lugar una pérdida de iones y una
salida masiva de agua, siendo éste el sintoma caracteristico de las diarreas que

causan estas bacterias (Fig. 1.2¢)124-128,

La colonizacién del intestino es posible gracias a una gran variedad de
elementos de adhesién, codificados en plasmidos. Estas estructuras son
denominadas, de forma genérica, factores de colonizacién (CF). Mas de 20 CFs
han sido identificados y caracterizados, clasificados en base a su antigeno
(CFA), peso molecular y morfologia estructurall?7.129-132  Estudios
epidemioldgicos indican que la mayoria de los CF de cepas ETEC humanas se

encuentran representados en los grupos CFA/I, CFA/Il y CFA/IV133,

1.1.5 Patotipo enteroivasivo (EIEC)

Las cepas EIEC son un agente causante de disenterfa en humanos,
especialmente en paises en desarrollo225134135 Los casos registrados en paises
industrializados han tenido lugar en pacientes que viajaron a alguno de los
paises donde presenta una gran incidencia estos patégenos36137, Sin embargo,
los recientes brotes infecciosos en Europa, causados por la cepa EIEC 096:H19,
han provocado que la comunidad cientifica reconsidere el papel de este tipo de

patogeno en los paises del primer mundo138-140,

Las cepas EIEC y las bacterias del género Shigella comparten muchas
caracteristicas fenotipicas y genotipicas, incluyendo la presencia del pladsmido
pINV, lo que dificulta la discriminacién entre ambos tipos de bacterias141-143,
Esta dificultad para poder diferenciarlas sesga la interpretacién de la
informaciéon epidemioldgica disponible, evaluando de forma incorrecta el
numero real de infecciones debidas a EIEC2. Debido a la gran similitud entre
EIEC y Shigella, se asume que las dos comparten un mismo ancestro y que, en

un momento dado en la evolucion, se produjo la separacion141.144145, A pesar de
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todas estas similitudes, se ha comprobado que la dosis infecciosa inicial de las
cepas EIEC tiene que ser mucho mas alta que la de Shigellal4¢ y que la expresion
de genes de virulencia, la capacidad para escapar del fagosoma y la capacidad

para proliferar y provocar daiio celular es comparativamente menor 2147,

La patogénesis de las cepas EIEC estd determinada por la presencia del
plasmido de gran tamafio de tipo F, llamado pINV148149, Este plasmido codifica
la maquinaria necesaria para llevar a cabo la invasion, supervivencia y difusion
de las bacterias dentro de la célula hospedadoral45150, Esta familia de plasmidos
solo se encuentra en este patotipo de E. coli, y la pérdida del mismo es muy

poco frecuente, hecho que ademas conlleva la pérdida de la virulencial34.

Las cepas EIEC se caracterizan por su habilidad para invadir la mucosa de
los enterocitos del colon y llegar hasta la submucosa, utilizando como ruta de
entrada las células M15L, Tras un proceso de transcitosis de las células M, las
bacterias son fagocitadas por macroéfagos y células dendriticas. Para escapar de
estas células del sistema inmune, las células EIEC secretan varios efectores a
través de T3SS (presentes en el plasmido pINV) e inducen un proceso de
piroptosis en los macréfagos!52153, una forma de muerte celular que conlleva
una gran respuesta inflamatorial34154, Una vez dentro del citosol de los
enterocitos, las células EIEC se replican y reorganizan el citoesqueleto celular.
Esta reorganizacion del citoesqueleto les permite infectar células
adyacentes!34153, provocando un proceso de inflamacién y la destruccion de la
barrera epitelial (Fig. 1.2e). Todo este proceso de infeccién conlleva,
finalmente, disenteria, caracterizada por la presencia de sangre, secreciones y

leucocitos en las heces155156,
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1.1.6 Patotipo de adherencia difusa (DAEC)

El patotipo de adherencia difusa (DAEC) incluye a las cepas diarreicas de E.
coli que se unen a las células del epitelio intestinal siguiendo un patrén de
adherencia diferente al localizado (A/E), caracteristico del patotipo EPEC1417,
Se considera un grupo unico y distinto de otros patotipos, pero debido a las
dificultades de clasificacion e identificacidn, la designacién de DAEC como un
patotipo entérico de E. coli requiere mas estudios epidemioldgicos!s’. La
clasificacién de una cepa de E. coli dentro del patotipo DAEC tiene lugar en
funcién de su adherencia a las células epiteliales cultivadas de la linea celular
Hep-2. La adherencia de estas bacterias se produce en toda la superficie de las

células Hep-2, siguiendo un patrén disperso caracteristicol58.

Las cepas DAEC se han relacionado con diarrea acuosa en muchos
paises!59-162 pudiendo volverse persistente en nifios pequefios, con un aumento
en la gravedad de la enfermedad desde los 18 meses hasta los 5 afios163.164, Se
ha sugerido que los adultos pueden convertirse en portadores asintomaticos, y
que la presencia de cepas DAEC puede conducir a enfermedades intestinales

inflamatorias cronicas e, incluso, a infecciones en el tracto urinario163164,

Uno de los factores de virulencia principales de las cepas tipicas de este
patotipo son las adhesinas Afa/Dri63.164, Estas adhesinas se unen al factor
acelerador de la descomposicion del complemento (DAF), una molécula con
una elevada expresion en la superficie de las células epiteliales intestinales y
del tracto urinario, encargada de evitar la cascada de sehalizacién del sistema
de complemento. La unién a DAF induce el reordenamiento del citoesqueleto,
destruyendo o reorganizando las vellosidades intestinales163164  E]
reordenamiento se centra en el desmontaje de la actina F y de la villina, dando
como resultado lesiones en los microvilli (Fig. 1.2f). Estas lesiones conducen
tanto a una pérdida como a una elongacion atipica de las microvellosidades,

debido a la expresion defectuosa de las proteinas intestinales funcionales
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asociadas a la membrana de los enterocitos63165, Como consecuencia de la
unién de las adhesinas Afa/Dr con DAF, también se induce el reclutamiento de
neutrofilos, lo que provoca una sobreexpresiéon de DAF y, por lo tanto, un
mayor numero de receptores disponibles para las células DAEC164166, Por
ultimo, la liberacidn de la toxina Sat (Secreted autotransporter toxin) induce la
reordenacién de las proteinas asociadas a la unién estrecha entre células,

provocando un aumento de la permeabilidad celular y la pérdida de agual®’.

1.1.7 Patotipo enteroagregativo (EAEC)

El patotipo EAEC fue asociado por primera vez con diarreas en nifios en
Chile en 1987168 y, desde entonces, se ha podido constatar que las cepas
enteroagregativas son causantes de diarreas infantiles en paises desarrollados,
diarreas persistentes en pacientes seropositivos, diarrea del viajero,
contaminaciones de agua o alimentos y casos de diarrea esporadicos169-174, Es
por ello que se ha convertido en el patégeno mas comun encontrado en las
heces de pacientes con cuadros diarreicos!’>176, adquiriendo mayor

importancia en los ultimos afios en comparacion con las cepas EPEC172.

Las cepas pertenecientes al patotipo EAEC se pueden distinguir de los
patotipos EPEC y DAEC por su patrén de adhesion a células intestinales HEp-2.
Mientras que las células EPEC se adhieren de forma localizada formando
microcolonias y las DAEC se adhieren de forma difusa, las células de cepas
EAEC se disponen con un caracteristico apilado en ladrillo, del inglés stacked
brick-like pattern, que permite diferenciarlas!és. Esta adhesién esta mediada
por un tipo especifico de fimbrias, denominadas fimbrias de adherencia
agregativa (AAFs), similares a las fimbrias Dr que se encuentran en los
patotipos UPEC y DAEC!72. Los genes que codifican para dichos tipos de
fimbrias se localizan en un grupo de plasmidos, de aproximadamente 55-65

megadaltons (MDa) de tamafio, denominado consensualmente pAA77.178 En
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estos mismos plasmidos se encuentra codificado un regulador clave para la
expresion de determinantes de virulencia de las cepas EAEC, denominado
AggR. La proteina AggR es un miembro de la familia de reguladores
transcripcionales AraC/XylS179180, y se encuentra presente en todas las cepas
EAEC tipicas. Se trata de un activador transcripcional responsable de la
regulacion de factores de virulencia, presentes tanto en el plasmido pAA como

en el cromosoma de las cepas EAEC181,

Estudios epidemiol6gicos demuestran la gran heterogeneidad genética que
presentan las cepas EAEC, ya que se han identificado multiples y diferentes
factores de virulencia encontrados en aislados clinicos!69.171.174182, Un ejemplo
bien conocido de la variabilidad genéticas de las cepas EAEC es la cepa
0104:H4, la cual causé un brote de diarrea hemorragica en Alemania en 2011,
con un total de 3816 casos, incluyendo 54 muertes!83. Esta cepa contenia un
plasmido de la familia pAA caracteristico de las cepas EAEC177.178, pero también
poseia un fago codificante para la toxina Shiga®7.184185 el cual es un factor de
virulencia caracteristico de las cepas EHEC1425184, No obstante, la aparicion de
cepas enteroagregativas con caracteristicas de diferentes patotipos ya habia
sido descrita previamente. Al principio de los afios 90, hubo un brote infeccioso
en Francia que provoc6 el sindrome urémico hemolitico (HUS). El agente
etiolégico fue la cepa 0111:H2, la cual mostré la capacidad de unirse a células
epiteliales siguiendo el patrén de apilado en ladrillo tipico de las cepas del
patotipo EAEC, y era capaz de producir toxina Shiga!8¢. De la misma manera,
otros casos esporadicos de infeccion por cepas EAEC productoras de toxina Stx
ocurrieron antes del brote de 2011 en Alemania87-189, Ultimamente, también
ha tenido lugar un pequefio brote en 2012 en Irlanda del Nortel9 y en Italia en

2013191, ambos debidos a cepas EAEC productoras de la toxina Stx.

Es importante mencionar que, previamente, se ha descrito la relacion entre
cepas EAEC y cepas UPEC. En diversas cepas EAEC se ha visto la presencia de

factores de virulencia caracteristicos del patotipo UPEC!4-16, Asimismo, en
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cepas UPEC se ha detectado la presencia de marcadores caracteristicos de
cepas EAEC192193, Estos hechos demuestran la existencia de hibridos
UPEC/EAEC, lo que sugiere que algunas cepas enteroagregativas pueden ser
potencialmente uropatogenas, como ocurri6 en el brote de infecciones

urinarias en 1991 en Copenhagel94.

Debido a la heterogeneidad que presentan las cepas EAEC, resulta
complicado definir los mecanismos precisos de virulencia de este
patotipol72195, De forma general, la infeccién tipica se inicia con la adhesion de
las bacterias al epitelio del ileon y el colon. Este paso es posible gracias a las
fimbrias AAF y la accidn de la dispersina, que induce cambios electrostaticos en
la superficie de la membrana bacterianal9.1%. Tras la adhesién, se produce una
mayor secrecion de mucus por parte de los enterocitos, provocando la
formacion de biofilm por parte de EAEC1721%, La formacion de biofilm es una de
las caracteristicas principales de la patogénesis de cepas EAEC, el cual les
permite evadir la accidn del sistema inmune y de agentes antibacterianos, como
los antibidticos, y llevar a cabo infecciones recurrentes®. Una vez establecido
el biofilm, las células EAEC secretan diferentes toxinas que danan los
enterocitos, como es el caso de las toxinas Pet (plasmid-encoded toxin), que
rompe la espectrina provocando dafios en el citoesqueleto, o Pic (protein
involved in intestinal colonization), una mucinasa que afecta a la integridad de la
mucosa intestinal. Ademas, secretan las toxinas EAST1 (EAEC heat-stable
enterotoxin), semejante a las toxinas ST de ETEC que desestabilizan el
equilibrio iénico y provocan la pérdida de agua por parte de las células, y ShET1
(Shigella enterotoxin 1), que dafia el epitelio intestinal e induce un acortamiento

del microvillit%¢ (Fig. 1.2d).

Dentro del patotipo EAEC, la cepa 042 es la mejor caracterizada,
utilizandose como prototipo desde los estudios llevados a cabo por Nataro y

colaboradores!6%. El genoma de esta cepa esta secuenciado y sus factores de
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virulencia bien caracterizados!97 y, debido a la gran relevancia en esta Memoria,

se va a explicar en profundidad en el préximo apartado.
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Fig. 1.2. Ilustracién esquematica de la infecciéon que lleva a cabo cada uno de los
patotipos diarreicos descritos. a) EPEC se adhiere a los enterocitos, destruyendo las
microvellosidades y provocando una lesién A/E caracteristica. 1. Adhesién inicial, 2.
Translocacién de Tir a través de T3SS, 3. Modificacion del citoesqueleto y formacion del
pedestal. b) EHEC provoca una lesién A/E pero en el colon, donde libera la toxina Stx,
pudiéndose llegar a producir una absorcién sistémica que conlleva graves
complicaciones. c) ETEC se adhiere a enterocitos del intestino delgado e induce diarrea
acuosa mediante la secrecion de toxinas LT y ST. d) EAEC se adhiere tanto a enterocitos
del intestino delgado como del grueso y forma un biofilm gracias a las fimbrias AAF.
Luego libera toxinas que provocan dafno celular. e) EIEC invade enterocitos del colon,
lisa el fagosoma y es capaz de desplazarse intracelularmente reordenando
microfilamentos de actina, propagandose a células adyacentes. f) DAEC induce un
caracteristico alargamiento atipico de las microvellosidades intestinales. Adaptado de

Kapery colaboradores!.
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1.2 La cepa EAEC 042

La cepa 042 se ha convertido en la cepa prototipo para estudiar los
factores de virulencia y patogenicidad de las cepas EAEC173. Su genoma consiste
en un cromosoma circular de 5.241.977 pares de bases (pb) y un plasmido tipo
pAA (denominado especificamente pAA2) de 113.346 pb, el cual pertenece al
grupo de incompatiblidad IncFIIA. Este plasmido incluye 152 regiones
codificantes (CDS), entre las cuales se encuentran las que codifican para las

fimbrias agregativas AAF/Il y el regulador transcripcional AggR197,

El cromosoma de la cepa 042 incluye un total de 4.886 genes, de los cuales
el 11 % codifican para proteinas hipotéticas conservadas de funcion
desconocida y solo el 10 % corresponde a genes de elementos mdviles tales
como integrasas, transposasas o relacionados con bacteri6fagos!%7. La cepa 042
presenta un core-genome de 2.356 genes y un amplio pangenoma, hecho que
concuerda con las caracteristicas de los genomas de E. coli. También, se han
identificado 78 islas gendémicas que se encuentran distribuidas de forma
variable entre los genomas secuenciados disponibles de E. coli. Estas islas
genémicas se llaman ROD (regions of difference) y en conjunto tienen un
tamano de 1,26 Mb, lo que representa un 24 % del cromosoma. En las mismas
se encuentran factores de virulencia, genes relacionados con el metabolismo,
genes de funcion desconocida y elementos mdviles como el transposon
Tn2411197. Este transposén es muy similar al transposén Tn2119 y contiene
genes que confieren resistencia a antibiéticos!9’. Tras la descripcion del
patotipo EAEC, se comprobé la resistencia a varios antibidticos que
presentaban muchos aislamientos clinicos del mismo199-201, Este hecho es mas
frecuente que en otros patotipos diarreicos, aunque ello es quizas debido a un
numero mayor de aislamientos de EAEC en estudios epidemiol6gicos202. En el
caso de la cepa 042, la misma presenta resistencia a las sulfonamidas, al

cloranfenicol, a los aminoglicésidos y a las tetraciclinas!?’. Estas resistencias
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estan relacionadas con la presencia del transposén Tn2411, ya que contiene los
genes de resistencia a cloranfenicol (cat) y tetraciclinas (tetA), y un integrén de
clase 1 que presenta las resistencias a estreptomicina y espectomicina (aadA1),

sulfonamidas (sul) y bromuro de etidio (emrE) (Fig. 1.3)197.

Ethidium bromide
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Fig. 1.3. Organizacion génica del transposén Tn2411 presente en el genoma de la cepa
EAEC 042, el cual codifica para varias resistencias a antibidticos. Adaptado de
Chaudhuri y colaboradores (2010)17.

Ademas de la familia de fimbrias AAF que se encuentran en el plasmido
pAA2, la cepa 042 codifica en su cromosoma 11 familias mas de fimbrias. No
hay una explicacion definitiva de por qué presenta esta gran variedad de
fimbrias, pero se sugiere que sirven tanto para adaptarse y colonizar diferentes
hospedadores como a diferentes nichos dentro de un mismo hospedador?’.
Por lo que hace referencia a las toxinas tipicas de las cepas EAEC relacionadas
con la patogénesis, en el plasmido pAA2 se encuentran los genes que codifican
para las toxinas Pet y EAST1, descritas anteriormente. Es importante
mencionar que otras toxinas se encuentran codificadas en el cromosoma, tal y
como es el caso de ShET1 y HIyE (hemolisina E)97. Esta Gltima oligomeriza y

forma poros en las membranas de las células epiteliales203.

Un andlisis bioinformatico del genoma de esta cepa, realizado en nuestro
grupo de investigacién, permitié comprobar que el mismo codifica para tres
paralogos de la familia de reguladores H-NS (ver el siguiente apartado): la

propia proteina H-NS, su paralogo StpA y un nuevo paralogo llamado H-NS2204,
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En las cepas comensales de E. coli se encuentran solamente los genes hns y stpA.
El mismo estudio permitié6 determinar que en dicho genoma se encuentran
genes que codifican para cuatro miembros de la familia de reguladores Hha
(ver apartado 1.3.2): la proteina reguladora Hha y su paralogo presente en la
mayoria de cepas de E. coli, YdgT, y dos nuevos paralogos, llamados Hha2 y
Hha3205. Un estudio posterior puso de manifiesto que estos nuevos paralogos
de Hha se encuentran distribuidos, principalmente, en cepas virulentas de los
patotipos EAEC, EHEC y UPEC. Por ello, se ha sugerido que pueden ser usados
como marcadores de patogenicidad, debido a que también se encuentran
presentes en algunos de los brotes infecciosos recientes mas severos, como el
que tuvo lugar en Alemania en 2011187 o en las cepas UPEC multirresistentes
pertenecientes al grupo clonal ST131, diseminado globlalmente?0s. La
localizacién de los genes que codifican estos pardlogos de Hha dentro del
cromosoma de las diferentes cepas de E. coli es variable, por lo que se ha
sugerido que se han obtenido mediante mecanismos HGT?205. Curiosamente,
ninguno de estos paradlogos se encuentra en plasmidos, por lo que su
transmision no ha podido ocurrir por conjugacién y es razonable pensar que la
obtencion de estos reguladores puede estar ligada a la obtencién de otros genes

o factores de virulencia20s.

1.3 Proteinas asociadas al nucleoide

El ADN bacteriano y las macromoléculas asociadas se encuentran
formando un complejo que se denomina nucleoide bacteriano, caracteristico de
los organismos procariotas donde no hay un nucleo definido20. Este nucleoide
necesita ser compactado y organizado, de manera que sea compatible con el
tamarfio de la bacteria207-209, La organizacion del nucleoide tiene lugar mediante
la acciéon de varios factores, entre los que se encuentran la alta densidad

macromolecular (causada principalmente por la alta concentracion de
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proteinas globulares y ARN dentro de la célula)?10.211 Ia flexibilidad del ADN212,
su superenrrollamiento?!3214 y la interaccién con proteinas asociadas al

nucleoide (NAPs)207.208,

Las NAPs tienen capacidad para unirse al ADN y alterar su conformacidn,
ya sea doblandolo, envolviéndolo o creando puentes intramoleculares207.208,215,
Ademas de estructurar el cromosoma bacteriano, estas proteinas pueden
regular la expresion de multiples genes, interfiriendo en los procesos de
replicacién, transcripcion y traduccién?07.208, Por lo tanto, se puede decir que
tienen una doble funcidn, ya que por una parte contribuyen al mantenimiento
de la estructura del nucleoide y, por otra, actian como reguladores globales de
la expresion génica207.208, Una de las caracteristicas mas importantes de las
bacterias es su capacidad para adaptarse rapidamente a los cambios que se
producen en el ambiente, gracias a una modificacion del patrén de expresiéon de
sus genes208.216_ Las NAPs participan en estos procesos de alteracion del patron
transcripcional en respuesta a cambios ambientales?!?. Las mas estudiadas en
bacterias Gram-negativas son HU (Heat-Unstable Nucleoid Protein), IHF
(Integration Host Factor), Fis (Factor Inversion Stimulation), Lrp (Leucine-
responsive regulatory protein), H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein) y

Hha (High hemolitic activity )208.215,

1.3.1 La familia de proteinas H-NS

Las proteinas de tipo H-NS se encuentran distribuidas dentro de la familia
Enterobacteriaceae y otros grupos de bacterias Gram-negativas, tales como
Vibrio y Pseudomonas?07.208218, [,a proteina H-NS fue descrita como uno de los
componentes mayoritarios del nucleoide bacteriano de E. coli?19220 y ha sido
ampliamente estudiada, tanto en E. coli como en Salmonella, donde interviene
en la organizaciéon del nucleoide y en la regulacion de la expresion

génica207,208221222,
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El gen hns codifica para una proteina de bajo peso molecular (15,6 kDa)
con un total de 137 aminoacidos. Como ya se ha dicho, la proteina H-NS es muy
abundante en el nucleoide bacteriano, llegando a alcanzar hasta 20.000 copias
por célula?21.223, Este regulador afecta a la expresion de un elevado nimero de
genes, ya que, dependiendo de la cepa de E. coli, aproximadamente el 5 % de los
genes cromosOmicos son diana de H-NS224-226, Por ello, los niveles de expresién
de la proteina H-NS dentro de la célula son muy importantes para su funcion,
manteniéndose relativamente constantes a lo largo del crecimiento22t.223, H-NS
se expresa a un nivel similar tanto a 37 °C como a 25 °C, pero interviene en la
regulacion de genes de una forma diferente227-229, A diferencia de otros
reguladores transcripcionales que reconocen una secuencia especifica, H-NS
presenta afinidad por regiones ricas en adenina y timina (AT) con cierta
curvaturazz1.230, Debido a que en vez de una secuencia reconoce un motivo
estructural, H-NS es capaz de regular la expresion génica de una gran cantidad
de genes, actuando como represor de forma global208218222231, Como se ha
comentado anteriormente, la incorporaciéon de ADN mediante mecanismos HGT
permite a las bacterias adaptarse a nuevas condiciones ambientales?!?,
desarrollar la capacidad de colonizar nuevos hospedadores232233 o adquirir la
resistencia a agentes antimicrobianos23+235. Sin embargo, la adquisiciéon de
forma subita de este nuevo material genético puede presentar efectos
perjudiciales para la propia bacteria, ya que incorpora un importante nimero
de genes cuya expresion no estd integrada en las redes reguladoras de la
célulaz21232, Es aqui donde la proteina H-NS tiene un papel esencial,
reconociendo aquellas secuencias con un contenido en AT superior a las del
cromosoma de la célula receptora. Su unién provoca la represién de la
expresion de los genes situados aguas abajo de los lugares de unién de H-NS.
Este mecanismo, conocido como silenciamiento xenogénico, posibilita que las
bacterias puedan incorporar nuevas funciones sin que el fitness celular se vea
comprometido?36237, A su vez, los genes silenciados por H-NS pueden

expresarse en condiciones en las que esta proteina no ejerza su papel regulador

24



Introduccion

como, por ejemplo, condiciones de elevada temperatura, de estrés o por la
presencia de moléculas que interfieren en su funcién tales como CRP (cAMP-
activated global transcriptional regulator) o Ler (regulador de la regién

LEE)238239,

Por lo que hace referencia a su estructura, H-NS presenta dos dominios
independientes que se corresponden con sus dos dominios funcionales. El
extremo N-terminal es responsable de la capacidad de la proteina para
dimerizar y oligomerizar, tanto entre monémeros de H-NS como con otras
proteinas240.241, E] extremo C-terminal interviene fundamentalmente en la
interacciéon de la proteina con el ADN240242. Ambos dominios se encuentran
unidos a través de una region flexible (linker), la cual les permite actuar de
manera independiente (Fig. 1.4)241243, El dominio N-terminal es fundamental
para la oligomerizacién, mediante la cual forma un complejo nucleoproteico
esencial para llevar a cabo la represion transcripcional, ya sea impidiendo la
union de la ARN polimerasa al ARN o secuestrandola24*. Ademas, residuos
concretos de este dominio también estan involucrados en el reconocimiento de
las regiones curvadas de ADN y, por tanto, en la unién a éstas conjuntamente
con el dominio C-terminal?21.241, E] dominio N-terminal presenta un buen
porcentaje de conservacion entre los distintos miembros de la familia de
proteinas H-NS, aunque su grado de conservacion es menor que la del dominio
de unién al ADN presente en el extremo C-terminal226, Estas diferencias del
dominio N-terminal pueden estar relacionadas con la adaptacién de las
bacterias como respuesta a diferentes condiciones, lo que puede conllevar
variaciones en la afinidad con la que se unen a otras proteinas o al ADN218.245_E]
dominio de dimerizaciéon permite a H-NS interactuar con otras proteinas y,
mediante la formacién de estos oligdmeros, es capaz de regular la expresion
génica de genes diferentes a los que regula de manera individual245246, Estos

oligdmeros se forman por la interaccion de H-NS con proteinas de la misma
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familia, como es el caso de su pardlogo StpA, o con otras proteinas, como

aquellas pertenecientes a la familia Hha208221,

1 10 0 30 40 50 60 0 80 90 100 10 120 130
s —] Hi TN e e o
——Interaccion Linker Uniénal ADN ~——

protelna-protelna

Eloop  [FHéliceo.  [_]Dominio semejante a histona

Fig. 1.4. Organizacion de los dominios y estructura secundaria de la proteina H-NS. En
el extremo N-terminal se indica el dominio de interaccién proteina-proteina y en el C-
terminal el de unién a ADN, unidos por la region flexible o linker. En morado se
destacan los bucles mientras que en verde las hélices alfa, presentes en la estructura
secundaria de la proteina H-NS. En amarillo se resalta el dominio semejante a histonas,
caracteristico de la familia de proteinas H-NS. Adaptado de Dillon y Dorman?29s,

Han sido descritos diferentes paralogos y ort6logos del gen hns. El primero
de ellos fue el gen paralogo stpA, identificado como una proteina supresora del
fenotipo Td- de fagos T4247. Se encuentra codificado en la mayoria de genomas
de las enterobacterias y tiene un 67 % de similitud, a nivel de secuencia
amonoacidica, con H-NS248, La estructura de la proteina StpA es similar a la de
la proteina H-NS, como se puede ver en la Fig. 1.5. Es capaz de unirse tanto al
ADN como al ARN, y se ha visto que tiene capacidad para actuar como
chaperona?#. Posee un dominio de oligomerizacion similar al de H-NS, por lo
que es capaz de interaccionar y formar oligdmeros tanto con H-NS208221 como
con proteinas de la familia Hha?5%, aunque tienen una diferencia clave en el
aminodcido 21 (Fig. 1.5). En el caso de H-NS, en la posicidn 21 se encuentra una
cisteina, mientras que en StpA hay una fenilalanina, lo cual provoca que StpA
sea sensible a la degradacion por parte de la proteasa Lon?51. A pesar de la alta
homologia que presentan las proteinas H-NS y StpA, se ha determinado que,
bajo ciertas condiciones, ambas proteinas pueden desempefar funciones

biolégicas distintas y unirse al ADN mediante mecanismos diferentes252:253,
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Por lo que hace referencia a su expresion, StpA presenta una expresion
baja en un medio rico. No obstante, la misma puede aumentar cuando las
células crecen en medio minimo o se encuentran en condiciones de estrés2s4.
También se ha descrito que estos niveles de expresiéon dependen de
temperatura, ya que a 37 2C tiene mayor expresion que a 25 °C255. De manera
semejante, estas diferencias en la expresién se encuentran durante el
crecimiento, aumentando la misma a mitad de la fase exponencial y
reduciéndose al entrar en fase estacionaria. Por el contrario, los niveles de H-NS
se mantienen constantes a lo largo del crecimiento?56. Estas diferencias en los
niveles intracelulares de ambas proteinas pueden estar debidas a su propia
autorregulacién, a la regulaciéon cruzada negativa que presentan, donde la
represion que ejerce H-NS sobre el promotor de stpA es mayor que la de StpA
sobre el promotor de hns?57, o al hecho de que StpA es sensible a la actividad
proteolitica de la proteasa Lon. Sin embargo, la delecién del gen hns provoca
que el gen stpA acumule mutaciones para evitar la degradacién por la proteasa
Lon y aumentar los niveles de expresion, compensando parcialmente la

ausencia de H-NS y actuando como backup?7.

La funciéon que desempefia H-NS silenciando el ADN adquirido por
transferencia horizontal, tal y como sucede en las PAI, ha sido ampliamente
estudiada?36237. En algunos casos, en estas PAI se encuentran codificados
reguladores semejantes a H-NS. Un ejemplo de ello es la proteina Hfp, la cual se
encuentra en la cepa UPEC 536258. La proteina Hfp es capaz de formar
heterodimeros con las proteinas H-NS y StpA y sus redes de regulacién estan
conectadas, ya que los tres estan sujetos a regulacidon cruzada. El patrén de
expresion que sigue el gen hfp es complementario al que presenta stpA,
consiguiendo de esta manera mantener la actividad reguladora tanto a bajas
como a elevadas temperaturas. Como consecuencia, el rango de temperaturas
donde tiene efecto la red reguladora de las proteinas de la familia H-NS es

mucho mas amplio. Esto resulta de gran interés para las bacterias a la hora de
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infectar, debido a que la transiciéon del ambiente externo al huésped requiere
una rapida adaptaciéon a condiciones de estrés, como es el caso de la

temperaturazss.

Ademas de los paralogos de H-NS codificados en el genoma, como StpA o
aquellos que se encuentran en PAls, existen ortélogos presentes en plasmidos.
Entre estos, los plasmidos IncHI1 R27 de Salmonella y el plasmido pSFR27 de
Shigella codifican las proteinas H-NSgrz7 y Sth, respectivamente?59.260, De manera
semejante al paralogo Hfp encontrado en la cepa UPEC, estos reguladores
codificados en plasmidos son capaces de formar heterodimeros con H-NS y
StpA, participando en la regulacién cruzada de estos genes. Aunque estas
proteinas muestran similitud con H-NS, su patrén de expresion a lo largo del
crecimiento es diferente y ejercen su funcién reguladora en otro conjunto de
genes260.261, Por ejemplo, la proteina H-NSgrz; se ha especializado en la
regulacion de genes adquiridos por procesos HGT, mientras que H-NS lleva a
cabo su funcién tanto en genes HGT como en genes del core-genome?22.259, En el
caso de Sfh, la proteina se encarga de regular los genes del plasmido pSFR27
donde se encuentra codificado, evitando de esta manera que la concentracion
intracelular de la proteina H-NS citoplasmatica se diluya al incorporar un

plasmido de elevado peso260.

En cuanto al nuevo paralogo H-NS2 recientemente descrito en la cepa 042,
un andlisis transcriptémico ha puesto de manifiesto que este paradlogo se ha
especializado en la regulacion de genes HGT junto a la proteina Hha204. La
expresion de H-NS2 estd regulada por temperatura y por la disponibilidad de
nutrientes, ya que tiene una mayor expresion a 37 °C que a 25 °C y una mayor
expresion en medio minimo frente a un medio rico204. Por otra parte, el analisis
comparativo de su estructura refleja la gran similitud que tiene el dominio N-
terminal de oligomerizaciéon de H-NS2 con el de H-NS, donde se mantiene
conservado el sitio de unién con Hha (aminoacidos 9-16). Sin embargo, el

dominio C-terminal tiene una menor similitud, hecho que puede estar
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relacionado con las diferencias en el patrén de genes que regula cada NAP de

esta familia (Fig. 1.5)204,

( Dominio de dimerizacién/oligomerizacién |
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Fig. 1.5. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de las proteinas H-NS, H-NS2 y

StpA. Los aminoacidos conservados estan en dos tonalidades de azul y los no
conservados en blanco. En la parte inferior se muestra la secuencia consenso y las
barras azul claro y azul oscuro los dominios N-terminal y C-terminal, respectivamente.
Se puede ver la diferencia en el aminoacido 21, sensible a la accién de la proteasa Lon.
Adaptado de Prieto y colaboradores204.

1.3.2 La familia de proteinas Hha

La familia de proteinas Hha esta formada por un grupo de proteinas de
bajo peso molecular (aproximadamente 8 kDa), involucradas en la regulacién
de la expresion génica en diferentes géneros de enterobacterias2é2. Los
primeros miembros de la familia de proteinas de tipo Hha descritos fueron la
proteina Hha de E. coli?63 y la proteina YmoA de Yersinia enterocolitica?é*. Los
mutantes hha se identificaron como sobreproductores de la toxina alfa-
hemolisina en cepas uropatégenas de E. coli?¢3. Ademas, dichos mutantes
exhibian un fenotipo pleiotrépico, afectando a la compactacién del ADN

plasmidico265 y al aumento de la transposicion de secuencias de insercion
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(IS)2¢¢6. Estos cambios en el fenotipo son semejantes a los efectos que se

observan en un mutante hns de E. coli.

Inicialmente, se estudié la unién de la proteina Hha al ADN, utilizando el
modelo del operén hemolitico hly de la cepa E. coli 536. A pesar de utilizar
diferentes tipos de aproximaciones, no pudo demostrarse que la proteina Hha
fuese capaz de unirse a secuencias especificas de este operdn ni a otras. Como
alternativa, se estudio la capacidad de la proteina Hha para interaccionar con
otras proteinas, encontrandose que interacciona con la proteina H-NS, la cual se
une de manera especifica a secuencias de la region reguladora del operén
hemolitico2¢¢. Por lo tanto, los dos reguladores, junto a la secuencia de ADN a la
que se unen, forman un complejo nucleoproteico Hha/H-NS/ADN2¢7, Este hecho
concuerda con la sobreexpresion de la toxina alfa-hemolisina que tiene lugar
tanto en un mutante sencillo hha o hns como en un doble mutante hha hns?68,
justificando que mutantes de los reguladores Hha y H-NS presenten los mismos
fenotipos pleiotrépicos. Investigaciones posteriores han justificado la
importancia de la interacciéon que hay entre ambos reguladores, ya que la unién
de la proteina Hha puede alterar la especificidad de H-NS por un grupo de
genes, modulando su actividad. Esta modulacién de la especificidad de H-NS
ocurre en el silenciamiento xenogénico??2, resaltando la importancia que tiene
la familia de proteinas Hha en el mantenimiento del fitness celular cuando se

produce la adquisicién de ADN fordaneo?269.

Observando la estructura, la proteina Hha presenta motivos de hélice-giro-
hélice, mostrando ademadas pequefios bloques con una alta identidad con el
dominio N-terminal de H-NS270. Pese a que Hha no tiene dominios definidos, si
que muestra una disposicién dipolar, situdndose los residuos con carga positiva
en el lado opuesto a los cargados negativamente271272, Debido a esta
disposicion, es posible que cada una de las superficies lleve a cabo funciones
especificas diferentes, como es el caso de los residuos de carga positiva que se

distribuyen de manera similar a la del dominio de unién a ADN de H-NS273,
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Gracias a estudios de cristalizacion con rayos X, se ha podido determinar la
estructura de los complejos de Hha con el dominio de dimerizacién de H-NS,
estableciendo un modelo que explica la interaccién que tiene lugar en la
formacidon del complejo nucleoproteico. El modelo describe la uniéon de dos
monomeros de Hha de manera simétrica a ambos lados de un dimero de H-NS,
aportando interacciones electrostaticas adicionales y estabilizando el complejo

formado (Fig. 1.6)272.

h DNA
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Domain
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Blndmg

N NN
7 ‘-3-’"

Fig. 1.6. Modelo de interaccién de la proteina Hha con H-NS. A) Esquema de la unién de
4 moléculas de Hha con 2 dimeros de H-NS. Las moléculas de Hha se representan en

verde y los dimeros de H-NS en amarillo y azul. Los motivos de unién a zonas ricas en
AT del dominio de union de H-NS (extremo C-terminal) interactian con el ADN. Los
residuos cargados positivamente de la proteina Hha estan sefialados con signos de mas
(+) v quedan orientados de la misma forma que el dominio de unién de H-NS. B)
Modelo de la formacién del complejo nucleoproteico Hha/H-NS/ADN. Adaptado de Aliy
colaboradores?72,
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En S. Typhimurium, se ha descrito que la proteina Hha regula
conjuntamente con la proteina H-NS un grupo de genes, muchos de los cuales
son HGT. Entre estos genes se incluyen PAI, proteinas de membrana celular y
relacionados con la sintesis y transporte de proteinas, destacando la regulaciéon
de genes asociados con el transporte de hierro y con la motilidad?74. Como
ejemplo se encuentra la regulacién del gen hil4, el cual es un activador
transcripcional de genes implicados en procesos infecciosos de invasién
localizado en la isla de patogenicidad 1 (SPI-1). Hha, juntamente con H-NS,
actia como represor de la expresion de hilA en condiciones de baja
temperatura. Por lo tanto, ambas proteinas se encuentran implicadas en la
cascada de regulacion que se encarga de modular la expresion de los efectores

de T3SS presente en la SPI-1 de Salmonella?75276,

La distribucion de las proteinas que pertenecen a la familia Hha esta
restringida a las enterobacterias, pudiendo estar presentes en una o mas copias
por cromosoma o en elementos transmisibles, como los plasmidos262271277, En
el 55 % de los plasmidos que codifican un miembro de la familia de proteinas
de tipo H-NS se ha visto que también codifican para un ortélogo de Hha277. De
forma similar, se encuentra presente una copia de un gen tipo hns en el 31 % de
los plasmidos que codifican al menos una copia de genes tipo hha?’!. Esto
refuerza el papel de la relacién existente entre estos dos reguladores. Los
plasmidos que presentan una copia de hha, pero no contienen la
correspondiente copia del gen hns, pertenecen al grupo de incompatibilidad
IncF, distribuidos en cepas de E. coli y Shigella exclusivamente. Dentro de la
amplia variedad de plasmidos que pueden encontrarse en las cepas de E. coli,
los plasmidos IncF destacan por codificar un gran nimero de factores de
virulencia278279, Por lo tanto, es posible que estos factores de virulencia estén
regulados por las proteinas tipo Hha, demostrando la importancia de este
regulador en el control de la expresidn de la virulencia de cepas patégenas de E.

coli?’1,
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Como regla general en el cromosoma de las enterobacterias, se encuentran
sendos paralogos de los genes hns y hha (los genes stpA e ydgT,
respectivamente), pudiendo presentarse también ortélogos de estas dos genes
codificados en pldsmidos conjugativos?80. Tanto la proteina StpA como YdgT
aumentan respectivamente su expresion en mutantes que carecen de H-NS o
Hha, atenuando los efectos pleiotrépicos derivados262281, Al margen de actuar
como un reservorio de H-NS/Hha, la funcidén reguladora de estos paralogos

sigue sin estar totalmente clara en E. coli.

Tal y como se comentd anteriormente, un analisis gendmico reciente
realizado en la cepa EAEC 042 ha puesto de manifiesto la presencia, a diferencia
de muchas otras cepas de E. coli, de tres paralogos del gen hns (hns, stpA y el
nuevo paralogo hns2) y hasta cuatro paralogos de hha (hha, ydgT y los nuevos
alelos hha2 y hha3) (Fig. 1.7)204205 Al estudiar la distribucién de estos nuevos
pardlogos de hha en una gran cantidad de cepas de E. coli comensales y
patégenas, se pudo comprobar como su presencia esta ligada a cepas virulentas
de E. coli, por lo que se ha propuesto que estos nuevos paradlogos podrian
usarse como marcadores para identificar y caracterizar aislamientos patégenos
de este microorganismo20. E. coli tiene una elevada plasticidad gendmica,
debida en buena parte a procesos de incorporacion de genes por mecanismos
HGT. Esto se traduce en que incluso los aislamientos que pertenecen a un
patotipo especifico muestran combinaciones diferentes de factores de
virulencia83194, los cuales pueden presentarse incluso en algunas cepas
comensales28z. Por lo tanto, el uso de estos nuevos marcadores moleculares,
diferentes a los factores de virulencia clasicos, puede ayudar a identificar los

aislamientos de cepas patoégenas de E. coli.
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Fig. 1.7. Alineamiento de la proteina Hha de la cepa EAEC 042 con todos los paralogos
codificados en el genoma de dicha cepa. Se representa la conservacion de los
aminoacidos en una escala de colores azules, siendo los mas oscuros los mas
conservados y los claros los que menos. Adaptado de Prieto y colaboradores205.

Si bien se ha estudiado en mucho detalle la funcién de reguladores globales
tales como H-NS, Hha, CRP o Fis, no se ha realizado ningtn estudio a fondo del
papel de sus correspondientes paralogos y ort6logos, muchos de los cuales se
encuentran frecuentemente en plasmidos?80. Consecuentemente, el estudio de
pardlogos u ortélogos de moduladores globales es necesario, pudiendo
proporcionar informacién importante para comprender mejor la biologia de las
células bacterianas. En este contexto, la posible correlaciéon entre la presencia
de un nuevo regulador global con la presencia de nuevos factores de virulencia,
regulados por el mismo y que definan el estilo de vida del aislado patégeno, se
debe tener en cuenta. Por lo tanto, realizar un analisis comparativo entre
genomas de cepas que codifican estos nuevos paralogos hhaZ/hha3 frente a

cepas que no los tienen resulta de gran interés.

1.4 Duplicaciones génicas en bacterias

Las duplicaciones génicas tienen lugar tanto en eucariotas como en
procariotas y son consideradas uno de los mecanismos evolutivos mas
importantes?83, Las familias de genes y proteinas relacionadas entre si son muy

comunes en los genomas de bacterias y, en E. coli, llegan a representar
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alrededor de la mitad de todo el genoma. Este hecho sugiere que ha habido un
posible proceso de duplicaciéon génica y diversificacion a lo largo de la
evoluciéon, dando como resultado una gran diversidad y complejidad

gendmica?84-287,

Los procesos de duplicacién y amplificacién génica (GDA) juegan un papel
realmente importante en la evolucidn, pudiendo dar lugar a la aparicién de
nuevos fenotipos, aumentando la adaptabilidad a condiciones ambientales
adversas e incrementando el fitness celular. Segiin el mecanismo mediante el
cual se hayan adquirido estas nuevas funciones, se presentan tres escenarios
evolutivos diferentes (Fig. 1.8)285288, En primer lugar, hay que hablar de la
neofuncionalizacién, proceso en el cual una de las copias mantiene las
funciones ancestrales mientras que, la otra, sufre mutaciones y adquiere una
nueva funciéon dentro del organismo. Sin embargo, este proceso es
extremadamente complicado que tenga lugar, debido a la complejidad que
conlleva obtener una funcién totalmente nueva a partir de otro gen
preexistente285288, Por otra parte, en el caso que el gen ancestral esté implicado
en diversos procesos, puede tener lugar un proceso de subfuncionalizacién. En
este proceso, cada copia que se ha generado del gen se especializa en una de las
funciones que llevaba a cabo el gen ancestral bifuncional, mediante la seleccion
de mutaciones que optimizan cada una de las funciones2892%, [a
subfuncionalizaciéon es tipica en proteinas que llevan a cabo una funcion
principal pero también son capaces de realizar funciones secundarias, las
cuales no representan ni un beneficio ni un coste para la célula. En el momento
en el que las condiciones del medio o el nicho varian, es posible que alguna de
estas actividades secundarias sea realmente importante para la supervivencia,
llevando a cabo su seleccién. Como respuesta, la generacidn de duplicaciones y
amplificaciones génicas aumentan la disponibilidad de esta proteina, pudiendo
ejercer la funcién secundaria de interés con mas frecuencia. Posteriormente, a

través de mutaciones en las nuevas copias generadas, se optimiza esta
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funcién291. Por ultimo, en algunos casos ambas copias se mantienen inalterables
y llevan a cabo las mismas funciones, ya que el aumento de la dosis génica y la
actividad de dicho gen resultan de gran interés por si mismo. Un ejemplo claro
de aumento de la dosis génica tienen lugar en los genes implicados en la
resistencia a agentes antimicrobianos, como son los antibi6ticos o las
toxinas292293, Las resistencias a agentes antimicrobianos presentes en el
genoma de bacterias muchas veces han sido adquiridas por HGT y sufren
procesos GDA, por lo que estos dos mecanismos estan intimamente
relacionados entre si, siendo una muestra mas de la gran adaptabilidad que
muestran las bacterias?l. En muchas ocasiones, el material genético adquirido
se expresa a niveles subdptimos o no lleva a cabo su funcién de manera
eficiente en el nuevo hospedador, por lo que la duplicacién de estos genes
resulta muy importante para su fijacion en el genoma y para alcanzar los
niveles de expresion necesarios29l, Este hecho concuerda con las observaciones
de Hooper y Berg, donde concluyen que la duplicaciéon génica tiene lugar con
mas frecuencia en elementos HGT2%9. Hay que decir que existe un proceso
directamente derivado de los mecanismos GDA descritos, llamado
pseudogenizacion. Este proceso se caracteriza por la acumulacién de
mutaciones que alteran la estructura y la funcién de uno de los dos genes, pero
no son perjudiciales, por lo que no llegan a eliminarse del genoma
inmediatamente, convirtiéndose en un pseudogen. Estos pseudogenes no se
expresan o no son funcionales y, posteriormente, se eliminaran del genoma o se

desviaran tanto del gen parental que ya no seran identificables28s,
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Fig. 1.8. Posibles escenarios tras un proceso de duplicacion. El escenario mas comun es
la pérdida de las copias duplicadas. Sin embargo, si la copia duplicada se conserva en el
genoma, pueden tener lugar tres procesos diferentes: aumento de la dosis génica,
subfuncionalizacién y neofuncionalizacidn. Las funciones diferentes de los genes se
representan con los colores rojo, azul y verde. Adaptado de Voordeckers y
Verstrepen?28s,

Como se ha descrito anteriormente, las bacterias pueden utilizar dos
métodos para modificar su genoma. Bien incorporando nuevo material genético
mediante mecanismos HGT56 o bien alterando su dotaciéon genémica’.12. En este
ultimo caso, los mecanismos de duplicacion génica juegan un papel importante,
siendo estudiados como modelo evolutivo?83. En los mismos, las duplicaciones
accidentales de genes pueden seleccionarse positivamente por conferir a la
bacteria nuevas propiedades fenotipicas, entre las que cabe resaltar tanto el

incremento en la expresion del producto del gen duplicado, como la regulaciéon
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diferencial de las dos copias, lo que conlleva a su vez potenciar la capacidad de
respuesta de las células a diferentes condiciones ambientales. Por ello, estos
procesos GDA resultan de gran relevancia bioldgica, ya que son capaces de
generar una mayor diversidad de genes, sobre los que actuard la seleccion
natural debida a las necesidades adaptativas?8+294295, De forma general, el
aumento de la dosis génica implica la existencia de un mayor niimero de dianas
donde pueden tener lugar mutaciones puntuales concretas que impliquen
efectos pleiotrépicos, permitiendo superar las limitaciones en el crecimiento
que se pueden presentar en determinados ambientes28329.297, La seleccion
positiva de las duplicaciones generadas tiene lugar cuando el beneficio que
produce la duplicacién es mayor que el coste energético que conlleva. Debido a
esto, la frecuencia de las duplicaciones que implican un menor coste aumentara
en detrimento de aquellas que provocan una tasa de crecimiento mas lenta. Sin
embargo, la presencia de una condicién o un factor limitante para la célula
provoca un aumento de la frecuencia de duplicacion, con la finalidad de mejorar
el crecimiento, ya que el resultado final compensa el gasto que conlleva el
proceso029829, Una vez que la célula consigue una mutacién 6ptima en uno de
estos genes duplicados que le permite superar el factor limitante del
crecimiento, se reduce la tasa de mutacion y el resto de mutaciones subéptimas
generadas en el proceso se van perdiendo, posteriormente, por
segregacion298299, Algunas de las condiciones limitantes que incrementan la
aparicion de duplicaciones en el genoma son el uso de nuevos metabolitos
existentes en el medio, la ausencia de algin nutriente esencial, la presencia de
algiin agente antimicrobiano o metales pesados en el medio, asi como la
supervivencia a unas condiciones ambientales extremas, donde la necesidad de
nuevos genes o el desarrollo de nuevas funciones en genes preexistentes para
superar estos problemas es vital291.293, No obstante, es importante citar los
datos obtenidos en estudios recientes, en los cuales se resalta que en una
poblaciéon bacteriana donde no existe ninguna condicion de estrés mas del 20 %

de las bacterias pueden llegar a contener una duplicacién en alguna region del
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genoma. Por lo tanto, los mecanismos GDA no estadn Uinicamente relacionados

con la presencia de condiciones de estrés300,

Es evidente la importancia que representan los mecanismos GDA para la
evolucion de los genomas, pero la investigacién de los mismos ha resultado un
desafio a lo largo de la historia por la falta de herramientas o técnicas eficientes
para detectarlas. Esta complejidad para su estudio también es debida a que
muchas de ellas se generan como respuesta a un estrés y se pierden cuando
desaparece la causa, sin llegar a fijarse en el genoma de forma estable. En la
actualidad, el desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva ha permitido
secuenciar un numero cada vez mayor de genomas, los cuales se encuentran
disponibles en las bases de datos. Todos estos genomas, junto a las
herramientas bioinformaticas, representan la mejor herramienta disponible
para llevar a cabo analisis genémicos precisos2?l. Como ejemplo del uso de
estas nuevas herramientas disponibles se encuentra el estudio realizado por
Arun y colaboradores en la cepa comensal E. coli MG1655, en el cual
categorizan todos los genes seglin su estado de conservacion, su expresion o su
duplicacién, a través de la comparacién con un gran nimero de genomas
secuenciados disponibles30l. Esta comparacién les permite concluir que los
genes que presentan una mayor conservacion y un menor grado de duplicaciéon
son aquellos implicados en funciones esenciales, como la replicaciéon del ADN, la
transcripcidn, la traduccién o el transporte de proteinas. Sin embargo, aquellos
genes involucrados en mecanismos que ayudan a la adaptacién a las
condiciones del medio si que son mdas propensos a sufrir algin proceso de
duplicacién, como es el caso de las proteinas de membrana o los reguladores
transcripcionales de estos genes30l. Ademads, se ha comprobado que las
diferencias entre genes duplicados residen principalmente en su regulacion
mas que en su funcién32, por lo que el estudio de la regulaciéon de estos genes
duplicados es importante para conocer mejor la funcién que desempeian en la

biologia de los microorganismos.
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La existencia de genes duplicados en genomas de E. coli ha sido puesta de
manifiesto anteriormente en diferentes trabajos. Un ejemplo de ello es el caso
del gen flu en muchas cepas, incluida la cepa 042197.303, e] cual codifica para la
adhesina Agn43 (ver siguiente apartado). Otro ejemplo es el estudio citado mas
arriba (llevado a cabo en la cepa MG1655), donde comparan y categorizan el
conjunto de genes duplicados en E. coli3%t. Pese a la disponibilidad de un gran
numero de genomas secuenciados, no se ha realizado hasta la fecha una
investigacién en profundidad sobre la distribucién de las duplicaciones y
amplificaciones en cepas patégenas de E. coli pertenecientes a los diferentes
patotipos. Los datos que se pueden generar en este tipo de estudio resultarian
de gran interés y aportarian mas informacién sobre la biologia de los diferentes
patotipos, incluso con potencial para aplicarse en campos de conocimiento muy
diversos, como es la busqueda de nuevas dianas terapéuticas. Teniendo en
cuenta la gran flexibilidad y plasticidad del genoma de E. coli, es mas que
probable que los procesos GDA no solo se hayan restringido a su core-genome,
sino también al amplio pangenoma que presenta esta bacteria, por lo que se

trata de un estudio muy extenso y necesario.

1.5 Operdn Agn43-YeeR-Aec69

La colonizacion de mudltiples ambientes requiere tanto de unas
importantes capacidades adaptativas como de una gran capacidad de adhesion
a diferentes superficies3?*. Numerosos estudios han demostrado que E. coli
codifica en su genoma un importante nimero de adhesinas con diferente
especificidad395-307, las cuales se pueden agrupar en dos grandes familias. Por
una parte, se encuentran las adhesinas asociadas a chaperonas que reconocen
proteinas glicosiladas o lipidos308309, mientras que por otra parte se encuentran
los autotransportadores relacionados con el sistema de secrecién de tipo 5

(T5SS)310311, La expresion de estos autotransportadores se asocia muchas veces
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con la virulencia, y los mismos se caracterizan por reconocer receptores
especificos y por estar implicados en las interacciones entre células
bacterianas, provocando agregacién celular3!2313, Entre todos estos
autotransportadores con capacidad de adherencia hay que destacar la proteina
Agn43, 1a cual se ha relacionado con la formacién de biofilm314 o la colonizacién

de la vejiga en infecciones urinarias30s.

La proteina Agn43 estd codificada por un gen denominado agn43 o flu,
debido a la capacidad para agregarse (fluffing) que presentaban las células que
la expresaban3?s, llegandose a correlacionar su presencia con la patogenicidad
de cepas de E. coli316, La estructura de la proteina presenta las caracteristicas
tipicas de este tipo de adhesinas, donde cada extremo tiene funciones bien
diferenciadas. En el extremo N-terminal se encuentra un péptido sefial y un
dominio que se secreta, llamado subunidad o, mientras que en el extremo C-
terminal la proteina adquiere forma de barril y es capaz de anclarse a la
membrana externa, actuando como canal para la subunidad a (Fig. 1.9)303317,
Ademas, se ha visto que para alcanzar la membrana externa depende de un

sistema de translocacion y ensamblaje (TAM), recientemente descrito318,

52 552 1039

Subunidad a . Subunidad p
| |
\ / |

Dominio translocado

Sitios de procesamiento

Dominio autochaperona

Fig. 1.9. Estructura de la proteina Agn43. En rojo se sefiala el péptido sefial (SP) en el
extremo N-terminal, en verde la subunidad a secretada y en azul oscuro la subunidad f.
En azul claro se resalta el dominio autochaperona. Se indica el sitio de procesamiento
de la subunidad a. Adaptado de van der Woude y Henderson303,
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En E. coli, el gen que codifica para esta proteina se encuentra dentro del
elemento génico CP4-44, el cual deriva del profago CP4. Su localizacion en el
cromosoma varia segun la cepa, lo cual sugiere que dicho elemento génico ha
sido adquirido por procesos HGT303, Un aspecto resaltable es que se ha descrito
la existencia de multiples copias del gen agn43 dentro de una misma cepa,
variando de 0 a 3303, siendo este Ultimo el nimero de copias del gen agn43 en la
cepa EAEC 042197. Mediante andlisis filogenéticos, las copias de este gen se han
divido en dos subfamilias, atendiendo a pequefias variaciones en su
tamafio303.319320, En el genoma de la cepa 042 se pueden encontrar tres copias
del gen agn43 (EC042_2242, 4511 y 4803)197, donde dos de estas copias
(EC042_2242 y 4511) tienen un 87 % de identidad entre ellas mientras que con
la copia EC042_4803 tienen un porcentaje menor (72 y 65 % con las copias
2242 y 4511, respectivamente). Atendiendo al estudio filogenético, las copias
EC042_2242 y 4511 se encuentran en la subfamilia I, mientras que la copia
EC042_4805 pertenece a la subfamilia II, lo que demuestra que en una misma
cepa puede haber varias copias de este gen e, incluso, ser de subfamilias
distintas303316, Esta variedad puede ser explicada por la diversidad que
presenta el punto de corte entre los dos dominios del autotransportador, lo que
da como resultado variaciones en el tamafio del dominio secretado (subunidad
)33, Por otra parte, en estudios recientes se ha llevado a cabo una clasificacion
diferente focalizada en la estructura de esta proteina, dividiendo las copias en

cuatro clases diferentes segin la combinacién de sus dominios32L.

La presencia de multiples copias de agn43 se ha visto en varios aislados de
E. coli y no esta limitada a un dnico patotipo303319, Sin embargo, no hay una
correlacién absoluta entre la presencia o ausencia de uno de las copias de
agn43 y la virulencia de las correspondientes cepas de E. coli393. Estos estudios
se han llevado a cabo principalmente en cepas UPEC305322, pero utilizando
diferentes cepas modelo, como es el caso de CFT073 y UTI89. Estas dos cepas

UPEC codifican copias diferentes de la proteina Agn43, y se ha llegado a
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conclusiones contradictorias respecto a la funcién de la misma en la formacion

de biofilm en las infecciones urinarias30s.

La regulacién de la expresion de la proteina Agn43 tiene lugar mediante un
mecanismo de variacion de fase315, La variacién de fase es un mecanismo que
dota de variabilidad genética a una poblaciéon homogénea, lo que puede
suponer una gran ventaja bajo ciertas condiciones adaptativas323. En el caso de
Agn43, la variaciéon de fase es epigenética, debido a que es causada por un
cambio en el estado de metilacién del ADN. Estas diferencias en el estado de
metilacion tienen lugar como consecuencia de la competicién entre la metilasa
Dam y el regulador OxyR324325, En la regiéon promotora del gen agn43 en E. coli
se encuentran tres sitios de metilacion de Dam (GATC), solapados con los sitios
de unidén del regulador OxyR. Cuando el ADN no esta metilado, OxyR es capaz
de unirse y bloquea la transcripcién del gen, lo que da como resultado la fase
OFF. No obstante, cuando la metilasa Dam metila los tres sitios GATC, la
transcripcidn del gen tiene lugar y OxyR es incapaz de unirse, encontrandose en
este caso en la fase ON (Fig. 1.10)324326327, Por lo tanto, para generalizar
conclusiones respecto a la proteina Agn43, es preciso tener en cuenta tanto la
copia estudiada como su estado ON/OFF, el nivel de expresion y el contexto

genético donde se encuentra303304,
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Fig. 1.10. Esquema de la regulacién por variacion de fase del gen agn43 por la accién de
OxyR y Dam. Se muestran las cadenas de ADN con los sitios diana GATC de la metilasa
Dam. La metilacién se representa con la letra M, la ARN polimerasa en verde y los
dimeros de OxyR en azul. Se indican los sitios -10 y -35 del promotor y el inicio de
transcripcién como +1. A) Fase ON caracterizada por la metilacién de las secuencias
GATC de ambas cadenas que impiden la unién de OxyR. B) Intermediario de la fase OFF
con los sitios GATC de una sola cadena metilados y OxyR unido. C) Fase OFF con todos
los sitios GATC desmetilados y OxyR unido con gran afinidad. La variacién de fase esta
relacionada con la replicaciéon del ADN, proceso en el cual quedan los sitios GATC
disponibles tanto para Dam como para OxyR. Adaptado de Van der Woude y
Henderson303.

Recientemente, se ha descrito que el gen agn43 se cotranscribe junto a dos
genes mas situados aguas abajo: yeeR y aec69328. Mientras que se desconoce

totalmente el papel que desempefia la proteina YeeR, se ha puesto de
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manifiesto que el producto del gen aec69 es una proteina de bajo peso
molecular (13 kDa) identificada por primera vez mediante el uso de
vacunologia reversa, resultando ser un buen candidato para su uso como
antigeno en nuevas vacunas329330, De la misma forma que ocurre con Agn43, la
expresion de la proteina Aec69 esta regulada por el regulador OxyR, ya que la
ausencia de este regulador provoca una sobreexpresion de Aec69328. Se ha
podido comprobar su presencia en el medio extracelular, por lo que se trata de
una proteina secretada. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual es
secretada es desconocido, porque no depende ni de Agn43 ni de YeeR, ni

tampoco del sistema de translocacién TAM que utiliza Agn43328.

En relacién con su estructura, mediante cristalografia se ha podido
determinar que la proteina Aec69 contiene un dominio semejante al de la
fibronectina 111328, La estructura de la proteina Aec69 consiste en siete cadenas
antiparalelas unidas formando dos laminas, estabilizadas por interacciones
hidrofébicas. Esta conformacion le confiere la capacidad de formar dimeros
(Fig. 1.11)328, Pese a que su secuencia no guarda una gran similitud con ninguna
proteina de funcién conocida, su estructura si que es caracteristica de proteinas
semejantes a inmunoglobulinas, como es el caso de los dominios extracelulares
de los receptores de interleuquinas humanos IL-2R, IL-4R y IL-10R328. Ademas,
no solo su estructura es parecida a la de estos receptores, sino que también es
capaz de unirse a sus ligandos (IL-2, IL-4 y IL-10, respectivamente). Estas
interleuquinas estan relacionadas con el crecimiento, diferenciacién y
proliferaciéon de células inmunes33!. Debido a esto, se ha denominado a esta

proteina IrmA (interleukin receptor mimic protein A)328.
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Fig. 1.11. Estructura obtenida por cristalografia de la proteina IrmA. A) Diagrama de la
unién de dos mondmeros de IrmA. B) Representaciéon en tres dimensiones de un
dimero de IrmA. Los mondmeros se representan en rojo y en amarillo. Las laminas 3
estan representadas como flechas y etiquetadas de la A la G. Adaptado de Moriel y
colaboradores328,

El estudio realizado por Moriel y colaboradores sobre la proteina Aec69
fue llevado a cabo en las cepas UPEC EC958 y CFT073. En la cepa CFT073 la
region agn43-yeeR-aec69 estd presente en dos copias3?8, no obstante, es
importante sefialar que en una de las regiones ha tenido lugar un evento de
insercion, como se puede ver en la figura 1.12. Esta insercién provoca la
disrupcién de la pauta de lectura del operén, de manera que los resultados
mostrados en el estudio sobre la proteina Aec69 en la cepa CFTO073

corresponden tnicamente a una de las copias de este gen (c1275).
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Fig. 1.12. Alineamiento de las dos regiones genémicas agn43-yeeR-aec69 de la cepa
UPEC CFTO073. En verde se muestra el gen agn43, en marrén el gen yeeR y en rojo el gen
aec69. Los genes insertados en la regidn causantes de la disrupcion del operén se han

sefialado en azul. Adaptado de Moriel y colaboradores328.

En el caso de la cepa EAEC 042, la region agn43-yeeR-aec69 también se
encuentra duplicada. A diferencia de la cepa CFT073, ambas regiones son
idénticas en esta cepa, como se aprecia en la figura 1.13. Es posible que en la
cepa 042 las dos copias sean funcionales, debido a que no se ha producido la

disrupcion de la pauta de lectura en ninguna de ellas.

yeeR ‘08569
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Fig. 1.13. Alineamiento de las dos copias del operén agn43-yeeR-aec69 en la cepa 042.
En rojo se muestra el gen aec69. Figura realizada con Easyfig332.

La expresion de las dos copias génicas puede ser diferente segin las
condiciones del medio o ser modulada por factores distintos. Por lo tanto, el
estudio de ambas copias y, sobre todo, el estudio de la regulacion de la
expresion génica de las mismas, puede resultar interesante para conocer la

funcién que desempefian y su posible papel en la virulencia de la cepa 042.
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Objetivos

En el momento del inicio de esta tesis, en el grupo de investigacion se habia
puesto de manifiesto la presencia de multiples copias del gen hha en la cepa

042 de E. coli y también en otras cepas patogenas de E. colizs.

El desarrollo de esta tesis parte del intento de contestar a una pregunta
sencilla. Teniendo en cuenta que la proteina Hha juega un papel regulador en E.
coli, la presencia de los nuevos alelos hhaZ y hha3 en algunas cepas ;podia
asociarse a la presencia en las mismas de genes especificos regulados por los

productos de dichos alelos?

Para responder a esta pregunta se utilizaron estrategias bioinformaticas
que han llevado a correlacionar la presencia de los alelos hha2 y hha3 con la
presencia de multiples copias del clister de genes yeeR aec69. Ello puso de
manifiesto que la cepa 042 presenta un nimero de duplicaciones importantes
en su genoma. Como hasta el momento se desconocia en detalle el impacto de
las duplicaciones en el genoma de E. coli, los estudios continuaron utilizando
herramientas bioinformaticas para establecer un catilogo preciso de
duplicaciones en el genoma de los diferentes patotipos de E. coli. Ello, a su vez,
puso de manifiesto la existencia de un conjunto de genes, la mayoria de funcion
desconocida, presentes en multiples copias que son comunes a practicamente
todos los patotipos, cosa insodlita teniendo en cuenta la amplia variabilidad

gendmica existente entre los mismos.

El capitulo siguiente de la tesis tuvo como objetivo analizar la regulacién
de las dos copias diferentes del gen aec69 en la cepa 042, a fin de tratar de dar

sentido bioldgico a la duplicacién de dicho gen.

Finalmente, partiendo de la identificaciéon anteriormente mencionada de
un grupo de genes amplificado cuatro veces en la cepa 042, y que esta presente
en practicamente todas las cepas virulentas de E. coli, decidimos investigar si

dichos genes juegan un papel en la virulencia de la cepa 042.
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Materiales y métodos

3.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo y su genotipo se detallan en la

Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cepas utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas.

Cepa Genotipo Referencia u origen
fhuA2 lac(del)U169 phoA gInV44
DH5a @80' lacZ(del)M15 gyrA96 recAl Taylor et al, 1993333
relA1 endA1 thi-1 hsdR17
hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 )
BL21 (DE Moffatt, 1986334
(DE3) lac-UV5-T7) Studier y Moffatt, 1986
EAEC 042 E. coli 042, aislamiento clinico: Cm Prof. 1. Henderson
Smr Tcr
42 1 plasmi AA2
EAEC 042 pAA- Cepa 042 con el plasmido p Stock de laboratorio
curado
EAEC 042 E. coli 042 mutante sencillo para el Este trabaio
irmA2244 gen irmA2244 ’

EAEC 042 2244::

3X

E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG
insertado en el extremo C-terminal
de la proteina IrmA2244

Este trabajo

EAEC 042 2244::

hha

3X

E. coli 042 2244:3X mutante
sencillo para el gen hha

Este trabajo

EAEC 042 2244::

hhanull

3X

E. coli 042 2244::3X mutante doble
para los genes hha y hha2

Este trabajo

EAEC 042 2244::

hns

3X

E. coli 042 2244:3X mutante
sencillo para el hns

Este trabajo

EAEC 042 2244::

oxyR

3X

E. coli 042 2244::3X mutante
sencillo para el gen oxyR

Este trabajo

EAEC 042 2244::

dam

3X

E. coli 042 2244:3X mutante
sencillo para el gen dam

Este trabajo

EAEC 042 2244::

3X

E. coli 042 2244::3X mutante

Este trabajo

irmA4509 sencillo para el gen irmA4509
EAEC 042 E. coli 042 mutante sencillo para el Este trabai
irmA4509 gen irmA4509 ste trabajo
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Cepa Genotipo Referencia u origen
E. coli 042 con el epitopo 3XFLAG
EAEC 042 4509::3X insertado en el extremo C-terminal Este trabajo
de la proteina IrmA4509
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509::3X mutante ,
. Este trabajo
hha sencillo para el gen hha
EAEC 042 4509::3X  E. coli 042 4509::3X mutante doble ,
Este trabajo
hhanull para los genes hhay hha2
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509::3X mutante ,
. Este trabajo
hns sencillo para el gen hns
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509::3X mutante ,
] Este trabajo
0xyR sencillo para el gen oxyR
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509::3X mutante .
, Este trabajo
dam sencillo para el gen dam
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509:3X mutante .
. . , Este trabajo
irmA2244 sencillo para el gen irmA2244
EAEC 042 4509::3X E. coli 042 4509::3X mutante para .
rom4509 la region promotora del gen Este trabajo
p irmA4509
E. coli 042 4509::3X
EAEC 042 4509:3X la Cor; (')()n Sgomito?;uta;:le paefi Este trabajo
i
prom4511 & p & )

agn43 4511

EAEC 042 irmAnull

E. coli 042 mutante doble para los
genes irmA2244y irmA4509

Este trabajo

EAEC 042 ALC

E. coli 042 mutante doble para los
genes lacZ y cat

Stock de laboratorio

EAEC 042 ALC
2244:lacZ

E. coli 042 ALC con la fusién
transcripcional cromosémica del
gen reportero lacZ bajo el control
del promotor del gen irmA2244

Este trabajo

EAEC 042 ALC
2244::lacZ hha

E. coli 042 ALC 2244::lacZ mutante
simple para el gen hha

Este trabajo

EAEC 042 ALC
2244::lacZ oxyR

E. coli 042 ALC 2244::lacZ mutante
simple para el gen oxyR

Este trabajo

EAEC 042 ALC
2244:lacZ dam

E. coli 042 ALC 2244::lacZ mutante
simple para el gen dam

Este trabajo

EAEC 042 ALC
4509:lacZ

E. coli 042 ALC con la fusién
transcripcional cromosémica del
gen reportero lacZ bajo el control

del promotor del gen irmA4509
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Cepa Genotipo Referencia u origen
EAEC 042 ALC E. coli 042 ALC 4509::lacZ mutante )
) Este trabajo
4509::lacZ hha simple para el gen hha
EAEC 042 ALC E. coli 042 ALC 4509::lacZ mutante ,
) Este trabajo
4509::lacZ oxyR simple para el gen oxyR
E. coli 042 mutante simpl 1
EAEC 042 hha cot U4 mutante simple para € Este trabajo
gen hha
E. coli 042 mutante dobl 1
EAEC 042 hhanull cott fuutante coble para los Este trabajo

genes hha y hha2

EAEC 042 hns

E. coli 042 mutante simple para el
gen hns

Este trabajo

EAEC 042 oxyR

E. coli 042 mutante simple para el
gen oxyR

Este trabajo

EAEC 042 E. coli 042 mutante doble para los .
] ) Este trabajo
irmA2244 oxyR genes irmA2244 y oxyR
EAEC 042 E. coli 042 mutante doble para los ,
] ) Este trabajo
irmA4509 oxyR genes irmA4509 y oxyR
E. coli 042 mutante para la region ,
EAEC 042 1A Este trab
génica EC042_2245-49 ste trabajo
E. coli 042 mutante para las
EAEC 042 2A regiones génicas EC042_2245-49 y Este trabajo
EC042_3221-26
E. coli 042 mutante para las
EAEC 042 3A regiones génicas EC042_2245-49, Este trabajo
EC042_3221-26 y EC042_4507-02
E. coli 042 mutante para las
i éni EC042_2245-49, .
EAEC 042 4A reglones genicas - Este trabajo

EC042_3221-26, EC042_4507-02 y
EC042_4805-10

Respecto a los plasmidos utilizados a lo largo de este trabajo, en la Tabla

3.2 se encuentran detallados.
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Tabla 3.2. Plasmidos utilizados.

.. , . Referencia u
Plasmido Caracteristicas )
origen
KD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K Cm"  Datsenko y Wanner,
p Cbr 200033
KD4 bla FRT ahp FRT PS1 PS2 oriR6K Kmr  Datsenko y Wanner,
p Cbr 200033
Datsenko y Wanner,
KD46 bla P bet SC101 oriTS Cbr
p a Pgap gam bet exo p ori 2000335
) Cherepanov y
CP20 bl tcl857 IP SC101 oriTS Cbr
p acatc Wflp p ort Wackernagel, 1995336
pSUB11 Vector utilizado c?mo molde de ADN Uzzau et al,, 2001337
para obtener el epitopo 3XFLAG
aLICator LIC Cloning
Pr7 lacO MB1) bla (Cbr) 6xHis C-
pLATE31 17 1acO rep (p ) bla (Cbr) 6xHis & Expression System

terminal

(ThermoScientific)

pLATE31-IrmA

Gen irmA clonado con el epitopo
6Histidinas en el extremo C-terminal
bajo el promotor de la ARN polimerasa
T7 en el plasmido pLATE31

Este trabajo

Ellermeier et al,,

pKG136 ahp km FRT lacZY+ tyis oriR6K 2002338
uj8 trp’-‘lacZ vector sin promotor, fusiones de Lorenzo et al.,
p lacZ tipo 1 1990339

pUJ8-prom2242

Regién promotora del gen agn43 2242
clonada en el plasmido pU]J8

Este trabajo

pUJ8-prom4511

Region promotora del gen agn43_4511
clonada en el plasmido pU]J8

Este trabajo

pUJ8-prom2244

Region promotora del gen irmA2244
clonada en el plasmido pU]J8

Este trabajo

pUJ8-prom4509

Region promotora del gen irmA4509
clonada en el plasmido pU]J8

Este trabajo

pUJ8-mut*prom4509

Region promotora del gen irmA4509
con sustituciones puntuales clonada
en el plasmido pUJ8

Este trabajo
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3.2 Oligonucleétidos

Los oligonucleodtidos utilizados a lo largo de este trabajo se encuentran

recogidos en la siguiente tabla.

Tabla 3.3. Descripcidn de los oligonucleétidos utilizados

Oligonucleotido Secuencia 5’ > 3’ Uso
o LATESLCT fo  AGAAGGAGATATAACTATGATTCAC Clo:jfldisg;? O{g mA
P CTGTTCAAAACCTGCATGATTACC p
pLATE31
lonaje del gen irmA
O LATESLCT GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTA  C Ona’eldf,ger,‘ d’rm
P v ACGTTTTTTCCGGAAACGGTAAT eh etprasmido
pLATE31
LIC forward Secuenciacion del

sequencing primer

TAATACGACTCACTATAGGG

plasmido pLATE31

LIC reverse sequencing

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

Secuenciacion del

primer plasmido pLATE31
GTGTCATCGTCATGACTCAGAGAGG
2244 P1 TAAATACCATGATTCACGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
GTGTCATCGTCATGATTCAGAGAGG
4509 P1 TAAATACCATGATTCACGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
ACAGAGGCTGAAGCATGAAACTGAC
irmA P2 TTCAGGGATCAGTTAACCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
C bacio
2244 Plup CCGGCGCAACGGATCTTCAAC omprobacion
mutagénesis
2244 P2down GTTTTTCAGGAACGAAAGCTG Comprobacion
mutagénesis
C bacio
4509P1up GACGGGGGAAAACATTTCAGT omprobacion
mutagénesis
4509P2down GTCATCATCAGAAATGGAACG Comprobacion
mutagénesis
CCATCCACTGCTAATTACCGTTTCC Insercion enit
IrmA:3X P1 GGAAAAAACGTTAACGACTACAAAG sercion epiopo

ACCATGACGG

3XFLAG
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Oligonucleotido Secuencia 5’ 2> 3’ Uso
ACAGAGGCTGAAGCATGAAACTGAC | o0 o0
IrmA:3X P2 TTCAGGGATCAGTTACATATGAATA LA
TCCTCCTTAG
ATGAGCGAAGCACTTAAAATTCTGA
hns P1 ACAACATCCGTACTCTTGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
TTATTGCTTGATCAGGAAATCGTCG
hns P2 AGGGATTTACCTTGCTCCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
hns Plup CCACCCCAATATAAGTTTGAG Comprobacion
mutageneSIS
hns P2down GGGATTTTAAGCAAGTGCAATC Comprobacion
mutageneSIS
ATGTCCGAAAAACCTTTAACGAAAA
hha P1 CCGATTATTTAATGCGTGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGTCTTC
TTAGCGAATAAATTTCCATACTGAG
hha P2 GAAGGGATCTTGTCGTACATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
hha Plup GTTAGAATTATTACAACCATGGG Comprobacion
mutageneSIS
ATCACGTTAATTGCAGCATAAAGTG
hha2 P1 ATGAGAGGCTAATGGAAGTGTAGCT Mutagénesis
GGAGCTGCTTC
AACGCCCGGCACAATACCGCTGTGA
hha2 P2 TTAACGAACGTTCAGGTCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
hha2 Plup GTCTGAGCGGTAAACGTATC Comprobacion
mutagénesis
KT CGGCCACAGTCGATGAATCC Comprobacion
mutagénesis
GCCATGAACTATCGTGGCGATGGAG
oxyR P1 GATGGATAATGAATATTGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
GCGGAAGCCTATCGGGTAGCTGCGC
oxyR P2 TAAATGGCTTAAACCGCCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
oxyR Plup GATAGGGATAATCGTTCATTG Comprobacion
mutagénesis
oxyR P2down GCAATACTATTGAGTACTTCG Comprobacion

mutagénesis
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Oligonucleotido Secuencia 5’ 2> 3’ Uso
CACAGCCGGAGAAGGTGTAATTAGT
dam P1 TAGTCAGCATGAAGAAAGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
TCAAATACTGTTTCATCCGCTTCTC
dam P2 CTTGAGAATTATTTTTTCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT
C baci6
dam P1up CCTGCAATGGTTTATCATCG omprobacion
mutageneSIS
dam P2down TAGTGGTTATCCATGACGTC Comprobacion

mutagénesis

GAUAUGGCGGAAUUCCUGUAGAAC

A3 adaptador GAACACUAGAAGAAA 5" RACE
B6 GCGCGAATTCCTGTAGA 5" RACE
irmA rv GCGACATTTTCCACGCACTC Walking RT-PCR
yeeR fw GAAATATCAGTGCCCTGAAC Walking RT-PCR
Int fw TTGTCAGTGTCATCGTCATG Walking RT-PCR
irmA fw GCATGATTACCGCCTTCATT Walking RT-PCR

prom2242 fw EcoRI

CGGAATTCACCTGTCGTGACTGATG
CCCT

Clonaje del promotor
del gen agn43_2242
en el plasmido pUJ8

prom2242 rv BamH]I

CGGGATCCCAGCTTTTCCTTAGATT
GAGG

Clonaje del promotor
del gen agn43_2242
en el plasmido pUJ8

prom4511 fw EcoRI

CGGAATTCACCTGTTGTGGATGATG
TCCT

Clonaje del prmotor
del gen agn43_4511
en el plasmido pUJ8

prom4511 rv BamHI

CGGGATCCTTCCTTAATCAGAGTGA
GGGT

Clonaje del prmotor
del gen agn43_4511
en el plasmido pUJ8

promirmA fw EcoRI

CGGAATTCAAGAAGCATTACCCCCG
GAGT

Clonaje del promotor
del gen irmA en el
plasmido pU]8

promirmA rv BamHI

CGGGATCCTCATGACGATGACACTG
ACAA

Clonaje del prmotor
del gen irmA en el
plasmido pU]J8

pUJ8 plup

CTGTAAGCGGATGCCGGGAGCA

Secuenciacion del
plasmido pU]J8
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Oligonucleotido Secuencia 5’ 2> 3’ Uso
lacZR GATGACCTGCAAGGCGATTA Secuenciacion del
plasmido pU]J8

ATATGGTTAACCGGCTGGAAGAAGC

promirmA P1 ATTACCCCCGGAGTTACGTGTAGGC Mutagénesis
TGGAGCTGCTTC
TTACCTCTCTGAATCATGACGATGA

promirmA P2 CACTGACAAGTCAGGTGCATATGAA Mutagénesis
TATCCTCCTTAGT

promirmA Plup CACTGGTGGTCAGTATCATC Comprobacion

mutagénesis

prom4511 P1

GTTGCCCGCGCGGTATGGAACTGGA
TCTTCTTCTGAACCTGTGTGTAGGC
TGGAGCTGCTTC

Mutagénesis

prom4511 P2

CCTGTAGCAGGTATTCAGATGTCGT
TTCATCAGCATTTCCTTCATATGAA

Mutagénesis

TATCCTCCTTAGT
prom4511 P1up GTGGACCGGATATTTGACAC Comprobacion
mutagénesis
C bacié
prom4511 P2down TGCCCGCCATGTTTAATGGT omprobacion
mutagénesis
ACCGGCATAACGGCTATTCTGCGCC .
Mut_prom_4509 fw TTTTACGCTTTATCACCTGA Mutagénesis dirigida
TCAGGTGATAAAGCGTAAAAGGCGC .
Mut_prom_4509 rv AGAATAGCCGTTATGCCGGT Mutagénesis dirigida

4507-02/2245-

CAGTAAATCTTAACCACCGATAAGG
AGCAAATTATGCGACTAGTGTAGGC

Mutagénesis

49/4 P1
9/4805 TGGAGCTGCTTC
TTATACCGCTAATTCATTCATAAGG
3221-26 P1 AGCAAAGTATGCAATTAGTGTAGGC Mutagénesis

TGGAGCTGCTTC

4507-02/3221-26 P2

TAATGCTGTCGGCTTCCAGCGTCAG
GGCCAGTTTCATTGTTTCATATGAA
TATCCTCCTTAGT

Mutagénesis

2245-49 P2

CCTGTACGTTAACGCTGTCGGCTTC
CAGTGTCATCATTTCGCCATATGAA
TATCCTCCTTAGT

Mutagénesis

4805-10 P2

CACTGTCGGCTTCCAGTGTCAGGGC
CAGTTTCATCATTTCGCCATATGAA
TATCCTCCTTAGT

Mutagénesis

2245-49/4507-02
Plup

CGCCAGTGACGGTCTTCTCAG

Comprobacion
mutagénesis
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Oligonucleotido Secuencia 5’ 2> 3’ Uso

2245-49 P2down TGGTGAGGGCTGGCATAAGT Comprobacion
mutagenesis

4507-02 P2down TTGTCTTCCGGCAACTGATG Comprobacion
mutagénesis
C bacié

3221-26 P1lup CAAACAGGCAATGGCTGCCA omprobacion
mutagénesis

3221-26 P2down CGGCAAGGGTTGCAAACGGT Comprobacion
mutagenesis
C bacié

4805-10 P1up GTTGCGCTGGTGATGCCGGA omprobacion
mutagénesis
C bacié

4805-10 P2down TATCTACGGCAGCAAGCCAG omprobacion
mutagenesis

3.3 Medios de cultivo y antibidticos

3.3.1 Medios de cultivo

Durante el trabajo se han utilizado diferentes medios de cultivo cuya

composicidn se especifica a continuacién:

= LB (Lysogeny Broth): se trata de un medio de cultivo liquido complejo

para bacterias donde se ha crecido E. coli de forma rutinaria. Esta
compuesto por 10 g/L de peptona tripsica de caseina, 5 g/L de extracto

de levadura y 10 g/L de NaCl.
= LB agar: medio de cultivo sélido utilizado para el crecimiento
bacteriano rutinario. Se obtiene mediante la adicion de 15 g/L de agar

para bacteriologia en medio LB.

= LB agar X-Gal: medio de cultivo s6lido usado para seleccionar colonias

por su fenotipo blanco/azul. Su composicion es igual que la del LB agar,
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suplementada con 40 pg/mL de X-Gal disuelto en N,N-

dimetilformamida, tras la esterilizacion del medio.

= SOB (Super Optimal Broth): medio rico que se ha utilizado en los

experimentos de inactivacién de genes cromosdémicos por fragmentos
de PCR, explicados mas adelante. Su composiciéon es 20 g/L peptona
tripsica de caseina, 5 g/L extracto de levadura, 0,58 g/L NaCl, 0,19 g/L
KCl y MgCl,/MgS04 20 mM (partiendo de una soluciéon de 1 M de ambas

sales)340,

= SOC (Super Optimal Broth with Catabolite repression): este medio se ha

utilizado para la recuperacion de células tras someterse a algin proceso
de transferencia genética. Se obtiene suplementando el medio SOB con

20 mM de glucosa esterilizada por filtracion3.

= M9: medio minimo liquido de composicidon definida utilizado para el
crecimiento bacteriano. Estd compuesto por sales M9 1X, glucosa 0,4 %,

MgS04 20 mM y 0,1 mM de CaCl..

= Sales M9 10X: solucidén de sales utilizada para la preparaciéon del medio
M9. Su composicién es 70 g/L de Na;HPO4- 7 H20, 30 g/L de KH2PO4, 5
g/L de NaCl, 10 g/L de NH4CL

= DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium): medio de cultivo

comercial (Gibco) utilizado en los ensayos de formaciéon de biofilm en
los distintos mutantes de la cepa 042 de E. coli. El medio fue

suplementado con 0,45 % (p/v) de glucosa como fuente de carbono.
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3.3.2 Antibioticos

En algunos casos ha sido necesario suplementar los medios sélidos y
liquidos con antibioéticos. Estos antibidticos se conservan a -20 2C y han sido

preparados siguiendo las siguientes indicaciones:

= (Carbenicilina (Cb): se ha preparado un stock a una concentraciéon de
100 mg/mL en agua destilada y se ha esterilizado por filtracion,
mediante filtros de 0,22 um de didmetro de poro (Millipore). Se ha

usado a una concentracion final de 50 o0 100 pg/mL.

= Kanamicina (Km): el stock se ha preparado a una concentracion de 50

mg/mL en agua destilada y se ha esterilizado por filtracion. Su

concentracion de uso ha sido de 50 pg/mL.

= (loranfenicol (Cm): la solucién madre se ha preparado a una

concentracion de 100 mg/mL en etanol absoluto. La concentracién final

ala que se ha utilizado es de 25 pg/mL.

3.4 Métodos microbiologicos

3.4.1 Esterilizacion

El material de vidrio y plastico utilizado, como los medios de cultivo
preparados, han sido esterilizados por calor himedo en el autoclave. Se ha
realizado un ciclo de 20 minutos a 121 2C a una atmésfera de presion. Sin
embargo, en el caso de soluciones termolabiles, la esterilizacion se ha realizado

mediante filtracion, utilizando filtros estériles de 0,22 um de didmetro de poro.
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En las técnicas realizadas con ARN, el material se ha adquirido

directamente de la casa comercial libre de nucleasas.

3.4.2 Mantenimiento y crecimiento de los microorganismos

Las cepas obtenidas y utilizadas en todo este trabajo se encuentran
congeladas a -80 2C, en una solucién de LB con glicerol al 20 % (v/v) como
crioprotector. La recuperacién de las células se ha llevado a cabo mediante la
siembra en placas de LB agar. Las placas se han suplementado con los
antibidticos necesarios en cada caso y se han dejado crecer durante 16 horas a

30 0 37 °C, segun la cepa descongelada.

Los experimentos realizados en este trabajo se han realizado a partir de un
inoculo liquido. El indculo se ha obtenido resuspendiendo varias colonias en
medio LB liquido y creciéndolo a la temperatura indicada en agitacién, durante
16 horas. Tras el crecimiento de estos cultivos, se ha inoculado en medio
liquido fresco una dilucién 1:100 y se ha realizado el experimento en las

condiciones de temperatura y agitacion correspondientes.

En los experimentos donde se ha realizado un seguimiento del crecimiento
celular, se ha medido la densidad 6ptica de los cultivos a 600 nm (DOgoonm). Esta
medida se ha realizado cada 30 minutos, haciendo uso del espectrofotémetro

Genesys 10 UV-VIS de ThermoScientific.

En el caso de los ensayos en condiciones de anaerobiosis, se han crecido
cultivos en medio LB en estatico durante toda la noche, donde se ha evitado el
transporte gaseoso mediante la adicion de vaselina. Por otra parte, en el caso de
realizar un curado de un plasmido termosensible, las células se han incubado a

42 °C en cultivos sucesivos para inducir la completa pérdida del vector.
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3.5 Técnicas experimentales con ADN

3.5.1 Aislamiento de ADN plasmidico

Para llevar a cabo la extraccion de ADN plasmidico, se ha utilizado el kit
comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit de ThermoScientific. Se ha seguido el

protocolo indicado por el fabricante, el cual se basa en la lisis alcalina.

3.5.2 Transformacion bacteriana

La transformacion bacteriana se ha utilizado para la incorporacion de ADN
externo a la célula de interés. Se ha llevado a cabo mediante dos métodos:
transformacion de células competentes obtenidas por tratamiento con cloruro
de calcio (CaClz)34! y electroporacidn342. La transformacion se ha realizado para
la incorporacién de ADN plasmidico mientras que, en aquellos casos donde se

requeria una eficiencia mayor del proceso, se ha electroporado.

3.5.2.1 Transformacion de células competentes obtenidas por

tratamiento con CaCl,

En este método se consigue la competencia de las células mediante
tratamiento con CaCly, el cual desestabiliza la membrana celular. En primer
lugar, se ha crecido un cultivo en LB de la cepa que se quiere transformar a 37
°C en agitacion hasta la fase exponencial temprana (DOsoonm 0,2). A
continuacion, el cultivo se ha centrifugado a 4.000 revoluciones por minuto
(rpm) durante 15 minutos a una temperatura de 4 2C para sedimentar las
células, retirando el medio de cultivo. Las células se han lavado con 20 mL de
una solucién de 50 mM CaCl; autoclavada y fria, volviendo a centrifugar en las

mismas condiciones. Este lavado se ha repetido 3 veces en total. Finalmente, las
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células se han resuspendido con la misma solucién de 50 mM CaCl; en el
volumen adecuado para su uso (150 uL por transformacién), manteniéndolas

en hielo durante 30 minutos como minimo antes de su uso.

La transformaciéon bacteriana se ha hecho usando 150 pL de células
competentes y un volumen de 1-10 pL de ADN plasmidico (10-50 ng). La
mezcla se ha dejado 30 minutos adicionales en hielo. Seguidamente, se han
sometido las células a un choque térmico para conseguir la formacién de poros
en la membrana, a través de los cuales se introducira el ADN. El choque térmico
ha consistido en introducir las células en un bafio a 42 °C durante 2 minutos y
dejarlas en hielo de nuevo durante otros 2 minutos. Las células se han
recuperado afiadiendo LB o SOC hasta un volumen de 1 mL. Luego, para
permitir la expresién de los marcadores de resistencia presentes en el ADN
plasmidico transformado, se ha incubado durante 1-2 horas en agitaciéon a 30 o
37 °C, segun la termosensibilidad del plasmido. Por ultimo, se han sembrado en
placas de LB suplementadas con el antibidtico correspondiente para

seleccionar las células transformantes.

3.5.2.2 Electroporacion

La permeabilizacidn de las membranas se obtiene en este método gracias a
la aplicacidn de un voltaje determinado. Se ha crecido un cultivo hasta DOsoonm
0,6 y se ha centrifugado durante 15 minutos a 4.000 rpm en frio. Se ha retirado
el sobrenadante y el sedimento se ha resuspendido en 20 mL de glicerol al 10 %
frio, volviéndolo a centrifugar en las mismas condiciones. Este lavado se ha
repetido 3 veces mas. Estos lavados eliminan las sales presentes en el medio de
cultivo, reduciendo asi la fuerza i6nica del medio. Por ultimo, se han
resuspendido las células en el volumen adecuado de glicerol 10 % frio (60 pL

por electroporacion), manteniéndolas en hielo hasta su utilizacién.
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La transformacidn bacteriana se ha realizado mediante la adicién de 2-5 uL
de ADN purificado (alrededor de 1 pg) a 60 pL de células competentes. La
mezcla se ha introducido en una cubeta de electroporacion con una amplitud de
hendidura de 1 mm (1 mm Electroporation cuvettes Molecular BioProducts). A
continuacion, la cubeta ha sido sometida a una descarga eléctrica de 1.250 V
con pulsos de 54 a 58 ms en el electroporador (Electroporator 2510
Eppendorf). Las células se han recuperado con medio SOC hasta un volumen de
1 mL. Finalmente, se han incubado durante 1-2 horas a 30 o 37 °C y se han
seleccionado las células transformadas, sembrandolas en placas de LB

suplementadas con el antibiotico adecuado.

3.5.3 Uso de enzimas

Las enzimas de restriccion utilizadas pertenecen a la casa comercial
ThermoScientific. Se ha hecho uso del tampdén concentrado 10 veces
suministrado por la casa comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante.
En el caso de llevar a cabo una digestion con dos enzimas en la misma reaccion,
se ha utilizado el software DoubleDigest Calculator (ThermoScientific),

determinado las condiciones dptimas de la misma.

Tras la digestién de plasmidos, se ha llevado a cabo una reaccién de
desfosforilacion de sus extremos mediante la fosfatasa alcalina FastAP. Esta
reaccidén evita su recircularizacién, optimizando su uso en reacciones de
ligacion. Las reacciones de ligacion se han llevado a cabo mediante la ligasa de
ADN T4. De forma general, se ha calculado la cantidad de ADN plasmidico y de
inserto de interés necesarias para obtener una relacién molar 1:3. El calculo ha

sido el siguiente:

x ng vector -y Kb inserto 3

z Kb vector 1
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3.5.4 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccién

en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta reaccidn se ha llevado a cabo para la amplificaciéon de fragmentos de
ADN de interés. En funcién del uso final del producto de PCR, se ha utilizado

una polimerasa diferente.

De forma rutinaria, el genotipado de cepas bacterianas o la comprobacién
de clonajes se han realizado con la mezcla comercial DreamTaq Green PCR
Master Mix (ThermoScientific). Esta mezcla comercial estd a una concentraciéon
2X y, ademdas de la polimerasa, contiene iones Mg*2, nucleé6tidos
desoxirribonucleicos (dNTPs) y el tampo6n necesario para un funcionamiento
optimo de la reaccién. Las cantidades utilizadas para una reacciéon han sido
DreamTaq Master Mix a una concentracion 1X, 0,4 mM de cada oligonucledtido,

2 uL de muestra y agua bidestilada hasta un volumen de 25 pL.

Por otra parte, cuando ha sido necesaria una elevada fidelidad de la
amplificacién, se ha utilizado la enzima Phusion Hot Start Il DNA Polymerase
(ThermoScientific). Esta enzima posee la actividad polimerasa 5’ -> 3’ inhibida a
temperatura ambiente, previniendo de esta manera la amplificacién de
productos inespecificos. Por otra parte, también tiene actividad exonucleasa 3’ -
> 5, por lo que su tasa de error es minima. En la reacciéon se ha utilizado
tampdn HF (incluido con la enzima Phusion) a una concentracion 1X, 0,2 mM de
una mezcla de dNTPs, 0,2 mM de cada oligonucledtido, 0,5 puL. de polimerasa

(2U/uL), 2 pL de muestra y agua bidestilada hasta un volumen de 50 pL.

La determinacion de la temperatura y tiempo de la etapa de hibridacién ha
dependido de la longitud y secuencia de los oligonucleétidos que se han usado.
El tiempo de extension ha dependido de la longitud del fragmento que se ha
amplificado y de la velocidad de extensiéon de la polimerasa utilizada. En

términos generales, el programa utilizado para la enzima DreamTaq ha sido 5
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minutos (min) a 95 °C de desnaturalizacién inicial, seguidos de 30 segundos
(seg) a 95 2C. A continuacidn, se ha realizado la hibridacién durante 30 seg a X
2C (segun los oligonucledtidos empleados) y la extension a 72 2C durante 1
min/Kb. Estas 3 etapas se han repetido 30 ciclos y, por ultimo, se ha llevado a
cabo una extensidn final durante 10 min a 72 2C. En el caso de la enzima
Phusion, la etapa de desnaturalizacion se ha realizado a una temperatura de 98

2Cy el tiempo de extension es de 15-30 seg/Kb.

Las muestras utilizadas como ADN molde en las reacciones de PCR han
consistido en ADN plasmidico o una suspension de una colonia bacteriana en

50 pl de agua bidestilada estéril.

3.5.5 Purificacion de productos de PCR

Una vez realizada la amplificacion del fragmento de interés, se ha llevado a
cabo su purificaciéon. La purificacion permite eliminar tanto los posibles
dimeros de oligonucleétidos que se hayan podido formar como los dNTPs y
sales del tampdn utilizados. Esta purificacién se ha realizado siguiendo las

instrucciones del kit comercial GeneJET PCR Purification Kit (ThermoScientific).

Tras este paso, se ha cuantificado la muestra mediante el
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer ND-1000
(ThermoScientific). En el caso de haber contaminaciones o una baja
concentracion de ADN, se ha precipitado el ADN mediante la adicién de 3
volumenes de etanol 100 % y 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M pH 5,2. La
mezcla se ha incubado a -20 2C durante toda la noche. Al dia siguiente, se ha
centrifugado a 13.400 rpm durante 10 minutos y se ha descartado el
sobrenadante. Se ha adicionado 1 volumen de etanol 70 % y se ha vuelto a
centrifugar durante 10 minutos. Por ultimo, el sedimento se ha secado al aire y

resuspendido en 12 uL de agua bidestilada estéril.
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En el caso de que haya sido necesaria una pureza muy elevada, tras haber
realizado estos pasos de purificacién y precipitacién se han dializado los acidos
nucleicos. Este proceso se ha realizado con filtros de 0,025 um, eliminando

cualquier resto de sales que hubiera podido quedar remanente.

3.5.6 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El ADN plasmidico aislado y los productos de PCR obtenidos se han
analizado mediante una electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se ha hecho
uso de una cubeta horizontal sumergida en tampo6n TBE 0.5X (45 mM Tris, 45
mM &cido boérico y 1 mM EDTA a un pH final de 8,3). La concentracion de
agarosa utilizada ha variado en funcién del tamafio del fragmento a separar
electroforéticamente. Se han preparado los geles con una concentracién de
agarosa del 2 % (p/v), para aquellos fragmentos con un tamafio inferior a 1 kb
y, para tamafios superiores, a una concentracion del 0,8-1,2 % (p/v). La
electroforesis se ha realizado a temperatura ambiente, aplicando un voltaje de
100 voltios (V) durante un tiempo de 30 min. Tras la electroforesis, se ha tefiido
el gel en una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 pg/mL
en TBE 0,5X durante 20 minutos. Finalmente, se han observado los geles con
luz ultravioleta con el equipo Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (Bio-Rad),

obteniendo y guardando imagenes de los geles.

En todos los casos, se ha cargado un marcador de pesos moleculares

adecuado al tamafio del fragmento de interés:

e Lambda/Hindlll Marker (ThermoScientific): recomendado para
determinar el tamafio de fragmentos grandes ya que contiene bandas

hasta un tamafio de 23 kb.
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e Generuler 1Kb DNA ladder (ThermoScientific): marcador que contiene
un patréon de 14 bandas comprendido entre 250 pb y 10 kb, adecuado
en el caso de fragmentosde de PCR de tamafio medio-alto.

e Generuler 100 bp DNA ladder (ThermoScientific): marcador utilizado
para determinar el tamafio de fragmentos pequefios ya que contiene un

patréon de 10 bandas comprendidas entre 100 pb y 1 kb.

3.5.7 Aislamientos de fragmentos de ADN a partir de geles de

agarosa

El aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se ha
llevado a cabo visualizandolo con una lampara de luz UV. La luz UV empleada
ha sido de onda larga y baja intensidad para no ocasionar dafios en el ADN. Se
ha cortado el trozo de gel que contenia el fragmento de interés y se ha
purificado, siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial QIAEX II

Gel Extraction Kit (Qiagen).

3.5.8 Secuenciacion de fragmentos de ADN

En los casos en los que ha sido necesario confirmar la secuencia del
plasmido o del fragmento de PCR, se ha realizado una secuenciaciéon por el
método de Sanger con la empresa Eurofins Genomics. Se han seguido las
indicaciones de la empresa: 10 uL de reaccién en un tubo eppendorf de 1,5 mL
que contienen 5 pl. de ADN molde a 100 o 12 ng/uL, segin sea plasmido o
producto de PCR, y 5 ul. de oligonuledtido directo o reverso a una

concentracién de 5 pM.
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3.6 Métodos de mutagénesis bacteriana

3.6.1 Inactivacion de genes cromosomicos utilizando

fragmentos de PCR

De manera general, las bacterias, como es el caso de E. coli, no se pueden
transformar con ADN lineal, debido a que las exonucleasas citoplasmaticas lo
degradan facilmente. Como solucién, Datsenko y Wanner, en el afio 2.000,
describieron un protocolo para conseguir el reemplazamiento de una secuencia
cromosOmica de interés por un gen de resistencia a un antibiotico, el cual se

genera mediante una Unica reaccién de PCR335,

Siguiendo el protocolo, el gen de resistencia al antibidtico se ha obtenido
por PCR mediante una pareja de oligonucledtidos de aproximadamente 60
nucledétidos (llamados en este trabajo por el nombre del gen seguido de P1 o P2,
(Tabla 3.3), usando como ADN molde los plasmidos pKD3 o pKD4. Los
oligonucelétidos presentan homologia tanto al casete de resistencia flanqueado
por secuencias FRT presentes en un plasmido (kanamicina en el caso del
plasmido pKD4 y cloranfenicol en el plasmido pKD3) como a las regiones
adyacentes del gen cromosémico que se quiere reemplazar. Esta resistencia
permite seleccionar las bacterias transformantes en placas de LB agar
suplementadas con el antibiético correspondiente. Una vez que se han
seleccionado y comprobado los mutantes, puede ser eliminada la resistencia al
antibiético mediante la recombinacién de las secuencias FRT que se han
introducido. Las secuencias FRT se recombinan mediante la accién de la
recombinasa FLP codificada en el plasmido auxiliar pCP20. Todo este proceso

se encuentra resumido en la Fig. 3.1.
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Fig. 3.1. Representacion esquematica de la estrategia utilizada en el protocolo de
mutagénesis bacteriana descrito por Datsenko y Wanner333. Se genera un producto de
PCR mediante el uso de oligonucledtidos que presentan regiones homoélogas al
fragmento cromosémico a reemplazar (H1 y H2, de 40 nucle6tidos) y a un plasmido
(pKD3 o pKD4), mediante las colas P1 y P2 (con un tamafio de 20 nucleétidos). El
producto de PCR consiste en un casete de resistencia a antibidtico (CmR en el caso del
plasmido pKD3 o KmR en el caso del plasmido pKD4). La recombinasa Red presente en
el plasmido pKD46 cataliza la reacciéon de recombinacién entre el producto de PCR y la
region cromosdémica de interés mediante las regiones de homologia introducidas en las
colas H1 y H2. Opcionalmente, el casete de resistencia se puede eliminar con la ayuda
de la recombinasa FLP, que catalizard la reaccién de recombinacién entre las
repeticiones directas FRT que flanquean los extremos del casete de resistencia
amplificado en el producto de PCR. Adaptado de Baba y colaboradores343.
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3.6.1.1 Generacion del fragmento que contiene el gen de resistencia

al antibiotico mediante PCR

Las resistencias utilizadas en este trabajo han sido cloranfenicol y
kanamicina, las cuales se encuentran codificadas en los plasmidos pKD3 y
pKD4, respectivamente. Para amplificarlas, se han disefiado oligonucleétidos
(directo y reverso) que contienen 42 nucledtidos homologos al gen de interés
que se quiere reemplazar en el extremo 5’, mientras que el extremo 3’ contiene
las secuencias complementarias al plasmido que contiene la resistencia (20
nucleétidos). De esta manera, se genera por PCR un fragmento con secuencias
homologas al gen de interés en cada extremo y, en la zona central, el gen de
resistencia al antibiético flanqueado por secuencias FRT (Fig. 3.1). Una vez
obtenido este fragmento de PCR, se ha realizado un tratamiento con la enzima
Dpnl. Esta enzima digiere inicamente el ADN metilado, degradando de manera
especifica el ADN molde (plasmidos pKD3 o pKD4), ya que el ADN sintetizado
de novo no se encuentra metilado. Por ultimo, se ha llevado a cabo su

purificacién como se ha indicado en el apartado 3.5.5.

3.6.1.2 Reemplazamiento alélico

La cepa que se ha querido mutagenizar se ha transformado previamente
con el plasmido pKD46, el cual tiene un replicon termosensible y resistencia a
carbenicilina. Este plasmido también contiene la recombinasa Red del fago A
bajo el control de un promotor inducible por arabinosa (Psap), la cual permite la
recombinacion del fragmento que se ha generado con la regién cromdsmica de
interés. Ademads, esta enzima inhibe la accién de la exonucleasa V celular,

favoreciendo asi la entrada de ADN a la célula sin que sea degradado.

La cepa transformada con el pldsmido pKD46 se ha crecido a 30 2C en

medio SOB suplementado con carbenicilina 100 pg/mL, 10 mM de L-arabinosa,
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para inducir la expresién de la recombinasa Red, y 10 mM de Mg*2 (a partir de
una soluciéon de 1 M MgSOs y 1 M MgCly), necesario como cofactor de la
recombinasa, hasta una DOgoonm de 0,6-0,8. Una vez alcanzada esta DOgoonm, S€
ha procedido a la obtencion de células electrocompetentes, como se ha
explicado en el apartado 3.5.2.2. Se ha electroporado con 1 pg del fragmento de
ADN generado por PCR previamente. A continuacidn, se han recuperado las
células en 1 mL de medio SOC y se han incubado a 37 2C durante 2 horas con
una buena agitaciéon y aireacion. Tras la incubacién, se han sembrado 200 uL en
placas de LB agar suplementadas con el antibiético correspondiente y el resto
de la suspensién sobrante se ha incubado durante toda la noche a temperatura
ambiente, sembrandola al dia siguiente. Las placas se han incubado a 37 2Cy las
colonias resistentes resultantes se han genotipado mediante PCR
(oligonucleé6tidos con el nombre del gen seguido de P1up o P2down y KT, Tabla

3.3).

3.6.1.3 Eliminacion de la resistencia a antibidtico

Una vez comprobada la insercidn cromosémica de la resistencia, se ha
llevado a cabo su eliminacién opcionalmente. Esto es debido a que la presencia
del casete puede afectar a la expresion de genes situados aguas abajo. Se ha
transformado el mutante con el plasmido pCP20, el cual también es
termosensible, aporta resistencia a carbeniclina y cloranfenicol y codifica para
la recombinasa FLP, cuya expresion es inducible a 42 2C33¢, La recombinasa FLP
induce la recombinacién de las secuencias repetidas FRT, las cuales flanquean
al casete de resistencia. La transformacion se ha sembrado en placas de LB con
ampicilina 50 pg/mlL, incubandolas a 30 °C durante toda la noche para
seleccionar las bacterias que contienen el plasmido. Una vez crecidas, se han
sembrado de nuevo los transformantes en placas de LB sin antibi6tico a una

temperatura de 42 °C, provocando la recombinacién de los sitios FRT por la
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recombinasa FLP a la vez de realizar el curado del plasmido pCP20. Se han
hecho estrias sucesivas a esta temperatura y, por ultimo, se han verificado los

mutantes mediante PCR.

3.6.2 Construccion de fusiones génicas con la secuencia

codificante 3XFLAG mediante la recombinasa Red

Con la finalidad de detectar proteinas de interés mediante ensayos de
inmunodeteccidn y de reducir los costes y tiempo que conlleva la utilizacion de
antisueros especificos contra la proteina de interés, se ha insertado una
etiqueta 3XFLAG en el extremo carboxi-terminal. Se ha utilizado un anticuerpo
monoclonal comercial especifico contra esta etiqueta (Monoclonal ANTI-FLAG

M2 antibody, Sigma).

Para llevarlo a cabo, se ha seguido el protocolo descrito por Uzzau y
colaboradores33’. Este protocolo es semejante al anteriormente descrito en el
apartado 3.7.1, realizando algunas modificaciones para obtener una fusion
traduccional con la secuencia codificante del epitopo 3XFLAG en el extremo C-
terminal. Se han disefiado dos oligonucle6tidos (nombrados por el nombre del
gen seguido de 3XP1 o 3XP2, Tabla 3.3) que amplifican la etiqueta 3XFLAG
seguida de la resistencia a kanamicina. Esta PCR se ha realizado con el plasmido
pSUB11 como molde. El oligonucle6tido directo es complementario a los 40
nucleétidos anteriores al codén de parada del gen de interés en su extremo 5,
mientras que el extremo 3" es complementario a los primeros 20 nucleé6tidos de
la etiqueta 3XFLAG presente en el plasmido pSUB11. Por otra parte, el
oligonucledtido reverso presenta en el extremo 5° complementariedad a 40
nucledtidos de la secuencia adyacente al gen de interés, empezando por 4
nucleétidos aguas arriba del codén de parada de este gen. En el extremo 3" se

encuentran 20 nucleétidos complementarios al priming site 2 del plasmido
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pSUB11. De esta manera, se ha obtenido un fragmento de PCR que contiene de
5" a 3’ una region homologa al gen en el que se quiere realizar la fusion, la
secuencia del epitopo 3XFLAG, la resistencia a kanamicina flanqueada por
secuencias FRT y una region homoéloga a la secuencia posterior al gen de
interés (Fig. 3.2). Una vez hecha la PCR (apartado 3.5.4), se ha hecho un
tratamiento con la enzima Dpnl para eliminar el ADN molde y se ha purificado,
tal y como se ha descrito en el apartado 3.5.5. Una vez purificado, la sustituciéon
alélica se llevé a cabo tal y como se ha descrito en el apartado 3.6.1.2. Las
fusiones se han seleccionado en placas de LB suplementadas con kanamicina y
se han verificado mediante PCR. Finalmente, la resistencia a kanamicina se ha
curado gracias a las secuencias FRT flanqueantes, siguiendo la metodologia
indicada en el apartado 3.6.1.3.
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Fig. 3.2. Esquema del protocolo de fusién cromosémica de la etiqueta 3XFLAG en el
extremo C-terminal de un gen determinado (target gene). En negro se indica el epitopo
3XFLAG. La resistencia a antibiotico (KmR) se encuentra flanqueada por dos secuencias
FRT (marcadas a rayas). El producto de PCR generado se integra en el cromosoma
mediante recombinacidn, tal y como se ha indicado en el apartado 3.6.1. Adaptado de
Uzzau y colaboradores337.
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3.6.3 Construccion de fusiones génicas con el gen lacZ mediante

la recombinasa FLP

La creacion de fusiones transcripcionales con el gen reportero lacZ se ha
realizado a partir del método descrito por Ellermeier y colaboradores344. Este
método también es una modificacién del protocolo de inactivaciéon de genes

cromosomicos por fragmentos de PCR (apartado 3.6.1).

En este caso, a los mutantes en los que se ha curado la resistencia a
antibidtico se les ha vuelto a transformar el plasmido pCP20 que codifica la
recombinasa FLP. A continuacion, se les ha transformado también el pladsmido
pKG136, el cual presenta el gen lacZ sin promotor y con secuencias FRT seguido
de un gen de resistencia a kanamicina. La accién de la recombinasa FLP permite
la recombinacion entre los sitios FRT existentes en el gen que se ha mutado con
los sitios FRT que flanquean al gen lacZ y la resistencia a kanamicina presentes
en el plasmido pKG136 (Fig. 3.3). Mediante la siembra en placas suplementadas
con kanamicina se han seleccionado aquellos clones que han incorporado la
resistencia y, por tanto, la fusién transcripcional en el gen de interés. Estas
fusiones también han sido comprobadas por PCR y, posteriormente, utilizadas

en ensayos de valoracién de la actividad -galactosidasa.
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Fig. 3.3. Representacidn esquematica del protocolo de fusion del gen reportero lacZ en
el cromosoma bacteriano. El gen reportero lacZ presente en el plasmido pKG136 se
integra en la secuencia FRT generada previamente en el cromosoma bacteriano
mediante el protocolo de mutagénesis basado en el reemplazamiento alélico. La
recombinasa FLP presente en el plasmido pCP20 se encarga de catalizar dicha reaccion
que permite obtener fusiones cromosémicas con el gen reportero lacZ. Adaptado de
Ellermeier y colaboradores338,

3.6.4 Construccion de fusiones transcripcionales en el plasmido

puJs

Las fusiones transcripcionales plasmidicas se han generado para el estudio
de las regiones reguladoras de los genes de interés utilizando el plasmido
pUJ8339 (Fig. 3.4). Este plasmido presenta el gen reportero lacZ sin su region
promotora y un casete de resistencia a ampicilina para su seleccion. Las
regiones promotoras que se han querido estudiar se han amplificado por PCR
usando la enzima Phusion Hot Start Il DNA Polymerase (apartado 3.5.4). En los
fragmentos de PCR se ha afiadido la diana de restricciéon EcoRI en el extremo 5’
y la diana BamHI en el extremo 3’. Una vez amplificado, se ha digerido tanto el

inserto como el vector y se ha ligado en el sitio EcoRI/BamHI. La fusién
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transcripcional obtenida se ha utilizado para valorar la actividad pB-

galactosidasa.
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Fig. 3.4. Esquema del plasmido pU]J8. El plasmido contiene el gen lacZ sin promotor y
codifica el gen para la resistencia a ampicilina (bla). Adaptado de de Lorenzo y
colaboradores339,

3.6.5 Mutagénesis Sitio-Dirigida

La mutagénesis dirigida es una técnica util para estudiar la relacion
estructura-funcién de proteinas, la expresion génica y para llevar a cabo
modificaciones puntuales en vectores, como es el caso del plasmido pU]J8. Esta
técnica permite introducir mutaciones puntuales en secuencias de ADN
plasmidico, haciendo uso de una polimerasa robusta y altamente fiable, como
es el caso de la polimerasa Phusion Hot Start [I DNA Polymerase
(ThermoScientific), y oligonucleétidos complementerarios entre si con la
mutacién deseada. La polimerasa permite la sintesis de todo el plasmido de

novo, introduciendo las mutaciones puntuales codificadas en los
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oligonucleétidos disefiados. La figura 3.5 muestra este proceso de manera

esquematica.

1. Sintesis de la cadena con
la mutagénesis deseada

+ O
2. Digestion del plasmido molde
Q con la enzima Dpnl
+

3. Transformacién en la cepa DH5a
de E. coli

Fig. 3.5. Esquema de la metodologia empleada para llevar a cabo la mutagénesis Sitio-
Dirigida. En verde y naranja se indica la secuencia molde. En azul y rosa la secuencia
sintetizada de novo. Las flechas rojas indican la modificacién puntual introducida.

El fragmento génico de interés fue clonado en el vector pU]J8, tal y como se
ha indicado en el apartado 3.6.4. Se disefiaron oligonucleétidos, de entre 25 y
45 nucleétidos complementarios entre si, que contenian en el centro de su
secuencia el cambio nucleotidico deseado. A partir de estos dos
oligonucledtidos complementarios, se realiz6 la reaccién de amplificacion para

obtener la mutacién nucleotidica deseada con el siguiente programa: 3 min a
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98 °C de desnaturalizacién inicial, seguidos de 30 seg a 98 2C. A continuacion,
se ha realizado la hibridacién durante 30 seg a 55 2C y la extensién a 68 2C
durante 30 seg/Kb. Estas 3 etapas se han repetido 18 ciclos y, por ultimo, se ha
llevado a cabo una extension final durante 10 min a 68 °C (Fig. 3.5, Punto 1).
Una vez finalizada la amplificacion, el producto de PCR fue digerido con la
enzima Dpnl, eliminando el pldsmido molde metilado (Fig. 3.5, Punto 2).
Seguidamente, se transform6é la cepa DH5o mediante electroporacion
(apartado 3.5.2.2) y se sembrdé en placas de LB suplementadas con carbenicilina
(Fig. 3.5, Punto 3). Las bacterias transformantes se confirmaron mediante la
extraccién de pldsmido y su secuenciacién. Finalmente, los plasmidos con las
mutaciones deseadas fueron transformados en la cepa EAEC 042 ALC (Tabla

3.1).

3.7 Técnicas experimentales con ARN

3.7.1 Extraccion de ARN total y cuantificacion

La extraccion de ARN se ha llevado a cabo con el reactivo TriPure Isolation
Reagent (Roche) a partir de 5 mL de un cultivo bacteriano crecido hasta una
DOsoonm de interés, momento en el que se ha parado la transcripcién mediante
la adicion de una mezcla de etanol y fenol en una proporcién 95:5. Este reacitvo
es una mezcla de tiocianato de guanidinio (potente agente caotroépico,
desnaturalizante) y fenol. En su presencia, las células se lisan rapidamente, se
solubilizan sus componentes y se inactivan las ribonucleasas. Seguidamente, se
afiadié cloroformo con la consiguiente generacion de dos fases: una fase acuosa
(con el ARN) y una fase organica (con las proteinas desnaturalizadas), mientras
que el ADN quedaba en la interfase. A continuacién, el ARN fue precipitado
mediante isopropanol y la posterior adicién de etanol al 75 % (v/v). Tras la

extraccion, para eliminar totalmente cualquier resto de ADN que pudiera
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quedar en la muestra, se ha realizado un segundo tratamiento con la ADNasa
comercial Turbo DNA-free (ThermoScientific). Finalmente se ha purificado con
fenol, cloroformo e isopropanol (P:C:I) a una proporciéon 25:24:1 y se ha
precipitado durante toda la noche con 3 volimenes de etanol 100 % y 0,1
volimenes de acetato sédico pH 54 a -20 °C. Al dia siguiente, se ha
centrifugado a 13.400 rpm durante 10 minutos y se ha descartado el
sobrenadante. Se ha adicionado 1 volumen de etanol 70 % y se ha vuelto a
centrifugar durante 10 minutos. Por ultimo, el sedimento se ha secado al aire y

resuspendido en 50 pL de agua libre de nucleasas.

Una vez precipitado y resuspendido el ARN total, se ha procedido a medir
la concentracion con el espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis

Spectrophotometer ND-1000 (ThermoScientific).

3.7.2 RT-PCR

Esta técnica se ha llevado a cabo para la retrotranscripcién del ARN a ADN
complementario (ADNc). Esta reaccion se ha realizado siguiendo las
instrucciones del kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), donde se ha mezclado tampén de retrotranscriptasa a una
concentracion final de 1X, 4 mM de nucle6tidos desoxirribonucleicos (dNTPs),
oligonucelétidos degenerados a 1X, 50 unidades de retrotranscriptasa, 1 pg de
ARN molde y agua libre de nucleasas hasta un volumen de 20 pL. De forma
paralela, se ha preparado un control negativo de la retrotranscripcion en el cual
no se ha afladido la enzima retrotranscriptasa. La reaccion ha tenido lugar en
un ciclo de 10 minutos de hibridacién a 25 2C, 120 minutos a 37 2C y 5 minutos

finales a 85 2C para la desnaturalizacion de la enzima.
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3.7.3 Walking RT-PCR

Esta técnica ha sido realizada con el objetivo de acotar la longitud del ARN
mensajero del gen irmA. En primer lugar, se ha realizado una extraccién de ARN
total y se ha retrotranscrito, tal y como se ha indicado en el apartado anterior. A
continuacion, se han llevado a cabo diversas PCR usando como molde el ADNc
obtenido. En estas reacciones se ha fijado el oligonucleétido reverso irmA rv
(Tabla 3.3) y se ha usado junto a diversos oligonucleétidos directos (irmA fw,
int fw y yeeR fw, Tabla 3.3). Los oligonucledtidos directos se encuentran cada
vez mas alejados del reverso. El tamafio del amplicon se ha confirmado usando
ADN gendémico, mientras que, como control negativo, se ha utilizado el ARN

extraido donde no hay restos de ADN.

3.7.4 Rapid Amplification of cDNA ends (5’ RACE)

El ensayo de 5’ RACE se ha realizado para la determinacién del extremo 5’
del ARN mensajero transcrito de las dos copias del gen irmA (EC042_2244 y
EC042_4509) de la cepa EAEC 042. Para ello, se ha seguido el protocolo descrito

por Vogel y Wagner345, realizando algunas modificaciones.

En primer lugar, tras la extraccion del ARN total y su purificacion
(apartado 3.7.1), se han alicuotado 12 ug. Se han desfosforilado los extremos 5’
trifosfatos a monofosfatos mediante un tratamiento con 25 unidades de
pirofosfatasa acida de tabaco (TAP, Epicentre), tamp6n TAP 1X y 0,5 uL de
inhibidor de ARNasa (Ambion) durante 1 hora a 37 2C. De manera paralela, se
ha realizado un control en el que se ha incubado el ARN en las mismas
condiciones, pero sin la adiciéon de la enzima TAP. Tras la incubacién, se han
afiadido 500 pmol del adaptador de ARN A3 (Tabla 3.3), se ha hecho una
extraccion con P:C:I y se ha precipitado con etanol 100 % en presencia de

acetato so6dico 0,3 M a pH 5,7. El ARN se ha resuspendido en agua libre de
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nucleasas y se ha realizado una desnaturalizacién por calor a una temperatura
de 90 2(, tras la cual se ha dejado en hielo durante 5 minutos. Seguidamente, se
ha ligado el adaptador A3 gracias a la adicién de una mezcla de ARN ligasa T4
(ThermoScientific) e inhibidor de ARNasa (Ambion) en una proporcién 9:1,
tampo6n de ligasa a una concentracidn final de 1X y dimetilsulféxido (DMSO) al
10 %. Se ha incubado la reacciéon a 17 °C durante 16 horas, tras lo cual se ha

vuelto a purificar con P:C:I y precipitado con etanol y acetato sddico.

El ARN ligado con el adaptador A3 se ha resuspendido con agua y se han
retrotranscrito 5 pg con oligonuledtidos degenerados, siguiendo las
instrucciones del kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) (apartado 3.7.2). Los productos de la retrotranscripcién se han
amplificado usando la enzima DreamTaq Hot Start DNA polymerase
(ThermoScientific), donde por cada 50 pL de reacci6on se han usado 2 pL de
ADNcy 0,5 uM del oligonucleétido directo del adaptador y reverso del gen (B6

y 2244 _rv5, respectivamente).

Los productos de PCR se han purificado (apartado 3.5.5) y clonado en el
vector pCR2.1TOPO (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
ligaciones se han sembrado en placas de LB suplementadas con carbenicilina y
XGal. Por tultimo, se han seleccionado las colonias blancas, en las cuales el
inserto ha roto la pauta de lectura del gen lacZ reportero. Estas colonias se han
genotipado por PCR usando los oligonucle6tidos M13 fw y M13 rv (Tabla 3.3) y

se han secuenciado para verificar los insertos.

3.8 Técnicas experimentales con proteinas

3.8.1 Obtencion de extractos totales
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Esta técnica se ha utilizado para conseguir todas las proteinas expresadas
por la cepa estudiada en unas condiciones determinadas. En primer lugar, se ha
crecido un cultivo hasta la DOgoonm que se queria estudiar (normalmente 0,4 y 2)
y se ha recogido 1 mL de la suspension bacteriana. Seguidamente, se ha llevado
a cabo una centrifugacién a 13.000 rpm y se ha desechado el sobrenadante,
resuspendiendo el sedimento en un volumen de tampén de proteinas 1X, segin
la DOsoonm que tuviese el cultivo. Este tampdn se ha preparado diluyendo la
solucién madre concentrada 4X compuesta por 20 % glicerol, 10 % pB-
mercaptoetanol (Sigma), 4,6 % SDS, 0,125 M Tris-HCI pH 6,8 y 0,2 % azul de
bromofenol. Una vez que se ha resuspendido el sedimento en el tampoén de
proteinas, se ha procedido a hervir la muestra durante 10 minutos para acabar

de desnaturalizar las proteinas.

Siguiendo la relacion DOsoonm/4 = Volumen de tampon de muestra 1X (mL), se
ha conseguido igualar la concentracién de todos los extractos proteicos que se

han recogido, pudiendo asi comparar los resultados entre ellos.

3.8.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SDS

Tras la obtencion de los extractos proteicos, se ha llevado a cabo la
separacion de las proteinas mediante geles de poliacrilamida en presencia de
SDS, atendiendo tUnicamente a su peso molecular. Se han utilizado geles de
poliacrilamida trifasicos (Tris-Tricina-SDS) en vez de geles con solo dos fases
(Tris-Glicina-SDS), debido a que permiten una mayor resolucion de proteinas,
con tamanos comprendidos entre 5 y 50 kDa346. Los geles trifasicos estan
formados por la fase de compactacion, la fase espaciadora y la fase de
resolucion, donde las dos primeras fases ocupan la primera mitad del gel y la

fase de resolucion la segunda mitad. El grosor de los geles que se han utilizado
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en este trabajo ha sido de 0,75 mm. La composicién de estas fases ha sido la

misma en todos los casos, como se detalla en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Composicidn de las fases que forman el gel de poliacrilamida trifasico

Fase de Fase Fase de
resolucion espaciadora compactacion
16.5 %T 3 %C 10 %T 3 %C 4 %T 3 %C

Acrilamida/Bis 40 %T 1,2 mL 0,36 mL 0,18 mL
3,3 %C (Bio-Rad)
Tamp6on de gel 3X 1 mL 0,5 mL 0,45 mL
(Tabla 3.5)
Glicerol 50 % (v/v) 0,8 mL - -
Agua bidestilada - 0,64 mL 1,23 mL
APS 10 % (p/v) 20 pL 10 uL 15 pL
TEMED 4 uL 2 uL 3 uL

% T: Porcentaje de acrilamida + bisacrilamida total

% C: Porcentaje de bisacrilamida respectoa T

La preparacion del gel se ha iniciado mediante la adicién de la fase de
resolucion, enrasando con agua hasta el borde superior de los vidrios. Una vez
que ha polimerizado la fase, se ha retirado el agua y se ha anadido la fase
espaciadora, volviendo a enrasar con agua. Por dltimo, cuando ha polimerizado
esta fase espaciadora, se ha vuelto a retirar el agua y se ha afiadido la fase de

compactacion, colocando el peine que permite la formacion de los pocillos.

Una vez que el gel ha polimerizado, se ha dispuesto en la cubeta de
electroforesis. Se ha llenado el espacio interior entre geles con tampdn catodo

1X (Tabla 3.5) y el espacio exterior con tampén anodo 1X (Tabla 3.5). Se ha
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procedido a la separacion de las proteinas mediante electroforesis aplicando un
voltaje de 50 voltios (V) hasta que han entrado en la fase espaciadora, a partir
de la cual se ha aplicado un voltaje mayor de 120 V. Junto a las muestras
proteicas, se ha cargado el marcador de pesos moleculares PageRule Prestained

Plus Protein Ladder (ThermoScientific).

Tabla 3.5. Composicién de los tampones utilizados para la electroforesis

Tampén de gel 1X Tampén anodo 1X  Tampon catodo 1X
(pH ajustado a 8,5 (tampon ajustado (tampon a pH 8,25

con HCI) a pH 8,9 con HCI) sin ajustar)
Tris (M) 1 0,2 0,1
Tricina (M) - - 0,1
SDS (%) 0,1 - 0,1

3.8.3 Tincion con azul de Coomassie

Una vez realizada la electroforesis de los geles, se ha procedido a su tincion
para visualizar el patrén de bandas de cada extracto. Esta tincién se ha llevado
a cabo mediante el uso de la solucién de tincién (Coomassie Brilliant Blue R-250,
Bio-Rad), durante 45 min a temperatura ambiente en agitacién suave. Una vez
transcurrido este tiempo, se ha retirado la solucién de tincién y se ha lavado el
gel con acido acético 10 %, eliminando el exceso de tincién de los geles para

poder visualizar las bandas presentes en el gel.

Finalmente, se ha retirado el acido acético y se ha afiadido agua destilada
para conservar el gel y realizar fotografias con el equipo Molecular Imager®

GelDocTM XR+ (Bio-Rad).
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3.8.4 Inmunodeteccion de proteinas (Western Blot)

3.8.4.1 Transferencia de proteinas a membrana por sistema semi-

seco

Las proteinas que se han separado por electroforesis han sido transferidas
a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) para poder realizar su
inmunodeteccién. Las membranas de PVDF han sido tratadas con metanol
durante 5 minutos debido a la hidrofobicidad que presentan, la cual es anulada
mediante el tratamiento con solventes organicos. Tras realizar este
tratamiento, se ha sumergido junto al gel de poliacrilamida en tampén de
transferencia (40 mM Tris, 39 mM glicina, 20 % metanol, 1,3 mM SDS),

equilibrando el pH antes de la transferencia.

Para llevar a cabo la transferencia, se ha realizado un montaje en el aparato
Trans-Blot Semy-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). En primer lugar, se han colocado 3
papeles de filtro (Whatmann 3 mm) hidratados con tampoén de transferencia, a
continuacion, la membrana de PVDF y el gel encima y, por udltimo, otros 3
papeles de filtro hidratados. Este montaje se ha colocado entre el anodo y el
catodo del aparato, realizando la transferencia aplicando un voltaje de 15 V

durante 40 minutos.

3.8.4.2 Revelado quimioluminiscente

Tras la transferencia de las proteinas a membranas de PVDF, se ha
realizado el bloqueo de las mismas para evitar uniones inespecificas. Para ello,
se ha usado la solucién de bloqueo, compuesta por PBS 1X (80 mM Na;HPO4, 20
mM NaHPO; 100 mM NaCl pH 7,3), Triton X-100 0,2 % (v/v) y leche
descremada en polvo 5 % (p/v) (Scharlau), durante una hora en agitacion

suave a temperatura ambiente. Tras el tiempo de bloqueo, se ha retirado la
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solucién y se ha incubado la membrana con el anticuerpo primario
correspondiente de la proteina a detectar, durante toda la noche en agitaciéon
suave y a 4 °C. Los anticuerpos primarios se han conservado a -20 2C, diluidos
en una solucién de PBS-Tritén X-100 0,2 % (v/v) con leche descremada en
polvo al 3 % (p/v). Una vez incubado con el anticuerpo primario, la membrana
se ha lavado 3 veces con PBS-Triton X-100 0,2 % (v/v) durante 15 minutos con
una leve agitacion a temperatura ambiente, con la finalidad de retirar el exceso
de anticuerpo que haya podido quedar. Después, se han afiadido 10 mL de una
dilucién 1:2.500 del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa Anti-
mouse IgG HRP Conjugate (Promega), o una diluciéon 1:2.000 del anticuerpo
conjugado con peroxidasa Anti-Rabbit IgG (whole molecule)-Peroxidase
antibody (Sigma). Se ha incubado durante 45 minutos a temperatura ambiente
en agitacién. Tras esta incubacion, se ha retirado de nuevo el exceso de

anticuerpo mediante 3 lavados de 30 minutos con PBS-Tritén X-100 0,2 %

(v/v).

Para llevar a cabo la reaccién de quimioluminiscencia para revelar las
proteinas, se ha incubado la membrana de PVDF durante 5 minutos con la
solucion de revelado, siguiendo las indicaciones del fabricante (ECL Western
Blotting, GE Healthcare). La deteccion de la reaccion y la captura de imagenes se
han realizado gracias al equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS System y el

software QuantityOne 4.6.6 (Bio-Rad).

3.8.5 Obtencion de anticuerpo anti-IrmA

3.8.5.1 Purificacion de la proteina IrmA

Esta técnica se ha realizado siguiendo las instrucciones del kit comercial
aLICator LIC Cloning and Expression Set 1 (All-in-One) (ThermoScientific). Se

basa en el método de clonaje LIC (Ligation Independent Cloning), en el que se
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utiliza la actividad de exonucleasa 3' - 5' de la ADN polimerasa T4 para generar
extremos de 14-21 nucledtidos cohesivos especificos de cadena sencilla, tanto
en los insertos de ADN especificos como en los vectores de clonaje pLATE (Fig.

3.6).

e
TAA ; TGA 55
=
2233
6xHis P T
PLATE31 | meNnT2 ? \M z J

\\/

Pp - T7 RNA polymerase promoter
T renBT1-T2 - Transcription terminalor
lac0 - b operator
RBS - Ribosome binding site
DLATE vectors EKS - Entecokinase recopniton saquence
~45kh WQS - WELOut protease recogailion sequence
Pt - Py promoter
TT7 - 17 terminatoe
lacl - 1a2 repressor
| ! rop - 1op peotein reguiates plasmid copy number
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i) bla (Ap") - B-lactamase gene
) 6xHis - Pohyhisticing tag

Fig. 3.6. Representacion esquematica del vector pLATE31. Utilizado para clonar y
sobreexpresar, de manera inducible, proteinas fusionadas con una cola de 6 histidinas
en el extremo C-terminal.

En primer lugar, se amplificé el gen irmA mediante PCR (apartado 3.5.4),
haciendo uso de los oligonucle6tidos irmA pLATE31 fw y rv (Tabla 3.3) y la
polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start II DNA Polymerase
(ThermoScientific). El fragmento de PCR obtenido se purificé, tal y como se ha
descrito en el apartado 3.5.5, y se realiz6 una ligacion con el plasmido pLATE31,
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, la ligaciéon se
transform6 en la cepa DH5ay se comprob6 mediante secuenciacién.

Seguidamente, se realizé una extraccion de plasmido con el kit comercial
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GeneJET Plasmid Miniprep Kit de ThermoScientific y se transformo la cepa BL21

(DE3), por tratamiento con calcio (apartado 3.5.2.1).

Una vez transformada la cepa BL21 (DE3) con el clon escogido, se crecié un
cultivo de 20 mL en LB a 37 2C, durante toda la noche en agitacion. Al dia
siguiente, se inocul6 1 litro de medio LB con todo el inéculo (dilucion 1:50) y se
crecié a 37 2C en agitacion. Cuando el cultivo alcanz6é una DOsponm de 0,5, se
afiadieron 10 mL de isopropil-f-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 100 mM para

inducir la expresion de la proteina IrmA, dejandolo crecer durante 3 horas mas.

Una vez pasado este tiempo, se verti6 el contenido en 4 tubos y se
centrifugaron a 7.500 rpm durante 45 minutos a 4 2C. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento de cada uno con 5 mL de tampo6n
A50 (Hepes 20 mM, KCl 100 mM, MgCl: 5 mM e imidazol 50 mM). Los 20 mL
resuspendidos se vertieron en otro tubo, se disolvieron dos pastillas de
inhibidores de proteasas (cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack
Roche) y se conservd a -80 2C. Mas tarde, se procedi6 a la rotura celular para la
extraccion de todo el extracto proteico. Para ello, se utilizo6 la técnica de French
Press, la cual consigue romper las células mediante un cambio de presion entre
la parte interna y la externa del piston. Una vez realizada la rotura celular, se
centrifugé el extracto a 12.000 rpm durante 45 min a 4 °C y se guardé el

sobrenadante (20 mL), desechando el sedimento.

Seguidamente, se procedié a realizar la purificaciéon de la proteina IrmA
mediante una cromatografia de afinidad. Para ello, se utilizé6 una resina de
niquel-agarosa (HisPur Ni-NTA Superflow Agarose, ThermoScientific),
aprovechando la gran afinidad que presentan las histidinas (fusionadas a la
proteina) con este elemento quimico. Se hicieron interaccionar 10 mL del
extracto proteico con 0,5 mL de la resina, durante toda la noche a 4 °C con una
agitacion suave. Tras esto, se paso el extracto por una columna (Poly-Prep

Chromatography Column, Bio-Rad) y se hicieron 3 lavados con 10 mL del
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tampo6n A50 (Hepes 20 mM, KClI 100 mM, MgCl, 5 mM e imidazol 50 mM),
retirando asi las interacciones inespecificas. Finalmente, se realizaron 3
eluciones con 0,5 mL del tampén A200 (Hepes 20 mM, KCI 100 mM, MgCl, 5
mM e imidazol 200 mM), el cual tiene una concentracién mayor de imidazol que

el tampon A50.

3.8.5.2 Inmunizacion de conejos y obtencion del anticuerpo

policlonal

La purificaciéon de proteina se realizé varias veces hasta que se obtuvo
cantidad suficiente de proteina para la inmunizacién de conejos. Se ajust6 la
concentracion de proteina y se inocul6 a los conejos con una primera dosis de 1
mL a una concentracién de 1 mg/mL, de acuerdo a los protocolos estandar
(Unitat d’Experimentaci6 Animal de Farmacia-CCiTUB). Tras esta primera
dosis, se administraron 3 dosis mas sucesivas de 1 mL, a una concentracion de
0,5 mg/mL. Para finalizar, se obtuvo tanto suero preinmune como suero
después de la inmunizacién. Estos sueros se diluyeron 1:1.000 en PBS 1X,
Tritén X-100 0,2 % (v/v) y leche descremada en polvo 3 % (p/v) (Scharlau) y
se testaron para determinar si reaccionaban con la proteina IrmA purificada

mediante Western Blot.

3.9 Valoracion de la actividad enzimatica

3.9.1 Determinacion de la actividad B-galactosidasa

Este procedimiento, descrito por Miller347, se ha llevado a cabo para el
estudio de la actividad transcripcional de los promotores de los genes donde se

ha realizado una fusién con el gen reportero lacZ, tanto en el cromosoma como
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en plasmidos. Se han crecido cultivos en las condiciones de interés hasta la
densidad optica que se queria estudiar, normalmente DOgoonm 0,4 y 2. Se han
recogido alicuotas de 0,1 o 0,05 mL, respectivamente. A continuacién, se han
llevado hasta un volumen de 1 mL con tampén Z a pH 6,9 (60 mM Na;HPOs, 40
mM NaH;P04, 10 mM KCI, 1 mM MgSO4 y 50 mM B-mercaptoetanol), se han
afiadido 50 pL de cloroformo y 25 L de SDS 0,1 % y se ha agitado en vértex
durante 15 segundos, consiguiendo asf la permeabilizacién de las membranas.
La mezcla se ha atemperado durante 5 minutos a 28 2C, tras lo cual se le ha
afiadido 200 pL de O-nitrofenil-B-galactésido (ONPG) preparado en tampén Z a
una concentracién de 4 mg/mL, incubando todo a 28 2C. El ONPG es un analogo
sintético de la lactosa que, al ser degradado por la enzima [-galactosidasa,
origina o-nitrofenol, el cual dota de una coloracién amarilla al medio. La
incubacién a 28 °C se llev6 a cabo hasta la aparicién de la coloracién amarilla
tipica de la degradacidn del ONPG, con una DO4zonm entre 0,3 y 0,9, momento en

el que la reaccién se ha detenido mediante la adicién de 500 pL de Na,CO3z 1 M.

Una vez detenida la reaccion, se han dejado reposar las muestras durante
unos minutos y se ha medido la absorbancia a las longitudes de onda de 420 y
550 nm. Con los valores obtenidos, se ha calculado la actividad 3-galactosidasa
con la siguiente férmula:

(D0420nm - 175 - D0550nm)

Activi — ] M) = ‘1.
ctividad B — galactosidasas (U.M.) t(min) - V(mL) - DOgoonm 000

U.M.: Unidades Miller

DO420nm ¥ DOssonm: absorbancias de la muestra a las longitudes de onda de 420
(coloracion amarilla) y 550 nm (restos celulares), medidas tras detener la

reaccion.

DOsoonm: absorbancia a 600 nm del cultivo en el momento en el que se tomé la

muestra.
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t: tiempo transcurrido desde que se ha afiadido el ONPG hasta que se ha

detenido la reaccién, en minutos.

V: volumen de muestra utilizado para llevar a cabo la reaccion, en mililitros

3.10 Estudios de formacion de biofilm

La capacidad de formacién de biofilm de los distintos mutantes de la cepa
042 de E. coli fue determinada mediante el protocolo descrito por Sheikh y
colaboradores348. Estos autores establecen el medio DMEM suplementado con
un 0,45 % de glucosa como medio estdndar para el estudio de formacién de
biofilm de cepas enteroagregativas de E. coli. Los cultivos de las cepas de
interés se crecieron en LB a 37 °C en agitacién hasta una DOsoonm de 2. A
continuacion, se inoculé la cantidad de suspension bacteriana y de medio de
cultivo que indica la Tabla 3.6, dependiendo de los pocillos de la placa de

cultivo que se utilizara. Las placas fueron incubadas a 37 2C durante 16 horas.

Tabla 3.6. Condiciones utilizadas en los ensayos de formacién de biofilm.

DMEM + glucosa pL de suspension

0,45 % Tipo de placa de bacteriana a
b cultivo
(uL/pocillo) DOs0onm 2
200 96 pocillos 2
800 24 pocillos 8

Tras la incubacion, se retiré el medio de cultivo de cada pocillo, teniendo
cuidado de no tocar la monocapa formada por las bacterias. A continuacién, se
lavaron los pocillos con 1 mL de PBS 1X en el caso de la placa de 24 pocillos, o
con 200 pL en el caso de la placa de 96 pocillos. Seguidamente, la monocapa
formada por las bacterias se tifi6 mediante 100 pL de una solucién de cristal

violeta 0,5 % en las placas de 24 pocillos, o con la mitad de este volumen en el

97



Materiales y métodos

caso de las placas de 96. Tras incubar la placa durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se retiré el colorante y se realizaron lavados consecutivos de las
placas con agua destilada. Finalmente, se dejaron secar las placas a

temperatura ambiente.

La cuantificacion de los biofilms se realizé en las placas de 96 pocillos,
mediante la determinacién de la DOs7onm. Este procedimiento se llevo a cabo
afiadiendo a cada pocillo 200 uL de etanol al 95 %, incubandolo 2 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se resuspendid la monocapa tefiida con
cristal violeta de cada pocillo en el etanol afiadido con ayuda de una pipeta
automatica, y se transfirieron 150 uL de la solucién a otro pocillo de una placa

nueva. Finalmente, se realiz6 la lectura de la DOs7onm de las placas.

3.11 Ensayos de infeccidon en Galleria mellonella

Los experimentos realizados con las larvas de Galleria mellonella fueron
llevados a cabo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Eduard
Torrents, haciendo uso de las instalaciones del Instituto de Bioingenieria de
Cataluna (IBEC). Las larvas se mantuvieron a 34 2C con una dieta artificial,
formada por un 15 % harina de maiz, 15 % harina de trigo, 15 % cereal infantil,
11 % de leche en polvo, 6 % de levadura de cerveza, 25 % de miel y 13 % de
glicerol34°. Para preparar el indculo bacteriano que se iba a inyectar, se creci6
un cultivo durante toda la noche en medio LB a 37 2C en agitacidn. Se cogieron
5 mL del cultivo y se centrifugaron durante 10 minutos a 6.000 rpm. El
sobrenadante se descartdé y el sedimento se lavé 3 veces con PBS 1X
Seguidamente, se diluy6 el cultivo con PBS 1X hasta una DOgoonm de 1 y se
realiz6 un banco de diluciones. Finalmente, a las larvas de G. mellonella (con un
peso de 200-220 mg) se les inyecté 20-40 CFU, a través de las pseudopatas de
la zona superior derecha con una microjeringuilla de calibre 26 (Hamilton,

Reno, NV, USA). Se inyectaron grupos de 6 larvas por cada cepa que se estudio y
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se dejaron crecer a 37 2C durante el proceso de infeccién (51 horas).
Finalmente, se calcul6 el porcentaje de larvas muertas respecto al niimero total

inicial de larvas infectadas.

3.12 Analisis bioinformaticos

3.12.1 Comparacion gendmica entre cepas con hha2/hha3 y

cepas que no presentan estos reguladores

Se ha realizado un analisis gendémico comparativo entre cepas que
codifican en su genoma los nuevos paralogos de hha (hha2 y hha3) encontrados
en la cepa EAEC 042 frente a cepas que no los contienen. Este andlisis se ha
llevado a cabo haciendo uso de la herramienta MaGe Pan/Core, la cual se
encuentra en la pagina web

http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/compgenomics/pancoreTool.p

hp. La agrupacion de los genes en los conjuntos core-genome y genes variables
se ha realizado mediante el algoritmo MicroScope gene families (MICFAM),
integrado en el software SiLiX, el cual es una plataforma que integra
herramientas para la anotacién, comparacién y visualizacion de genomas
procariotas3s?. Este algoritmo agrupa los genes que presentan un porcentaje de
identidad y de longitud de alineamiento por encima del umbral establecido en
familias de genes. Las familias génicas compartidas por todas las cepas que se
analizan se clasifican como core-genome, mientras que las familias compartidas
solo entre algunas cepas o presentes en una unica cepa son clasificadas como
genes variables. El pangenoma resulta de la suma de ambos conjuntos de genes.
En los andlisis realizados, los parametros que se han utilizado para la
clasificacién de los genes de las cepas seleccionadas han sido un 80 % de

identidad y un 80 % de longitud de alineamiento.
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3.12.2 Identificacion de genes duplicados

La identificacion de genes duplicados en el genoma de una cepa de E. coli
se ha realizado en colaboracién con el grupo de investigacion Evolutionary
Genomics and Bioinformatics del Dr. Julio Rozas, en la Universidad de Barcelona.
Este andlisis se ha llevado a cabo, principalmente, mediante la herramienta
BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool for Proteins)351. Se han comparado
todas las proteinas de una cepa frente a si mismas, filtrando los resultados con
unos parametros restrictivos, como son un 85 % de similitud, un 85 % de

longitud de alineamiento y un e-value menor de 10-19.

Una vez que se ha llevado a cabo este andlisis, se han marcado las
coordenadas que ocupa cada duplicado dentro del genoma de la cepa estudiada.
La recopilacion de toda la informacién disponible sobre los genes duplicados se
ha obtenido de la base de datos GenBank (descargando aquellos archivos con la
extension .gff). Todo este andlisis se automatizé mediante la programacién de
un algoritmo, mientras que la representacién de los genes duplicados dentro

del genoma se realizé con R.

Los algoritmos desarrollados empleados para el andlisis de las
duplicaciones se encuentran disponibles en el sitio web github, en el enlace

https://github.com/molevol-ub/BacterialDuplicates.

3.12.3 Distribucion de genes duplicados en diferentes patotipos

El andlisis de genes duplicados entre cepas de diferentes patotipos,
mediante la identificacion de su presencia o ausencia en los genomas
seleccionados, se ha llevado a cabo mediante una modificacion del algoritmo
previamente desarrollado. Se ha realizado una busqueda de los genes

duplicados en una cepa, siguiendo la metodologia del apartado anterior. A
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continuacién, estos duplicados se han buscado en todas las secuencias

codificantes de otros 28 genomas seleccionados, representativos de todos los

patotipos (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Cepas utilizadas en los analisis bioinformaticos

Patotipo Cepa Accession number Assembly Accession
Comensal E. coli K-12 MG1655 AJGD00000000.1 GCF_000482265.1
E.coli 042 NC_017626.1 GCF_000027125.1
E.coli 0104:H4 2011C-3493 NC_018658.1 GCF_000299455.1
BARC E. coli 0104:H4 LB226692 AF0B00000000.2 GCA_000215685.3
E.coli 55989 NC_011748.1 GCF_000026245.1
E. coli 026:H11 11368 NC_013361.1 GCF_000091005.1
E. coli 0157:H7 Sakai NC_002695.1 GCF_000008865.1
BHEC E. coli 0111:H- 11128 AP010960.1 GCF_000010765.1
E. coli 0145:H28 RM13516 CP006262.1 GCF_000520055.1
E. coli UMNF18 AGTD00000000.1 GCF_000220005.1
E. coli 0139:H28 E24377A JXRF00000000.1 GCF_000017745.1
BTEC E. coli 0103:H2 2011C-3750  JHLL00000000.1 GCF_000616345.2
E. coli H10407 FN649414.1 GCF_000210475.1
E. coli 0127:H6 E2348-69 NC_011601.1 GCF_000026545.1
BPEC E. coli 055:H7 CB9615 CP001846.1 GCF_000025165.1
E. coli 096:H19 JHNY01000124.1 GCF_001007915.1
E. coli 0143:H26 4608-58 JTCO01000000 GCF_000805835.1
EIEC E. coli 028ac:NM 02-3404 JHNY00000000 GCF_000617165.2
E. coli 0124:H30 M4163 JTCN01000000 GCF_000805815.1
E. coli 53638 AAKB00000000.2 GCF_000167915.2
E. coli]]1886 CP006784.1 GCF_000493755.1
ST131 E. coli 025b:H4 EC958 HG941718.1 GCF_000285655.3

E. coliNA114

MIPU00000000.1

GCF_000214765.2
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Patotipo Cepa Accession number Assembly Accession
E. coli 536 CP000247.1 GCF_000013305.1
E. coli UMNO026 CU928163.2 GCF_000026325.1
UPEC E. coli CFT073 AE014075.1 GCF_000007445.1
E. coli UTIB9 CP000243.1 GCF_000013265.1
E. coli 1AI39 NC_011750.1 GCF_000026345.1

3.12.4 Prediccion de operones

La prediccién de operones in silico se ha realizado usando la herramienta
en linea FGENESB (Softberry, Inc.,, Mount Kisco, NY)

(http://www.softberry.com/).

3.12.5 Prediccion de promotores

La predicciéon de promotores in silico se ha llevado a cabo gracias a la
herramienta ~web BPROM  (Softberry, Inc, Mount Kisco, NY)

(http://www.softberry.com/).

3.13 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos realizados para la comparacién de grupos de cepas
que codifican los reguladores hhaZ/hha3 frente a las cepas que no los codifican
se han llevado a cabo mediante el test de Fisher. La prueba exacta de Fisher es
una prueba de significacion estadistica, indicada para el analisis de tablas de
contingencia, donde se quiere estudiar si existe asociacion entre dos variables
cualitativas. Los resultados se han considerado significativos cuando el p-valor

obtenido ha sido menor de 0,05.
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En el caso de los ensayos de beta-galactosidasa y de formacién de biofilm,
el test estadistico utilizado ha sido la distribucion t (de Student). Este test
estadistico se ha usado para determinar si habia una diferencia significativa
entre las medias de dos grupos. Los resultados se han considerado

significativos cuando el p-valor obtenido ha sido menor de 0,05.

Por ultimo, en el caso de los ensayos de supervivencia en Galleria
mellonella, las poblaciones se han comparado mediante la prueba de Mantel-
Cox (logrank-test). Se trata de una técnica estadistica usada para contrastar las
funciones de supervivencia de dos poblaciones. Los resultados se han

considerado significativos cuando el p-valor obtenido ha sido menor de 0,05.

Los test estadisticos aplicados se llevaron a cabo gracias al programa

GraphPad Prism, obteniendo los valores de significancia.
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4.1 Duplicaciones génicas en E. coli y su regulacion por el

sistema H-NS/Hha

4.1.1 Relacidén de la presencia de los paralogos hha2/hha3 con

otros genes en Escherichia coli

Tal y como se ha referido en el apartado de Objetivos, la primera parte de
este trabajo tuvo como objetivo intentar correlacionar la presencia de los
paralogos hhaZ y hha3 con la presencia de otros genes que hipotéticamente
fuesen la diana de las proteinas Hha2 y Hha3. Para ello, se realizé un analisis
gendémico comparativo entre dos grupos de cepas de E. coli, comparando
aquellas que codifican estos nuevos paralogos hha2/hha3 frente a cepas que no
los tienen. Para llevarlo a cabo, se seleccionaron tanto 5 cepas de E. coli que
codifican en su genoma los genes hha2, hha3 o ambos, como otras 5 cepas que
no contienen ninguno de los dos genes, perteneciendo en ambos casos a

diversos patotipos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Cepas seleccionadas para realizar el analisis comparativo entre genomas que
contienen hha2/hha3 frente a los que no los tienen.

Patotipo Cepa Presencia de

hha2/3
E.coli 042 hha2/3*
EAEC E. coli 0104:H4 .
LB226692 hhaz/3
ETEC E. coli H10407 hha3*
E. coliNA114 hha2/3*
UPEC az/3
E. coli UMNO026 hha2*
EPEC E. coli 0127:H6 E2348-69 hha2/3
E. coli 53638 hha2/3
UPEC
E. coli 1AI39 hha2/3"
E. coli0111:H- 11128 hha2/3
EHEC
E. coli 0157:H7 Sakai hha2/3
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En primer lugar, se identific6 tanto el core-genome y los genes variables de
ambos grupos de cepas, como el pangenoma, que resulta de la suma de los dos
conjuntos de genes. El core-genome representa todos los genes que son
comunes en todas las cepas analizadas, por lo que los paralogos de Hha
pertenecen a este conjunto en las 5 cepas seleccionadas que los codifican. La
identificacion de estos grupos génicos se realiz6 gracias al algoritmo MICFAM
(ver apartado 3.12.1, Materiales y métodos), donde se seleccionaron unos
parametros restrictivos como son un 80 % de identidad y un 80 % de longitud
de alineamiento. Los resultados obtenidos para los dos grupos de cepas

seleccionadas se pueden ver en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Pangenoma, core-genome y genoma variable de los dos grupos de cepas
seleccionadas.

hha2/3 + hha2/3 -
Componente Familias Genes Familias Genes
Pangenoma 8151 26402 8289 26847
Core-genome 3421 18335 3205 17024
Genoma variable 4730 8067 5084 9823

Una vez establecido el core-genome y el genoma variable de estos 2 grupos
de cepas, se procedié a comparar ambos conjuntos de cepas, con la finalidad de
identificar genes asociados a la presencia de los reguladores hha2 y hha3. El
analisis se realiz6 gracias a la herramienta genémica disponible en linea MaGe
Pan/Core (apartado 3.12.1, Material y métodos), siguiendo una estrategia muy
restrictiva. Se excluyeron todos los genes del pangenoma de las cepas que no
contienen hha2/3 del core-genome del conjunto de cepas que si que codifican
estos nuevos reguladores. De esta manera, se obtuvieron los genes que estan
asociados exclusivamente a la presencia de los nuevos paralogos de hha (Tabla

4.3). Esta comparacidn se representd con un diagrama de Venn (Fig. 4.1).
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Tabla 4.3. Resultados obtenidos al excluir los genes del pangenoma de las cepas sin
hha2/3 frente al core-genome de las cepas con hha2/3.

Componente Familias Genes
Pangenoma 2614 3159
Core-genome 3 25
Genoma variable 2611 3134

<> Escherichia coli NA114

<> Escherichia coli 0104:H4 LB2266%2
<> Escherichia coli ETEC H10407
< Escherichia coli 042

<> Escherichia coli UMN026

Fig. 4.1. Diagrama de Venn representando el core-genome exclusivo de las cepas de E.
coli que contienen hha2/3 (042, NA114, 0104:H4 LB226692, ETEC H10407 y UMNO026).
Cada elipse representa el nimero total de familias de genes de cada cepa hha2/3* que
no esta presente en ninguna de las 5 cepas que no los contienen. Las intersecciones
muestran los genes compartidos por esas cepas.

Como se puede ver al realizar este analisis restrictivo, el nidmero de
familias génicas comunes al core-genome de estas 5 cepas que codifican hha2/3,

y que no estan presentes en ninguna de las cepas que no los contienen, se ve
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reducido a 3. Al analizar estas 3 familias, se comprobé que una era la familia

hha2/3 y las otras dos corresponden a las familias de los genes yeeR y aec69.

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente a la
Introduccioén, yeeR y aec69 se encuentran junto a los genes flu, aec70 y aec71,
los cuales forman parte del profago CP4-44. Esta region génica en la cepa de E.
coli MG1655 tiene el gen yeeR truncado, y los genes aec69, aec70 y aec71 se han
perdido (Fig. 4.2).

Escherichia coli MG1655

flu yeeR’ yeeS yeeT
/
- o s
Escherichia coli 042
aec/0
flu yeeR aecb9 aec71 yeeS yeeT
\ / /
- "~ m
\ \
EC042_RS528050 EC042_R512035

Fig. 4.2. Region del profago CP4-44 en la cepa comensal MG1655 y en la cepa EAEC 042
utilizada en el andlisis gendmico comparativo. En verde se muestran los genes flu-yeeR-
aec69-aec70-aec71. El gen yeeR muestra un tamafilo menor en la cepa MG1655 y los
genes aec69, aec70 y aec71 se han perdido. Recientemente, se ha descrito que los genes
agn43, yeeR y aec69 forman una unidad transcripcional328. Figura realizada mediante
EasyFig332,

El resultado de este andlisis es de gran importancia, ya que asoci6 la
presencia de los genes hha2 y hha3 con dos genes mas, los cuales se encuentran
juntos en la misma regiéon del genoma. Sin embargo, debido a la gran
variabilidad y plasticidad caracteristica de los genomas de E. coli, no se podia
asegurar que en otras cepas que codificaran los reguladores hha2/3 también

estuvieran yeeR y aec69, ni tampoco se podia excluir la posibilidad de que estos
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genes estuvieran presentes en el genoma de cepas que no tuvieran estos
nuevos paralogos del gen hha. Para mejorar el andlisis, se decidi6 realizar una
busqueda de las proteinas que codifican los genes flu, yeeR, aec69, aec70 y
aec71 en 28 cepas seleccionadas, incluyendo una cepa comensal y cepas
representativas de todos los patotipos (Tabla 3.6, Materiales y métodos). Entre
todas estas cepas, 18 de ellas codifican alguno de los dos paralogos de la familia
Hha, mientras que otras 10 cepas no presentan ninguno de los dos. Este analisis
se llevé a cabo haciendo uso del algoritmo BLASTp, obteniendo los resultados

presentados en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Resultado de la biisqueda de las proteinas codificadas por los genes flIu, yeeR,
aec69, aec70 y aec71 mediante BLASTp en 28 cepas de E. coli. Se ha marcado con una
“X” la presencia de estos genes en el genoma de las cepas.

Patotipo Cepa/Gen flu | yeeR | aec69 | aec70 | aec71 | hha2/3
E. coli 042 X X X X X hha2/3*
EAEC E. coli 0104:H4 2011C-3493 X X X hha2 /3"
E. coli 0104:H4 LB226692 X X X X hha2/3*
E. coli 55989 X X X X X hha2/3*
EHEC E. coli 026:H11 11368 X X X X X hha2/3*
E. coli 0145:H28 RM13516 X X X X X hha2*
ETEC E. coli 0139:H28 E24377A X hha3*
E. coliH10407 X X X X hha3*
EPEC E. coli 055:H7 CB9615 X hha2*
E. coli 096:H19 hha2*
EIEC E. coli 0143:H26 4608-58 X X X hha2/3*
E. coli 028ac:NM 02-3404 X X X X hha2/3*
E. coli 0124:H30 M4163 X X X X X hha2/3*
ST131 E. coli ]J1886 X X X X | hhaz/3*
E. coliNA114 X X X X hha2/3*
E. coliUMNO026 X X X X hha2*
UPEC E. coli CFT073 X X X X X hha2 /3"
E. coli UTI89 X hha3*
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Patotipo Cepa/Gen flu | yeeR | aec69 | aec70 | aec71 | hha2/3
Comensal E. coli K-12 MG1655 X hha2 /3"
E. coli 0157:H7 Sakai X hha2/3"

EHEC
E.coli0111:H- 11128 X hha2/3"
ETEC E. coli UMNF18 X X X X hha2 /3"
E. coli 0103:H2 2011C-3750 X X X X X hha2/3"
EPEC E. coli 0127:H6 E2348-69 X hha2/3"
EIEC E. coli 53638 X hha2/3"
ST131 E. coli EC958 X X X hha2 /3"
E. coli 536 X X hha2 /3"

UPEC
E. coli 1A139 X hha2 /3"

A partir de estos resultados, se realizd un andlisis estadistico para
determinar si la relaciéon entre la presencia de los paralogos de Hha y estos
genes es significativa (apartado 3.13, Materiales y métodos). Como se puede
ver, el 72 % de las cepas que contienen hhaZ/hha3 también poseen los genes
yeeR y aec69, con un p-value menor de 0,05, por lo que esta relacién si que es
significativa. Ademas, el 61 % de estas cepas también contienen los genes flu y
aec70. Sin embargo, la relaciéon entre los reguladores y estos dos genes es
menos significativa (p-value=0,055). Por otra parte, entre las cepas que no
codifican estos reguladores, solo entre el 20-40 % poseen los genes flu, yeeR,
aec69 y aec70. El gen aec71 no muestra ninguna relaciéon con la presencia de los

paralogos hha2/3, ya que se encuentra distribuido en casi todas las cepas.

Tras determinar la relacidon existente entre hha2/3 y yeeR-aec69, se
procedid a mapear la posicién de los mismos en los genomas de 8 cepas de E.
coli diferentes, incluyendo tanto cepas patdégenas intestinales como
extraintestinales. Este analisis se realizé mediante BLASTp, representando las
posiciones que ocupan en el genoma cada uno de los genes que se buscaron

(Fig. 4.3).
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Fig. 4.3. Posicion de los genes hha (barra roja), hha2 (barra naranja), hha3 (barra verde) y el
conjunto de genes flu-yeeR-aec69-aec70-aec71 (barras violetas) en los cromosomas de la cepa
comensal MG1655 y 7 cepas mas de diferentes patotipos indicados. Las lineas discontinuas

verticales corresponden a megabases en la escala utilizada.
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Observando estos resultados, se puede afirmar que la posicién de los genes
hha2/3 se encuentra, en muchas ocasiones, junto al conjunto de genes a los que
se ha visto que estan asociados. Este estudio muestra también que, en cepas
patogenas, incluyendo la cepa 042, los genes flu, yeeR, aec69, aec70 y aec71 se
encuentran en dos o mas copias dentro del genoma de cada cepa. En el genoma
de la cepa 042 se habian encontrado previamente 3 miembros de la familia de
reguladores hns (hns, stpA y hns2)2%4, 4 miembros de la familia de reguladores
hha (hha, ydgT, hha2 y hha3)2% y tres copias del gen flu!97. Con el analisis que
aqui se ha realizado, se puede ver que el genoma de esta cepa también contiene
los genes yeeR y aec69 duplicados, y el gen aec71 se encuentra hasta en 4
copias. Teniendo en cuenta todos estos resultados, y después de asociar la
presencia de los paralogos hha2/hha3 al cluster yeeR aec69, pareci6é importante
evaluar el impacto de las duplicaciones génicas dentro del genoma de la propia
cepa 042, independientemente de que estuvieran asociados o no a la presencia

de los reguladores hha2/3.

4.1.2 Duplicaciones génicas en la cepa 042 de E. coli

El andlisis necesario para la identificacién de todos los genes duplicados
dentro del genoma de la cepa EAEC 042 se llevd a cabo mediante el algoritmo
BLASTDp. Se realiz6 una comparacion de todas las proteinas frente a si mismas y,
para poder clasificar aquellas proteinas que presentan duplicaciones dentro del
genoma, se aplicaron unos parametros restrictivos como son un 85 % de
similitud y un 85 % de longitud de alineamiento (ver 3.12.2, Materiales y
métodos). Tras obtener los resultados, se representé el genoma de manera
lineal y se marcaron las posiciones en las que se encuentra cada proteina

duplicada dentro del genoma (Fig. 4.4).
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Fig. 4.4. Genes duplicados en el genoma de la cepa EAEC 042. El eje de las X representa
el mapa lineal del cromosoma. Cada grupo de circulos unidos con una linea horizontal
discontinua corresponde a un gen duplicado o amplificado. Los circulos indican la
posicién que ocupa cada duplicado en el genoma. Los circulos enteros corresponden a
los genes que se encuentran en la cadena positiva, mientras que los circulos vacios
corresponden a los de la cadena negativa. Los nimeros corresponden a los grupos de
genes duplicados, numerados en orden empezando desde el origen del mapa
cromosdmico. Los grupos 2-5, 10-12 y 77-80 estan coloreados en negro y corresponden
a transposasas. Los colores (rojo, azul y verde) y las barras verticales definen las tres
regiones principales que contienen genes duplicados. Los grupos 1, 9 y 13 no se
muestran debido a que se encuentran en el plasmido pAA que tiene la cepa. Los grupos
4-8 tienen una copia en el cromosoma y otra en el plasmido.

Tras realizar este analisis, filtrando los resultados con los parametros
indicados, un total de 80 genes aparecen duplicados o amplificados (presencia
de mas de dos copias) (GDA) en el genoma de la cepa 042. Algunos de estos
genes codifican para transposasas, las cuales se han marcado de color negro
(todo el circulo o el contorno, segin la cadena donde se encuentren) en la
figura. La mayoria de los genes GDA se encuentran en tres regiones principales,
las cuales se han indicado con barras verticales y numeradas del 1 al 3 de
manera arbitraria. Toda la informacién disponible sobre estos genes duplicados
se recopilé en la Tabla 4.5. Este mismo analisis, realizado con la secuencia
aminoacidica de todas las proteinas de la cepa 042, también se llevé a cabo
utilizando todas las secuencias de nucleétidos, con el algoritmo BLASTn. Los
resultados obtenidos con este andlisis son muy semejantes a los obtenidos con
BLASTp (figura anexa A1), por lo que se decidié seguir con el primer andlisis
realizado con las proteinas, evitando asi posibles sesgos debidos a la

degeneracioén caracteristica del cddigo genético.
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Tabla 4.5. Localizador de cada una de las copias de los genes duplicados o amplificados

(Locus tag) en la cepa EAEC 042 y descripcion de su funcion. A) Genes de la region 1:
21-35. B) Genes de la region 2: 46-60. C) Genes de la regién 3: 64-71

A | Grupo | Locustag1l | Locustag2 | Locustag3 | Locus tag4 Descripcion
21 EC042_1328 | EC042_2193 Putative phage protein
23 EC042_1330| EC042_2191 Putative phage protein
24 EC042_1333 | EC042_2189 Phage protein
Putative host cell
25 | EC042_1336| EC042_1705 | EC042_2186 killing modulation
protein
26 EC042_1342 | EC042_2183 Phage protein
27 |Ec042.1343 | EC042.2182 Putative phage
endodeoxyribonuclease
28 |EC042_1344 | EC042.2181 Phage antitermination
protein
Putative phage
29 EC042_1349 | EC042_1703E | EC042_2175
lysozyme
30 |EC042_1353| EC042_1702 Putative phage protein
31 |EC042.1371| EC042.1685 Phage minor tail
protein
32 | BC042.1372 | EC042.1509 |EC042 1684 | EC042 213g|  Phage minortail
protein
33 |EC042.1373 | EC042.1510 | EC042_1683 | EC042 2137 | Phase tail assembly
protein
34 |EC042.1376 | EC042.1512 |EC042.2135 Phage host specificity
protein
Putative prophage
35 EC042_1377 | EC042_1513 | EC042_1680 | EC042_2134 encoded outer

membrane protein
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B | Grupo

Locustag1 Locustag2 | Locustag3 | Locus tag 4 Descripcion
46 |EC042.2236A| EC042.4519 |EC042_4793 Conserved
hypothetical protein
47 | EC042.2237 | EC042.4518 |EC042 4794 Conserved
hypothetical protein
48 EC042_2238 | EC042_4795 Hypothetical protein
49 | EC042.2239 | EC042 4798 Conserved
hypothetical protein
50 | EC042 2241 | EC042 4512 |EC042 4802 Putative GTP binding
protein
51 | EC042 2242 | EC042.4511 Antigen 43 precursor
(autotransporter)
52 | EC042.2243 | EC042.4510 YeeR
53 | EC042 2244 | EC042_4509 Aec69
54 |EC042.2244A|EC042 4508A Aec70
55 | EC042.2245 | EC042.3221 |EC042_4507 | EC042_4805 Aec71
56 | EC042.2246 | EC042.3222 |EC042 4506 _ Putative
antirestriction proteln
57 | EC042.2247 | EC042.3223 |EC042 4505 | EC042 4807 | Putative DNArepair
protein
58 |EC042.2247A| EC042.3224 |EC042_4504 | EC042_4808 Conserved
hypothetical protein
59 | EC042 2248 | EC042.3225 | EC042_4503 Conserved
hypothetical protein
60 | EC042.2249 | EC042.3226 |EC042 4502 Conserved
hypothetical protein
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C | Grupo | Locustag1 | Locus tag2 | Locus tag 3 | Locus tag 4 Descripcion
64 |EC042.3180 | EC042_4556 Conserved
hypothetical protein
Putative
65 EC042_3181 | EC042_4555 transcriptional
regulator
66 EC042_3182 | EC042_4554 ParB like nuclease
N
<+ | 67 |EC042.3183|EC042 4553 Conserved
© hypothetical protein
&
g
'gh 68 | EC042_3187 | EC042_4548 Putative helicase
&~
69 | EC042_3189 | EC042_4523 Phage protein
70 | EC042_3190 | EC042_4522 Conserved
hypothetical protein
71 | EC042.3191 | EC042_4521 Putative DNA binding
protein

Las 3 regiones principales, donde se encuentran la

mayoria de genes

duplicados de esta cepa, se pueden visualizar con mas detalle en la figura 4.5.

Para mejorar este andlisis, se llevd a cabo una prediccion de unidades

transcripcionales con los genes de cada region.
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Region1 35,5 Kb

21 23 24 25 26 37 28 30 31 32 33
\ | / 29 / \ | / 34 35
—_ —> > >y >

Region2 17,1 Kb

46 47 A8 49 50 51 52 5354 55 56 57585960
<y < -y A
\ e
60595857 56 55 5453 52 51 50 47 46
K — < =)
=

Regién 3 10 Kb

64 65 66 67 68 6970 71

< < <+

Fig. 4.5. Detalle de las 3 regiones principales que contienen genes duplicados en la cepa
042. Los genes duplicados dentro de estas regiones se muestran en negro y con su
numero (Tabla 4.5), mientras que los genes que no se han duplicado estan en blanco.
Los genes en verde corresponden a la region flu-yeeR-aec69-aec70-aec71. Las flechas en
gris muestran la prediccidn in silico de operones realizada con el programa FGENESB
(Softberry, Inc., Mount Kisco, NY). Se muestran las dos copias de la regién 2 para
apreciar un fendmeno de inversion.

A partir de toda la informacién recogida en la Tabla 4.5 y en la figura 4.5, se
observd que tanto la longitud de las regiones como la funcion de los genes que
se encuentran en las mismas eran diferentes en cada caso. La region 1 tiene una
longitud aproximada de 35,5 Kb y los genes que se encuentran en la misma
corresponden a genes fagicos. En el caso de la region 2, su longitud aproximada
es de 17,1 kb y contiene los genes flu, yeeR, aec69, aec70 y aec71. Esta region
también incluye a los que genes que codifican para un sistema toxina-antitoxina
y otras proteinas de funciéon desconocida. Cabe sefialar que en una de las copias

de esta region se encuentra el regulador hha2, lo cual concuerda con el analisis
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que habiamos realizado previamente, representado en la figura 4.3. Por ultimo,
la region 3 tiene una longitud aproximada de 10 kb. Los productos génicos de
los genes duplicados que mapean dicha regién son de funcién desconocida. Los
resultados obtenidos también sugieren que el origen de estas duplicaciones
puede deberse a diferentes procesos. En el caso de las dos copias de la regidn 2,
estas se encuentran invertidas en el genoma de la cepa 042. Este hecho sugiere
que la duplicacion de toda esta regidn puede estar relacionada con un
reordenamiento genético, el cual ha afectado a toda la regién como una tnica
unidad. En el caso de la regiéon 1y 3, no ha tenido lugar un proceso de este tipo,
aparentemente. Sin embargo, en el caso de la regién 1, todas las proteinas
provienen de un fago, por lo que el origen de estas duplicaciones puede estar

relacionado con procesos HGT.

Como ya se ha mencionado, en la regidn 2 se encuentran los genes flu, yeeR,
aec69, aec70y aec71. Considerando que se encuentran asociados a la presencia
de los reguladores hhaZ2/hha3, y que el gen hhaZ2 se encuentra en esta region, es
posible que el sistema H-NS/Hha se encargue de la regulacién de alguno de

estos genes duplicados.

4.1.3 Papel de las proteinas H-NS y Hha en la regulacion de

genes duplicados en la cepa 042

El estudio de la regulacion de los genes que se encuentran duplicados en el
genoma de la cepa 042 por el sistema H-NS/Hha se llev6 a cabo analizando los
perfiles transcriptomicos, previamente publicados en nuestro grupo de
investigacién205, que presentan todos los genes de la cepa 042, tanto en una
cepa salvaje como en los mutantes hhanull (mutante para los reguladores hha y
hha2) y hns. El analisis se llevo a cabo en cultivos crecidos en medio rico LB a

una temperatura de 37 °2C. A partir de este andlisis transcriptémico, se
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obtuvieron los datos de expresion comparativa entre la cepa salvaje y mutantes
hhanull/hns de los genes duplicados de las 3 regiones, con el fin de ver una
posible regulacién por el sistema H-NS/Hha (Tabla 4.6). Para eliminar la
funcién de la proteina Hha se habia suprimido en la cepa 042 solamente la
funcién de los genes hha y hhaZ2, ya que en esta cepa no se observo expresion

del gen hha3.

Tabla 4.6. Expresion comparativa de los genes duplicados de las 3 regiones de la cepa
042 en el mutante hhanull (mutante para hha y hha2) y en el mutante hns. Los valores
indican la diferencia de expresién de estos genes en los mutantes respecto a su
expresion en la cepa salvaje (fold-change). A) Genes de la regién 1: 21-35. B) Genes de
laregion 2: 46-60. C) Genes de la regién 3: 64-71

A Grupo Locus tag hhanull hns
21 EC042_1328 2,1 6
23 EC042_1330 2,6 5
24 EC042_1333 2,5 4,2
25 EC042_1336 1,8 0,6
26 EC042_1342 3,5 4,8
27 EC042_1343 2,8 4,8
28 EC042_1344 1,7 4
29 EC042_1349 2,4 38
30 EC042_1353 4,3 33
31 EC042_1371 1,5 6,1
32 EC042_1372 1,5 38
33 EC042_1373 1,6 33
34 EC042_1376 2 3,7
35 EC042_1377 2,4 4,2
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B 7 Grupo Locus tag hhanull hns
46 EC042_2236A 2,9 2,9
47 EC042_2237 3,8 4,5
48 EC042_2238 5,6 4,2
49 EC042_2239 3,8 3
50 EC042_2241 6,2 4,8
51 EC042_2242 3,1 3,9
52 EC042_2243 3 3,8
53 EC042_2244 2,2 2,2
54 EC042_2244A 4,9 59
55 EC042_2245 5 51
56 EC042_2246 4,6 4,8
57 EC042_2247 5 3,9
58 EC042_2247A 5 4,7
59 EC042_2248 51 4,5
60 EC042_2249 4,9 2,6
C Grupo Locus tag hhanull hns
64 EC042_3180 3 4,4
= 65 EC042_3181 3,4 2,4
$ 66 EC042_3182 2,1 2,2
6;5 67 EC042_3183 1,9 1,3
:b% 68 EC042_3187 3,8 1,1
& 70 EC042_3190 0,6 0,3
71 EC042_3191 1,9 1,6

Se consideraron significativos los valores de expresiéon comparativa

superiores a 2, es decir, aquellos donde como minimo la expresiéon en los

mutantes se hubiera duplicado respecto a la cepa salvaje. Como se puede ver,

los genes que se hallan en la regidén 2 muestran valores superiores a 2, tanto en
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el mutante hhanull como en el mutante hns. En la regién 1, también se puede
apreciar un aumento de la expresion en ambos mutantes, por lo que estos
reguladores estan influyendo en la expresion de dichos genes. Sin embargo, en
la region 3, solo algunos genes muestran grandes diferencias en ambos

mutantes.

Teniendo en cuenta estos resultados, tanto los genes de la regiéon 1 como
de la region 2 muestran una corregulacion por el sistema H-NS/Hha, donde el
paralogo Hha2 también puede estar desempefiando una funcién reguladora. El
estudio que inicialmente tenia como objetivo estudiar la implicacién de las
proteinas Hha2/Hha3 en la regulacion dde los genes yeeR y aec69 ha llevado
finalmente a determinar que las proteinas Hha y Hha2, juntamente con H-NS,
no solamente regulan dichos genes, sino la mayoria de genes duplicados en la

cepa 042.

4.1.4 Distribucion de las duplicaciones de la cepa EAEC 042 en

otras cepas de E. coli

Una vez demostrada la relacién entre el sistema Hha/H-NS y los genes
duplicados de la cepa 042, nos planteamos la pregunta de si las duplicaciones
observadas eran una caracteristica concreta de esta cepa o si, por el contrario,
las mismas se habian generado en un proceso que habia ocurrido
anteriormente en una cepa ancestral y dichas duplicaciones se encontraban
distribuidas entre los distintos patotipos de E. coli. Para responder a esta
pregunta, se utilizaron las 28 cepas patégenas representativas de los diferentes
patotipos (incluida la cepa EAEC 042) seleccionadas previamente (Tabla 3.6,
Materiales y métodos), donde se habia buscado la presencia de los genes flu,
yeeR, aec69, aec70y aec71. Se llevé a cabo una busqueda en sus genomas de los

genes duplicados de las 3 regiones principales de la cepa 042, utilizando el
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algoritmo BLASTp (apartado 3.12.3, Materiales y métodos). Se aplicaron los
mismos parametros restrictivos que se usaron en el analisis anterior, es decir,
un 85 % de similitud y un 85 % de longitud de alineamiento. Por lo tanto, los
resultados muestran aquellos genes de cada cepa que presentan un 85 % de
similitud y de longitud de alineamiento con el duplicado de la cepa 042
analizado. Para cada gen que se encuentra duplicado en la cepa 042, se anot6 el
numero de copias que cumplen con estos pardmetros dentro de los genomas de
las 28 cepas analizadas (Fig. 4.6). Las cepas del patotipo UPEC se han separado
en dos grupos: aquellas que no pertenecen a la secuencia tipo 131, que hemos
denominado UPEC, y las que si que pertenecen a la secuencia tipo 131,
denominadas ST131. Esta diferenciacién se ha realizado debido a la gran
importancia que muestra este grupo clonal, ya que las cepas ST131 contienen

un elevado niimero de resistencias a antibiéticos y son un patégeno emergente.
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Fig. 4.6. Distribucién de los genes duplicados de las 3 regiones de la cepa 042 en 28
cepas seleccionadas de diferentes patotipos. En blanco se muestran los genes que no
tienen ninguna copia que cumpla con los pardmetros que se analizan. En gris, los genes
que presentan solo una copia. En negro, los genes que presentan dos o mas copias que
cumplen con los parametros. Los genes 51-54, sefialados en verde, corresponden a los
genes flu-yeeR-aec69-aec70. Los nimeros muestran cuantas copias de cada gen de cada
cepa cumplen con los pardmetros establecidos.

Considerando los resultados obtenidos tras este analisis, se puede apreciar
una distribucién diferente de los genes duplicados de la cepa 042 entre los
patotipos estudiados. En primer lugar, entre los duplicados 21 al 35,
pertenecientes a la region 1 de la cepa 042, se puede ver como 9 de ellos (del 26
al 29 y del 31 al 35) se encuentran duplicados en muchas de las cepas
analizadas. Es interesante constatar que, en algunos casos, se puede hablar de
amplificacién mas que de duplicacidn, debido a que se pueden encontrar genes
con mas de 3 copias, llegando incluso hasta 9. Respecto a los 15 genes que
engloba la regién 2, llama la atencion la distribuciéon que se puede observar de
los mismos en los diferentes patotipos. La mayoria de estos genes se
encuentran duplicados o amplificados en muchas de las cepas analizadas. En
concreto, los genes 55 al 60, que aparecen como una unica unidad
transcripcional (Fig. 4.5), se encuentran en la mayoria de los genomas
analizados, en 4 o hasta 6 copias cada uno. Ninguno de estos 6 genes tiene una
funcién definida y bien estudiada, ya que los genes 55 y 58-60 codifican
proteinas hipotéticas conservadas, el 56 codifica una proteina antirrestriccion
putativa y la 57 una proteina de reparaciéon de ADN putativa. Por ultimo, la
duplicacién de los genes de la regién 3 parece especifica de la cepa 042, aunque
algunos de los genes se encuentran duplicados en otras cepas del mismo

patotipo o en cepas UPEC.

Es importante sefialar la similitud entre los patrones de duplicacién de las
cepas EAEC y las cepas UPEC. Esta similitud representa una muestra mas de la
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relacién evolutiva que presentan estos dos patotipos, como se ha resaltado en
las cepas hibridas con caracteristicas de ambos patotipos que se han
encontrado en otros estudios!6192193. En cuanto a la cepa comensal MG1655
analizada, solo contiene una copia de 9 de los 37 genes duplicados en la cepa

042 que se han analizado.

Por lo tanto, como respuesta a la hipétesis inicial, algunas de las
duplicaciones han ocurrido de manera especifica la cepa 042, como por ejemplo
la regién 3. Sin embargo, otros genes, como es el caso del 55 al 60, presentan un
gran numero de duplicaciones y amplificaciones distribuidas en todos los

patotipos, por lo que su origen pudo tener lugar en un ancestro comun.

4.1.5 Presencia y distribucion de las duplicaciones de las cepas

UPEC CFTO73 y EHEC 0145:H28 RM13516

Los datos obtenidos a partir de los analisis realizados en la cepa 042
fueron de gran interés, tanto por la informacién que arrojaron sobre la
presencia de duplicaciones y su posible regulacién como por su distribucién y
relacién entre los diferentes patotipos. Por ello, se decidié ampliar este estudio,
con el objetivo de obtener un esquema mas completo de la presencia de
duplicaciones en E. coli. Para llevarlo a cabo, se analizaron las duplicaciones
existentes en los genomas de dos cepas mas de patotipos diferentes: la cepa

UPEC CFT073 y la cepa EHEC 0145:H28 RM13516.

Se realiz6 la biisqueda de los genes duplicados que contiene cada una de
estas cepas dentro de sus genomas, siguiendo la misma estrategia utilizada en
la cepa EAEC 042. Todas las proteinas codificadas en sus genomas fueron
comparadas consigo mismas haciendo uso de BLASTD, filtrando los resultados

de manera restrictiva aplicando los mismos parametros descritos
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anteriormente. Seguidamente, se hizo una representacion lineal del cromosoma
de cada una de las cepas, y se marcaron las coordenadas que ocupan los genes

duplicados obtenidos a partir del andlisis (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. A) Genes duplicados en la cepa UPEC CFT073. B) Genes duplicados en la cepa
EHEC 0145:H28 RM13516. El eje de las X representa el mapa lineal del cromosoma.
Cada grupo de circulos unidos con una linea horizontal discontinua corresponde a un
gen duplicado o amplificado. Los circulos indican la posicién que ocupa cada duplicado
en el genoma. Los circulos enteros corresponden a los genes que se encuentran en la
cadena positiva, mientras que los circulos vacios corresponden a los de la cadena
negativa. Los niimeros corresponden a los grupos de genes duplicados, numerados en
orden empezando desde el origen del mapa cromosémico. Los circulos negros, enteros
o vacios, corresponden a transposasas. Las barras verticales y los colores definen las 6
regiones principales que contienen genes duplicados.

Una vez llevada a cabo este andlisis y su representacion grafica, quedo
patente que el nimero de duplicaciones que presentaban estas cepas era mayor
que el que se vio en la cepa 042. En el caso de la cepa CFT073, el nimero de
duplicados que se identificaron fue de 94. Algunos de estos genes duplicados
corresponden a transposasas (marcados en negro), tal y como habia ocurrido
con la cepa 042. Se agruparon todos en 6 regiones principales para facilitar el
estudio de los mismos, como se puede observar en la figura 4.7A, donde se han
sefnalado con barras verticales y colores diferentes. La funcién de cada uno de
estos genes duplicados en la cepa CFT073, como su localizador, se recogio en la
Tabla anexa A1. En todas las regiones hay un gran ntimero de genes con funcion
desconocida, como se puede apreciar sobre todo en las regiones 2 y 6. En la
region 1 de esta cepa se puede ver la duplicacién de un sistema toxina-
antitoxina (nimeros 7 y 8), y los duplicados 16 al 19 son transportadores del
tipo ABC relacionados con el metabolismo del hierro. Como ocurria en la regién
1 de la cepa 042, las regiones 3 y 4 de la cepa CFT073 engloban genes de origen
fagico, mostrando una vez mas la relacién existente entre genes HGT y procesos
GDA. Por ultimo, cabe sefialar que un nimero significativo de genes presentes
en la region 5 estan relacionadas con fimbrias, las cuales son de gran

importancia dentro de la patogénesis de las cepas uropatdgenas.
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Respecto a la cepa 0145:H28 RM13516, el nimero de duplicados que se
encuentran en su genoma es significativamente mayor, siendo un total de 154.
Siguiendo la misma pauta, algunos de estos genes corresponden a transposasas,
las cuales también se marcaron de color negro. Se definieron 6 regiones
principales que contenian la mayoria de genes duplicados, definidas en la figura
4.7B, con barras verticales y colores para diferenciarlas. En esta cepa EHEC,
muchos de los genes tienen mas de dos copias, por lo que la amplificacién es
mas abundante que la duplicacién. Tanto el localizador de cada una de las
copias de estos genes, como la descripcion de sus funciones, se recopilaron en
la Tabla anexa A2. Un gran numero de los genes que se han duplicado en esta
cepa EHEC no estan bien caracterizados y se desconoce su funcién, como es el
caso de aquellos que se encuentran en la regién 3 y 5, y parte de la regién 4. En
el caso de genes relacionados con fagos, se pueden encontrar en la region 1
(nimero 32 al 40), la 2 (52 al 65) y en la 3 (92 al 103). Por otra parte, se
encuentran duplicados reguladores transcripcionales de la familia Rha (44) y
de la familia AraC (50), y, también, genes relacionados con el metabolismo del

hierro, como son transportadores del tipo ABC y sideréforos (143 al 147).

La identificacién de un nimero mayor de genes duplicados en estas dos
cepas plante6 una nueva cuestion: ;jcudl era la distribucion de estos genes
duplicados entre los diferentes patotipos? De manera homdnima, se realizaron
los mismos andlisis realizados anteriormente con la cepa 042. Los genes
duplicados de ambas cepas, englobados en las regiones principales definidas
arbitrariamente, se buscaron en las 28 cepas representativas de cada patotipo
seleccionadas previamente. En estas cepas se encuentra la cepa comensal

MG1655 y las 3 cepas analizadas: 042, CFT073 y 0145:H28 RM13516.

En primer lugar, se buscd la distribucién de los genes duplicados de la cepa
UPEC CFT073. La representacion de los resultados se realizdé siguiendo el

mismo codigo de colores utilizado en la cepa 042 (Fig. 4.8).
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Fig. 4.8. Distribucién de los genes duplicados de las 6 regiones principales de la cepa
CFTO073 en las 28 cepas seleccionadas de varios patotipos. En blanco se muestran los
genes que no tienen ninguna copia que cumpla con los parametros que se analizan. En
gris, los genes que presentan solo una copia. En negro, los genes que presentan dos o
mas copias que cumplen con los parametros. Los nimeros muestran cuantas copias de
cada gen de cada cepa cumplen con los parametros establecidos.

Los genes duplicados en la cepa CFT073 se encuentran distribuidos en el
resto de patotipos de manera desigual. En la regién 1, se puede ver que los 6
genes duplicados numerados del 7 al 8 y del 10 al 13 se encuentran distribuidos
en todos los patotipos. Este bloque de genes coincide con los genes 55 al 60 de
la region 2 de la cepa 042. Como se puede observar en las regiones 2, 3 y 4, los
genes 36, 42-44, 53, 63 y 65 se muestran duplicados o amplificados en cepas de
todos los patotipos, los cuales son de funcién desconocida o de origen fagico.
Sin embargo, muchos de los genes estudiados parece que han sufrido procesos
de duplicacién tinicamente en la cepa CFT073. En la region 5, los genes 78 al 86
codifican proteinas hipotéticas relacionadas con fimbrias, las cuales solo se
encuentran presentes en las cepas uropatdgenas, como se puede apreciar. Por
otra parte, resulta interesante el patrén que se observa en los genes de la
region 6. Pese a que solo se ha duplicado en la cepa CFT073, su presencia se
encuentra restringida a las cepas UPEC, ETEC y las cepas 042 y 55989 del
patotipo EAEC. Respecto a la cepa comensal MG1655, un porcentaje minimo de
los genes analizados se encuentran presentes en su genoma, y inicamente el 52

y el 73 han sufrido un proceso de duplicacién.

De manera paralela a este andlisis, se realizé la busqueda de los genes
duplicados de la cepa EHEC 0145:H28 RM13516 en las mismas 28 cepas
seleccionadas. La distribucion de estas duplicaciones en los diferentes

patotipos puede visualizarse en la figura 4.9.
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Fig. 4.9. Distribucién de los genes duplicados de las 6 regiones principales de la cepa
0145:H28 RM13516 en las 28 cepas seleccionadas de varios patotipos. En blanco se
muestran los genes que no tienen ninguna copia que cumpla con los parametros que se
analizan. En gris, los genes que presentan solo una copia. En negro, los genes que
presentan dos o mas copias que cumplen con los pardmetros. Los nimeros muestran
cuantas copias de cada gen de cada cepa cumplen con los pardmetros establecidos.

La distribucion en los diferentes patotipos de los genes duplicados en la
cepa EHEC muestra patrones diferentes, segiin la regién que se analice. De
forma semejante a las otras 2 cepas analizadas, la cepa 0145:H28 RM13516
también presenta genes duplicados especificos de esta cepa, como por ejemplo
los genes que se hallan en la regiéon 5 y 6. Sin embargo, como diferencia a los
analisis previos en las cepas 042 y CFT073, se puede observar que algunos de
los genes se han duplicado o amplificado unicamente en las cepas
enterohemorragicas. Este patrdn, caracteristico de un tnico patotipo, es visible
en los genes englobados en la region 1, 2 y, sobre todo, en la regiéon 4. La
funcién y el origen de muchos de los genes de estas 3 regiones es fagico (Tabla
anexa A2), por lo que es posible que la adquisicion de este ADN por
mecanismos HGT tuviera lugar en un ancestro comun. En relacién con este
patrén, es interesante la presencia de estos genes duplicados fagicos también
en la cepa 055:H7, la cual pertenece al patotipo EPEC. Por otra parte, los genes
de la regién 5 solo se encuentran duplicados en 2 cepas ETEC, aparte de la cepa
0145:H28 analizada. Pese a que esta relaciéon podria ser de gran interés, la
informacién disponible sobre estos genes es limitada, por lo que serian
necesarios mas estudios para poder entender el papel que desempefian.
Finalmente, el bloque de genes numerados del 55 al 60 de la cepa 042,
correspondiente a los genes 7-13 de la cepa CFT073, en la cepa 0145:H28
RM13516 corresponde a los genes del 71 al 76 de la region 3. Como ya se ha
comentado, estos 6 genes se encuentran distribuidos entre todos los patotipos

y en un gran numero de copias, ya que se puede hablar mas de un proceso de
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amplificacién que de duplicacién. Sin embargo, la funcién que desempefian es

desconocida.

Del conjunto de estos estudios también se desprende el hecho de que
existe un nimero de genes duplicados que, a pesar de la gran variabilidad
gendmica de los distintos aislamientos de E. coli, no pertenecen al core-genome

pero se encuentran presentes en la mayoria de patotipos.
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4.2 El gen aec69 en la cepa EAEC 042

La busqueda realizada de genes asociados a la presencia de nuevos
reguladores de la familia de proteinas Hha (apartado 4.1.1, Resultados)
permitié identificar a dos genes en concreto: yeeR y aec69. Como se ha
comentado anteriormente, estos dos genes se encuentran juntos en el
cromosoma de E. coli, aguas abajo del gen flu (Fig. 1.12). Estudios recientes,
llevados a cabo por Moriel y colaboradores328, resaltan el papel que puede tener
en la patogénesis de cepas uropatégenas de E. coli el producto del gen aec69,
denominado en ese trabajo IrmA, terminologia que utilizaremos a partir de
ahora. La proteina IrmA parece actuar como receptor de interleuquinas,
interfiriendo en su funcién. En este mismo estudio, se indica que los genes flu,
yeeR e irmA forman una Unica unidad transcripcional, donde la expresion de los
mismos se ve modulada por la accién del regulador OxyR. Dichos estudios se
realizaron en la cepa UPEC CFT073, en la que existen 2 copias de los genes flu,
yeeR e irmA. En esa cepa, una de las copias de irmA (c3665) no presenta
actividad, debido a la insercién de varios elementos génicos que rompen la
pauta de lectura del operdn. En el caso de la cepa EAEC 042, estos tres genes se
encuentran duplicados y juntos en dos regiones diferentes del cromosoma (Fig.
1.13). Las copias del gen irmA en esta cepa se pueden encontrar por su
localizador en la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene),
siendo el mismo EC042_2244 y EC042_4509, respectivamente. En el estudio de
las duplicaciones presentes en el cromosoma de la cepa EAEC 042 que hemos
llevado a cabo, este duplicado esta referenciado por el nimero 53 (Tabla 4.5)
(Fig. 4.4). Las copias del gen irmA tienen una longitud de 456 nucleétidos, las
cuales codifican proteinas de 151 aminoacidos con un tamafio de 16,9 kDa. En
ambos casos, la homologia que tienen las dos copias es del 99,34 % (Fig. 4.10).
Teniendo en cuenta la asociacion encontrada entre estos genes y los
reguladores Hha2/Hha3, el siguiente objetivo del trabajo consistié en discernir

tanto la expresion de las copias del gen irmA en la cepa 042 como su regulacion.
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Fig. 4.10. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de las dos copias de la proteina
IrmA que expresa la cepa 042. Solo hay un tnico cambio en el aminoacido 134.

4.2.1 Estudio de la expresion de la proteina IrmA en la cepa 042

por Western Blot

La primera aproximacién para estudiar la expresion de la proteina IrmA
codificada por cualquiera de las dos copias del gen fue inmunodetectarla. Para
ello, decidimos, en primer lugar, obtener anticuerpos especificos. Se llevo a
cabo la adicién de una cola de histidinas a la proteina IrmA, siguiendo las
instrucciones del kit comercial aLICator LIC Cloning & Expression System
(ThermoScentific). La proteina fue purificada mediante cromatografia de
afinidad haciendo uso de una columna de niquel-agarosa, siguiendo la
metodologia indicada en el apartado 3.8.5.1 en Materiales y métodos (Fig.
4.11A). Una vez purificada la proteina IrmA, se procedié a inmunizar conejos
para obtener un anticuerpo policlonal (apartado 3.8.5.2, Materiales y métodos).
Los sueros se comprobaron con la proteina IrmA purificada, tanto los sueros de
conejos sin inmunizar (Fig 4.11B) como los de los conejos inmunizados (Fig.

4.11C).
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Fig. 4.11. A) Purificacién de la proteina IrmA mediante cromatografia de afinidad. Se
muestran las tres eluciones realizadas con el tampén A200. B) Inmunodeteccién de la
proteina IrmA purificada mediante el uso de suero de conejo sin inmunizar. Se indican
dos concentraciones de proteina IrmA. C) Inmunodeteccién de la proteina IrmA
purificada mediante el uso de suero de conejo inmunizado con la proteina IrmA. Se
muestran dos concentraciones diferentes de proteina IrmA purificada. La flecha indica
la posicion de la proteina IrmA.

Con el fin de detectar la expresion especifica de cada una de las dos copias
del gen irmA, se procedi6 a obtener mutantes de cada copia para poder
estudiarlas por separado, denominandolos irmA2244 e irmA4509. Debido a que
este gen se sobreexpresa en un mutante para el regulador OxyR328, se procedi6
a construir este mutante en la cepa 042. El control negativo del ensayo se
realiz6 mediante la construccién de un mutante de ambas copias del gen irmA
en la cepa 042, llamandolo irmAnull. La mutaciéon de estos genes se hizo
mediante la recombinacién homdloga de fragmentos generados por PCR,
siguiendo el protocolo descrito por Datsenko y Wanner (apartado 3.6.1,

Materiales y métodos)33s.

Una vez conseguidos estos mutantes, se obtuvieron los extractos proteicos
totales (proteinas intra y extracelulares), tanto de la cepa salvaje (WT) como de

los mutantes de las copias del gen irmA y del mutante del gen oxyR. Se crecieron
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cultivos en medio LB a 37 2C y en agitacién hasta una DOsponm de 2, momento en
el cual se extrajo 1 mL de cultivo para procesarlo, siguiendo la metodologia
indicada en el apartado 3.8.1. Se comprobd que la concentracién de proteina
era equivalente en todos los extractos mediante una tincién con azul de
Coomassie, normalizando de esta manera la cantidad de proteina cargada en los
geles. La deteccién de la proteina IrmA se realiz6 mediante el uso del

anticuerpo policlonal anti-IrmA, obteniendo los resultados que se muestran en

la figura 4.12.
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Fig. 4.12. Panel superior. Inmunodeteccién de la proteina IrmA en extractos totales de
las cepas WT, irmA2244, irmA4509, irmAnull y oxyR utilizando anticuerpos policlonales
anti-IrmA. Como control positivo se utilizé6 proteina IrmA purificada. Panel inferior.
Tincién de Coomassie de los extractos proteicos totales para la inmunodeteccidn,
demostrando que los mismos contenian cantidades equivalentes de proteina.

El nivel de expresién que se obtuvo para la proteina IrmA, con
independencia del gen que la codificase, fue muy bajo. Como ya se habia
descrito anteriormente, la expresion del gen aumenta en ausencia del regulador
OxyR. Debido a los bajos niveles de la proteina que se detectaron, se decidi6
estudiar la expresion de la proteina IrmA siguiendo otra metodologia, con el fin
de poder conocer mejor la expresién de cada copia de manera individual y de

mejorar la sensibilidad de su deteccion.
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El estudio de la expresion de las copias irmA2244 e irmA4509, de una
manera mas precisa, se llevd a cabo mediante la adicién de una etiqueta
3XFLAG en el extremo C-terminal de la proteina, mediante la acciéon de la
recombinasa Red (apartado 3.6.2, Materiales y métodos). Este tipo de fusiones
permiten la utilizaciéon de un mismo anticuerpo para todas las proteinas
marcadas, reduciendo los costes que conlleva la obtencién de un anticuerpo
especifico. Las cepas con estas fusiones se nombraron como 042 2244::3X y
042 4509::3X (Tabla 3.1, Materiales y métodos), seguiin la copia que se hubiera
marcado en cada caso. Tras la obtencion de estas fusiones, se procedié a
obtener los extractos proteicos totales, tal y como se hizo en el apartado
anterior. Seguidamente, se separaron las proteinas en geles de poliacrilamida y
se transfirieron a membranas de PVDF, incubando las mismas con el anticuerpo
monoclonal comercial anti-FLAG. Por ultimo, se revelaron las membranas
gracias a una reaccion de quimioluminiscencia, detectando de esta manera la
expresion de las proteinas marcadas con la etiqueta 3XFLAG (Fig. 4.13). Se
comprobd la cantidad de proteina de los extractos proteicos mediante tincion

con azul de Coomassie.
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Fig. 4.13. Panel superior. Inmunodeteccién de las proteinas IrmA2244::3X e
IrmA4509::3X con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Como control negativo se

utiliz6é un extracto proteico de la cepa 042 WT. Panel inferior. Tincién de Coomassie de
los extractos totales utilizados para la inmunodeteccién, demostrando que los mismos
contenian cantidades equivalentes de proteina.
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La inmunodeteccién llevada a cabo revel6 un patréon de expresion
diferencial entre las dos copias del gen irmA. Como se puede observar, la
expresién de la proteina IrmA2244 es nula o tan baja que no se pudo detectar, a
diferencia de la copia IrmA4509. En el caso de la copia IrmA4509, la expresion
es mayor en fase estacionaria que en fase exponencial. Los resultados
obtenidos en el ensayo anterior con el anticuerpo anti-IrmA (Fig. 4.12)
muestran una baja expresidon en ambas copias, mientras que en este caso se ve
claramente una expresion diferente entre ellas. Es posible que tenga lugar una
regulacion cruzada entre las dos copias, por lo que en los mutantes irmA2244 e
irmA4509 (necesarios para poder estudiar cada copia individualmente) esta
regulacion no tiene lugar y las dos copias se expresan. Gracias al uso del
epitopo 3XFLAG se evita este problema, pudiendo estudiar las dos copias en el

mismo fondo genético.

La expresion diferencial de los dos genes irmA de la cepa 042 puede
deberse a un procesamiento post-traduccional diferente de las
correspondientes proteinas. Sin embargo, debido al gran porcentaje de
homologia existente entre ellas, esta hipotesis parece poco probable. Las
diferencias en la expresion pueden tener origen en los niveles de transcripcion
de cada uno de los genes y, por lo tanto, en la regulacion de la expresion de los
mismos. En este sentido, el estudio realizado por Wapinski y colaboradores
sefiala que las diferencias entre genes duplicados pueden deberse mas a su
regulacion que a su funci6n3?2. Es por ello que se decidid estudiar la
transcripcién de ambas copias, tratando de dilucidar el posible origen de estas
diferencias y confirmando los niveles de expresion de las proteinas detectadas

(Fig. 4.13).
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4.2.2 Estudio de la transcripcion de las dos copias del gen irmA
en la cepa 042 mediante las fusiones cromosomicas

irmA2244::lacZ e irmA4509::lacZ

La transcripcion de los genes EC042_2244 y EC042_4509 se estudio
mediante un método indirecto, gracias al gen reportero lacZ. En primer lugar,
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.6.3, se construyeron las
fusiones transcripcionales en el cromosoma de la cepa 042, a partir de los
mutantes de cada una de las copias (irmA2244 e irmA4509) obtenidos
anteriormente (Fig. 4.14). Las cepas obtenidas con las fusiones
transcripcionales se denominaron 042 2244::lacZ y 042 4509::lacZ (Tabla 3.1,

Materiales y métodos).

lacZ k\\\& =

S

Fig. 4.14. Esquema de la posicion de la fusion con el gen reportero lacZ para estudiar la
transcripcién del gen irmA.

Tras conseguir estas dos construcciones, se crecieron los cultivos a 37 2C
en agitacion en medio LB. Se tomaron muestras de los cultivos a DOgoonm de 0,4
y 2, correspondientes a fase exponencial e inicio de la estacionaria,
respectivamente. Estas muestras se procesaron para llevar a cabo un ensayo de

B-galactosidasa, de acuerdo al apartado 3.9.1 (Fig. 4.15).
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Fig. 4.15. Actividad p-galactosidasa (U. M.) de las cepas 042 2244:lacZ y 042
4509::lacZ. Valores obtenidos del ensayo por triplicado. ns no significativo,***P < 0,001.

Tal y como es apreciable, la actividad transcripcional en las dos copias del
gen irmA es muy diferente. La expresion del gen lacZ bajo el control del
promotor responsable de la transcripcion del gen irmA2244 es muy baja. Por el
contrario, existe un buen nivel de expresion del gen lacZ bajo el control del
promotor responsable de la transcricpion del gen irmA4509. Estos resultados
concuerdan perfectamente con la expresion detectada de las proteinas
marcadas con el epitopo 3XFLAG, comentada anteriormente (Fig. 4.13). Por lo
tanto, las diferencias que se ven en la expresién de ambas proteinas tienen su
origen en la transcripcion de los respectivos genes, descartdndose que un
posible procesamiento post-traduccional sea la razén del nivel diferente de
expresion de las proteinas codificadas por ambas copias. Por lo que hace
referencia al efecto de la fase de crecimiento sobre la expresion del gen
irmA4509, se puede observar un ligero aumento de su expresiéon en fase

estacionaria.
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4.2.3 Regulacion de la expresion de las dos copias del gen irmA

en la cepa EAEC 042

Tras observar una expresion diferente de cada copia de la proteina IrmA
cuando la cepa 042 crece en medio LB a 37 9C, se decidi6 investigar la
regulacion de la expresion de ambas copias del gen irmA. En primer lugar,
decidimos estudiar el efecto de diferentes condiciones ambientales sobre la
expresion de ambas copias. Por otra parte, teniendo en cuenta que la presencia
del gen irmA se correlaciona con la presencia de los reguladores Hha2 y Hha3
(Fig. 4.1) y que en el analisis transcriptomico de la expresion de irmA en
diferentes fondos genéticos los genes irmA aparecen regulados por el sistema
Hha/H-NS (Tabla 4.6), se quiso corroborar el papel del sistema H-NS/Hha en la
regulacion de la expresion de las dos copias del gen irmA. En la cepa UPEC
CFT073, se describi6 que este gen forma parte de la misma unidad
transcripcional junto a los genes flu e yeeR328, El gen flu presenta una regulacién
por variacion de fase debida a la competicion de las proteinas OxyR y
Dam324325, Es por ello que se quiso determinar si las copias EC042_2244 y

EC042_4509 se encuentran reguladas de la misma manera.

4.2.3.1 Efecto de la temperatura y del medio de cultivo sobre la

expresion de los genes irmA2244 e irmA4509

El efecto de los factores ambientales sobre la expresion génica ha sido
ampliamente estudiado. En este caso, nos focalizamos en el efecto de la
temperatura y la disponibilidad de nutrientes sobre la expresidon de los genes
irmA2244 e irmA4509. Para llevarlo a cabo, se utilizaron las cepas 042 2244::3X
y 042 4509::3X para poder examinar, mediante inmunodeteccidn, la expresidon
de cada proteina por separado en cultivos de la cepa 042 crecidos en

condiciones diferentes. En el caso de la temperatura, se crecieron cultivos de
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estas dos cepas 37 2C y 25 °C (Fig. 4.16A). Por otra parte, para simular la
disponibilidad de concentraciones diferentes de nutrientes, se utilizaron dos
medios de cultivo diferentes: un medio rico como LB y un medio minimo como
M9 (Fig. 4.16C). De forma paralela, se utilizaron las cepas 042 2244::lacZ y 042
4509::lacZ para estudiar el efecto de las condiciones de cultivo sobre los niveles
de transcripcion de los genes irmA2244 e irmA4509, mediante ensayos de [3-
galactosidasa (Fig. 4.16B y D). Tanto en el caso de la temperatura como en el de
la disponibilidad de nutrientes, se crecieron los cultivos en agitacién hasta una
DOsoonm de 2, ya que esta proteina presenta mayor expresion en una fase

estacionaria temprana que en fase exponencial (Fig. 4.13).

Ambos ensayos aportaron informacién relevante respecto al efecto de
estas condiciones en la expresion de la proteina IrmA. En el caso de la
temperatura, la proteina [IrmA4509 presenta una mayor expresién a 37 2C que
a 25 9C en fase estacionaria. Respecto a su expresion en los medios utilizados, la
proteina IrmA4509 tiene una expresidn ligeramente mayor en medio M9 que
en medio LB a 37 °C. Sin embargo, la proteina IrmA2244 no presenta una
expresion detectable en ninguna de las condiciones estudiadas. Por lo tanto, su
expresion puede verse afectada por otros estimulos y seguir una regulacion

diferente que la proteina IrmA4509.
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Fig. 16. Efecto de la temperatura (A y C) y de la disponibilidad de nutrientes (B y D) en
la expresion de los genes irmA2244 y irmA4509. Como control negativo se utilizé un
extracto proteico de la cepa 042 WT. **P < 0,01, ***P < 0,001.

El efecto que ejerce la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo
sobre la expresion de estos genes también se estudi6 mediante un ensayo de
limitacién de la fuente de carbono (en nuestro caso, glucosa). Para ello, se
utilizé, en primer lugar, medio M9 suplementado con distintas concentraciones
de glucosa, para determinar la concentraciéon limitante del crecimiento. Se
crecieron cultivos de la cepa 042 en medio M9 y se llevaron a cabo curvas de

crecimiento para cada concentracion de glucosa (Fig. 4.17).
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Fig. 4.17. Curvas de crecimiento de la cepa 042 de E. coli en medio M9 a 37 2C con
concentraciones diferentes de glucosa. Como control se utilizé6 medio M9 suplementado
con 4 g/L de glucosa. Valores obtenidos del ensayo por triplicado.

Observando estos resultados, se decidié utilizar una concentracion de
glucosa de 0,5 g/L en el medio M9 para analizar cémo la limitacién en la fuente
de carbono afecta a la expresion de la proteina IrmA en la cepa 042. Para ello,
se procedi6 a crecer las cepas 042 2244::3X y 042 4509::3X en medio M9 con 4
g/L (como control) y 0,5 g/L de glucosa a 37 2C. Una vez que se detuvo el
crecimiento, se cogieron muestras tras 1 y 2 horas, procesandolas para llevar a
cabo un ensayo de inmunodeteccion de la proteina IrmA. De forma paralela, se
crecieron bajo las mismas condiciones de limitacion de la fuente de carbono las
cepas 042 2244::lacZ y 042 4509::lacZ, con el fin de analizar indirectamente la
transcripcion de los genes irmA2244 e irmA4509 evaluando la expresion del gen

lacZ (Fig. 4.18).
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Fig. 4.18. Efecto del estrés por limitacidon de glucosa sobre la expresion de las proteinas
IrmA2244::3XFLAG (A), IrmA4509::3XFLAG (B) y sobre la transcripciéon de los genes
irmA2244 e irmA4509 (C). Como control negativo se utiliz6 un extracto proteico de la
cepa 042 WT. ns no significativo, *P < 0,05, **P < 0,01.

Los resultados obtenidos demuestran que, en el caso de la proteina
IrmA4509, la expresion aumenta bajo estas condiciones de estrés nutricional.
Sin embargo, en el caso de la proteina IrmA2244, la expresiéon es muy baja o
nula en todas las condiciones. Estos resultados se ven confirmados al

determinar la transcripcion de los genes irmA2244 e irmA4509 (Fig. 4.18C).
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4.2.3.2 Efecto de la presencia de oxigeno sobre la expresion de los

genes irmA2244 e irmA4509

Tras estudiar tanto el efecto de la temperatura como el de la disponibilidad
de nutrientes en la expresidn de ambas copias del gen irmA4, se decidié analizar
si la presencia de oxigeno influfa en la expresion de las mismas. Este analisis se
realizé tanto con las cepas 042 2244::3X y 042 4509::3X, para llevar a cabo una
inmunodeteccion de IrmA, como con las cepas 042 2244::lacZ y 042 4509::lacZ,
para analizar la transcripcién de ambos genes (Fig. 4.19). La condicién de
anaerobiosis se consiguié anadiendo vaselina a cultivos en medio LB
previamente inoculados, los cuales se dejaron crecer durante toda la noche en

estatico a 37 °C.
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Fig. 4.19. Efecto de la anaerobiosis sobre la expresion de las proteinas IrmA2244::3X
(A), IrmA4509::3X (B) y sobre la transcripcién de los genes irmA2244 y irmA4509 (C).
Como control negativo se utiliz6é un extracto proteico de la cepa 042 WT. ***P < 0,001.
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Los resultados obtenidos demuestran que, en ausencia de oxigeno, la
expresion del gen irmA4509 se ve reducida significativamente. En el caso del
gen irmA2244, la expresion de la proteina mediante Western blot no es

apreciable.

4.2.3.3 Papel de las proteinas H-NS y Hha en la expresion de los
genes irmA2244 e irmA4509

Como se ha comentado en el apartado 4.1.1, el estudio focalizado en la
comparacion de cepas que codifican nuevos paralogos de Hha frente a cepas
que no los tienen permitié asociar estos reguladores con los genes flu, yeeR e
irmA. Las proteinas tipo Hha forman complejos con la familia de reguladores H-
NS, alterando su especificidad y modulando su actividad222267, Debido a la
correlacién entre la presencia del gen irmA con paralogos de la familia Hha, y la
interaccion entre Hha y H-NS, se decidié estudiar la posible funcion reguladora

de este sistema sobre la expresion de las copias irmA2244 e irmA45009.

A fin de estudiar el papel de estos reguladores en la expresion de las dos
copias del gen irmA, se obtuvieron mutantes sin funcién para Hha/H-NS en
cepas derivadas de la 042. La mutagénesis se llevé a cabo en las cepas 042
2244::3X y 042 4509::3X, obteniendo en cada una los mutantes hha, hhanull
(mutante de hha y hha2) y hns (Tabla 3.1, Materiales y métodos). Una vez
obtenidos los mutantes, se procedid a analizar los niveles de expresion de cada
copia de la proteina IrmA en los distintos fondos genéticos. Se crecieron
cultivos a 37 2C en medio LB con agitacion hasta una DOsoonm de 2, se
obtuvieron los extractos proteicos totales y se llevd a cabo un ensayo de

inmunodeteccion de la proteina IrmA (Fig. 4.20).
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Fig. 4.20. Efecto de la regulacion por el sistema H-NS/Hha en la expresion de la
proteina IrmA. A) 042 2244::3X y mutantes derivados. B) 042 4509::3X y mutantes
derivados. Como control negativo se utiliz6 un extracto proteico de la cepa 042 WT.
Panel superior, inmunodeteccién realizada con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG.
Panel inferior, tincién de Coomassie de los extractos totales utilizados para la
inmunodeteccidn, demostrando que los mismos contenian cantidades equivalentes de
proteina.

La copia IrmA2244 no presenta expresion en ninguno de los fondos
genéticos estudiados. En el caso de la copia IrmA4509, la mutaciéon del
regulador Hha provoca un aumento en los niveles de expresion, efecto que se ve
de manera mas significativa en el mutante de Hha y su paralogo Hha2 (hhanull).
Estudios transcriptomicos realizados en los mutantes hha, hha2 y hhanull han
puesto de manifiesto que una de las funciones de la proteina Hha2 es hacer de
reservorio molecular para Hha, por lo que es en un mutante hhanull donde
puede comprobarse el papel regulador del sistema Hha en la cepa 042205,
Respecto al papel de H-NS en la regulacién de ambas copias, en la copia
IrmA2244 no se observan diferencias mientras que, en el caso de la copia

IrmA4509, los niveles se reducen.
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4.2.3.4 Papel de las proteinas OxyR y Dam en la expresion de los

genes irmA2244 e irmA4509

Estudios previos, llevados a cabo por Moriel y colaboradores328, resaltan la
regulacion que ejerce OxyR sobre el gen irmA en la cepa CFT073, ya que se
produce una sobreexpresién de la proteina IrmA en un mutante oxyR. Debido a
estas observaciones, decidimos analizar si, tal y como ha sido descrito para la
cepa uropatogena CFT073, la proteina OxyR regula la expresién de alguna de
las copias del gen irmA en la cepa 042. Teniendo en cuenta el mecanismo de
variacion de fase llevado a cabo por la competicién de OxyR con la metilasa
Dam303319, se comprob6 el posible papel de ambas proteinas en la regulacion

del gen irmA.

Para estudiar el papel de OxyR y de Dam, se obtuvieron los
correspondientes mutantes mediante recombinacion de fragmentos de PCR
(apartado 3.6.1, Materiales y métodos). Estos mutantes se realizaron en las
cepas 042 2244::3X y 042 4509::3X (Tabla 3.1, Materiales y métodos). Los
niveles de expresidn se analizaron mediante un ensayo de inmunodeteccion de
muestras de extracto total (Fig. 4.21). Como se realizd anteriormente, los
cultivos se crecieron a 37 °C hasta una DOgoonm de 2, momento en el cual se

obtuvieron los extractos proteicos totales.
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Fig. 4.21. Efecto de OxyR y Dam en la expresion de la proteina IrmA. A) 042 2244::3X y
mutantes derivados. B) 042 4509::3X y mutantes derivados. Como control negativo se
utiliz6 un extracto proteico de la cepa 042 WT. Panel superior, inmunodetecciéon
realizada con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Panel inferior, tincién de Coomassie
de los extractos totales utilizados para la inmunodeteccidon, demostrando que los
mismos contenian cantidades equivalentes de proteina.

La copia IrmA2244 no se expresa tampoco en ninguno de estos fondos
genéticos, en las condiciones que se han estudiado. En el caso de la copia
IrmA4509, se observa una sobreexpresién en un mutante oxyR, hecho que
concuerda con las observaciones previas realizadas en la cepa UPEC CFT(073328,
Respecto a la metilasa Dam, su mutagénesis no afecta significativamente a los
niveles de expresion de la copia IrmA4509. Sin embargo, en el doble mutante
0xyR dam, no tiene lugar la misma sobreexpresioén que se observa en el mutante
oxyR. Por lo tanto, es posible que la metilaciéon del ADN sea necesaria para la

expresion del gen irmA.

Tras la obtenciéon de estos resultados, se estudié tanto el efecto de oxyR
como el de la metilasa dam sobre la transcripciéon. Para ello, se mutaron ambos
genes en las fusiones lacZ de las dos copias del gen irmA (042 2244::lacZ y 042
4509::lacZ), previamente construidas (Tabla 3.1, Materiales y métodos).
Seguidamente, se crecieron los cultivos en medio LB a 37 °C en agitacion,
recogiendo muestras a DOgoonm 2 y procesandolas para llevar a cabo un ensayo

de B-galactosidasa (Fig. 4.22).
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Fig. 4.22. Actividad B-galactosidasa (U.M.) de las cepas 2244::lacZ y 4509::lacZ, tanto en
un fondo genético salvaje como en un mutante oxyR y en un mutante dam. Valores
obtenidos del ensayo realizado por triplicado. ns no significativo, ***P < 0,001.

La actividad B-galactosidasa que presentan ambas concuerda con los
resultados previos, obtenidos mediante la inmunodetecciéon del epitopo
3XFLAG (Fig. 4.21). Por lo tanto, oxyR inhibe la expresién de la copia IrmA4509
en la cepa 042, tal y como ocurre en la cepa uropatégena CFT073. Por otra
parte, como se ha comentado anteriormente, la metilacién del ADN parece ser
necesaria para la expresion del gen irmA, ya que en el mutante dam la actividad

B-galactosidasa es menor que en la cepa salvaje.

Debido a que se produce una sobreexpresion de la proteina IrmA en un
mutante oxyR, se decidi6 realizar un ensayo de inmunodeteccién utilizando el
anticuerpo anti-IrmA. Con la finalidad de poder estudiar el efecto de este
regulador sobre la expresion de cada copia por separado, se construyeron los
mutantes dobles irmA2244 oxyR y irmA4509 oxyR (Tabla 3.1, Materiales y
métodos). Los cultivos se crecieron hasta una DOsoonm de 2 y las muestras de

extractos totales fueron igualadas (Fig. 4.23).

159



Resultados

& &
g v°§ v°+*
X S o W
& N @ Ff & > S
Vv o°F & NV 9
N W A R\ N
e

Fig. 4.23. Panel superior. Inmunodetecciéon de la proteina IrmA con el anticuerpo
policlonal anti-IrmA. Panel inferior. Tincién de Coomassie de los extractos totales
utilizados para la inmunodeteccién, demostrando que los mismos contenian cantidades
equivalentes de proteina.

En los mutantes de cada copia del gen irmA, en un fondo genético oxyR, se
observa una mayor expresion que en un fondo salvaje. La deteccién con el
anticuerpo policlonal anti-IrmA si que muestra expresion de la copia IrmA2244
en ausencia de oxyR (cepa irmA4509 oxyR), a diferencia de los resultados
obtenidos mediante las fusiones FLAG. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que son fondos genéticos diferentes. En el caso de las fusiones FLAG, solo se ha
adicionado un epitopo en el extremo 3’ del gen, mientras que, en este ensayo, se

ha eliminado una de las copias completamente para poder estudiar la otra.

4.2.3.5 Regulacion cruzada entre las dos copias del gen irmA

Con el objetivo de aclarar si hay una relacion entre los niveles de expresion
de las dos copias del gen irmA, se decidié analizar la expresion de cada copia en
un fondo genético donde se ha mutado la otra copia. Para llevarlo a cabo, se
realizaron fusiones con el epitopo FLAG en los mutantes irmA2244 e irmA4509,

previamente conseguidos (Tabla 3.1, Materiales y métodos). Realizandolo a
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partir de los mutantes simples nos aseguramos que la copia marcada seria la
contraria, facilitando la comprobacion de las construcciones. Tras la obtencion
de estas fusiones, se crecieron los cultivos a 37 2C y se obtuvieron extractos

proteicos totales para su andlisis mediante inmunodeteccion (Fig. 4.24).
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Fig. 4.24. Relacion de los niveles de expresidn entre las dos copias de la proteina IrmA.
A) 042 2244::3X y mutante derivdo. B) 042 4509::3X y mutante derivado. Como control
negativo se utiliz6 un extracto proteico de la cepa 042 WT. Panel superior.
Inmunodeteccién realizada con el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Panel inferior.
Tincién de Coomassie de los extractos totales utilizados para la inmunodeteccidn,
demostrando que los mismos contenian cantidades equivalentes de proteina.

La expresion de la copia [rmA2244 incrementa notablemente en ausencia
de la copia IrmA4509, como se puede observar en la parte A de la figura 4.24.
Sin embargo, en el caso de la copia [rmA4509 (parte B), no se ve un cambio en
la expresién en un mutante para la copia IrmA2244. Los resultados obtenidos
marcando con etiquetas 3xFLAG los genes irmA2244 e irmA4509 son los
mismos que los obtenidos previamente en un fondo genético oxyR (Fig. 4.23).
Por lo tanto, la expresion de la proteina IrmA4509 es posible que evite que la
copia IrmA2244 se exprese. Otra posibilidad es que el promotor del gen
irmA2244 sufra pequefios cambios cuando no se encuentra la copia irmA4509,
provocando un aumento de su expresion y manteniendo de esta manera los

mismos niveles de proteina.

161



Resultados

4.2.4 Identificacion del promotor de los genes irmA de la cepa

042

Los resultados referidos anteriormente ponen de manifiesto que la
actividad transcripcional en ambas copias del gen irmA en la cepa 042 es muy
diferente, siendo esto probablemente la razén de las diferencias en la expresion
de las proteinas IrmA2244 e IrmA4509 (Fig. 4.15). Teniendo en cuenta que las
secuencias nucleotidicas, tanto en dichos genes como del cluster agn43 yeeR,
son muy parecidas para ambas copias, se decidid continuar los estudios
intentando determinar el promotor de cada copia. Como punto de partida se
analizé el promotor del gen agn43, el cual se habia descrito que forma una

Unica unidad transcripcional junto a los genes yeeR e irmA328,

4.2.4.1 Expresion del gen lacZ bajo el control del promotor del gen

agn43

La actividad del promotor del gen agn43 se estudié mediante el uso del
plasmido pUJ]8. Este plasmido contiene el gen reportero lacZ sin su region
promotora, junto a un casete de resistencia a ampicilina para su selecciéon
(apartado 3.6.4, Materiales y métodos). Se amplific6 la region promotora de
cada copia del gen agn43 (promagn43_2242 y promagn43_4511) (327 pb) y los
insertos se digirieron con las dianas de restricciéon EcoRI-BamHI (Fig. 4.25). A
continuacion, se procedié a su ligaciéon en el plasmido pU]J8, consiguiendo asi

una fusién transcripcional.
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ag43 yveeR irmA

> >0

prom2242 ACCTGTCGTGACTGATGCCCTCCCTGACTCTGAGTCTGCTCACARAAGCACTGTTTTCGT

prom4511 ACCTGTTGTGGATGATGTCCTCCCTGCCTCTGAGTCTGCTCACAAAAGCGCTGTTTTCGT
AXLXXEL XX kA AAE FAXXHA AT XX AXL L AL XX L XXX TAATTT XXX AXL XS

prom2242 TACTGTCTCTCTTGTCCGTGCAATAGCTCAATAATAGAATARAACGATCGATATCTATTT

prom4511 TACTGTCTCTCTTGTCCGTGCAATAGCCTGATAATAGAATAAAACGATCGATACCTATTT
IR R T XX TXAXALTALLALAL XL XXX T A XXX LK

prom2242 TATCGATCGTTTATATCGATCGATAAGCTAATAATAACCTTTGTCAGTAACATGCACAGA

prom4511 TATCGATCGTTTATATCEATCGTCATGCTAATAATAACTCCTGTTAGCAACGTGCGCAGA
AXXFXALLLXL X XA XXX XA XXX & FAXXAXLAAL XK TET XX AL kEE Kk EK

prom2242 TACGTACAGAAAGAC-ATTCAGGGAACAACAGAACCACAATTCAG-AAACTCCCACAGCC

prom4511 TACACACAGACATGAGATTCAGGGAACAACAGAGCCACACGTCAGAAACTTCCGTCAGCC
EE I T T AAXXXALLXTAXLALL XX A Ahddd  FHTX XX *X*x  *kkaH

promzz42 GGACCTCCGGCACTGTAACCCTTTACCTGCCGGTATCCACGTTTGTGGGTACCGGCTTTT
prom4511 GGACCTCCGGCACTGTAACCCTTTACCTGCCGGTATCCACATCTGTGGATACCGGCTTTT

AXXTFXAXLAATIAAAATAALAZIAAAAIAAAAALAALAAAAAT T X OFXXXEX XXX XXAAXAEOTR

promzz42 TTATTCACCCTCRAATCTAAGGARAAGCTG
prom4511 TTATTCACCCTCACTCTGATTAAGGAA-—

AXXTFXXXXXAXTXXT XXX % X%

Fig. 4.25. Alineamiento de la region utilizada como promotor en las fusiones
transcripcionales de las copias agn43_2242 y agn43_4511. Los sitios de unidn de OxyR y
Dam (GATC) se encuentran en negrita y subrayados. En amarillo las cajas -10 y -35 del
promotor393,

La region promotora seleccionada para las fusiones transcripcionales
presenta algunos cambios entre las dos copias. Sin embargo, tanto los sitios
GATC de unién de Dam y OxyR como las cajas -10 y -35 del promotor se
conservan idénticas. Una vez obtenidos los clones, se secuenciaron para
verificarlos y se transformaron en la cepa 042 WT (Tabla 3.1, Materiales y
métodos). Seguidamente, se crecieron cultivos en medio LB en agitacion a una
temperatura de 37 °C. Cuando los cultivos alcanzaron una DOgoonm de 2, se

recogieron muestras y se procesaron para valorar la actividad -galactosidasa
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(Fig. 4.26). Debido a la regulacién por variacion de fase que presenta este gen,

se crecieron varios cultivos en paralelo para poder estudiarlo en detalle.
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Fig. 4.26. Actividad p-galactosidasa (U.M.) de las fusiones transcripcionales
plasmidicas. A) Fusién pU]8-prom2242. B) Fusién pUJ8-prom4511. Valores obtenidos
del ensayo por triplicado.

Como se ha comentado anteriormente, en la regulacién por variaciéon de
fase del agn43, las proteinas OxyR y Dam compiten por su unién con el
promotor (sitios GATC), actuando Dam como inductor y OxyR como represor.
La unién de la metilasa Dam permite la transcripciéon del gen (fase ON),
mientras que cuando se une OxyR la transcripcion se bloquea (fase OFF)303.
Observando los resultados (Fig. 4.26), se puede apreciar en las dos fusiones una
fase OFF (rép. 1 y 2) como una fase ON (rép. 3 y 4). Aparentemente, en la fase
ON la actividad de la fusiéon pUJ8-prom4511 es mas elevada, en comparacion
con la fusién pUJ8-prom2242. Sin embargo, las diferencias entre ambas no son
significativas, y estan muy lejos de las diferencias transcripcionales de los genes
irmA2244 e irmA4509, observadas previamente con fusiones cromosémicas con

el gen reportero lacZ.

Si el gen agn43 formase una misma unidad transcripcional con los genes
yeeR e irmA (EC042_2243 y EC042_2244), se deberia observar también
actividad transcripcional en el gen irmA2244. En cambio, no se ha apreciado
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expresiéon de proteina (Fig. 4.13) ni actividad transcripcional (Fig. 4.15). Como
se ha comentado anteriormente, los estudios realizados previamente en el gen
irmA han tenido lugar en la cepa UPEC CFT073. De manera semejante, la
mayoria de estudios llevados a cabo sobre el gen agn43 también han sido
realizados en esta cepa303305, Planteamos como hipoétesis que la regulacion del
gen irmA en la cepa 042 tenga lugar de una manera diferente o, incluso,

dependa de un promotor diferente que en la cepa uropatogena.

4.2.4.2 Determinacion del inicio de transcripcion del gen irmA en la

cepa 042 por Walking RT-PCR

Se decidi6 comenzar con la localizacién del promotor del gen irmA en la
cepa 042, mediante un experimento de Walking RT-PCR. De esta manera,
podriamos confirmar que el gen irmA no forma una unidad transcricpional con
los genes agn43 e yeeR en la cepa 042. Esta técnica se ha llevado a cabo tanto
con la cepa WT como con los mutantes simples irmA2244 e irmA4509. En
primer lugar, se crecieron los cultivos hasta fase estacionaria y se procesaron
para extraer el ARN mensajero (apartado 3.7.1, Materiales y métodos). Este
ARN se retrotranscribid, obteniendo el ADN complementario (ADNc) como
producto. Paralelamente, se disefiaron oligonucléotidos directos en distintas
posiciones entre los genes irmA e yeeR y, como oligonucle6tido reverso, se
disefié irmA rv. La posiciéon de los oligonucledtidos disefiados para este
experimento se encuentra resumida en la figura 4.27.

yeeR fw int fw  irmd fiw

> = >

<=

irmArv

Fig. 4.27. Esquema de la posicion de los oligonucleétidos disefiados para el
experimento de Walking RT-PCR. La secuencia de los mismos se encuentra en la Tabla
3.3 yla posicion en el cromosoma en la figura anexa A2.
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Como se puede ver, la posicidn de los oligonucleétidos directos esta cada
vez mas alejada respecto al reverso. De esta manera, se “camina” por el
cromosoma y se puede observar la longitud del ARN mensajero, gracias a la

amplificacion del ADN complementario.

Una vez disefiados los oligonucleétidos y obtenido el ADNc, se llevaron a
cabo las 3 reacciones de PCR disefiadas. Como control positivo de la
amplificacidn, se utiliz6 ADN genémico. Por otra parte, el control negativo fue
realizado con el ARN extraido, asegurandonos asi de que no hubiera

contaminaciones con ADN durante la extraccion (Fig. 4.28).

A WT A2244 A4509 B WT A2244 A4509

C WT A2244 74509 D WT A2244 A4509

Fig. 4.28. Resultados obtenidos en las reacciones de amplificacién por PCR con la
técnica de Walking RT-PCR. A) Pareja de oligonucleétidos irmA fw - irmA rv. B) Pareja
de oligonucleétidos int fw - irmA rv. C) Pareja de oligonucleétidos yeeR fw - irmA rv. D)
Control de carga amplificando el gen gapA (gapA fw - gapA rv). ADNg: ADN gendémico,
ADNCc: ADN complementario.

En el mutante irmA2244 se puede ver los resultados relacionados con la
copia irmA4509, mientras que en el mutante irmA4509 se ven los resultados
relacionados con la copia irmA2244. La figura 4.28A demuestra la transcripcion
de ambos genes, aunque los niveles de la copia irmA4509 (mutante irmA2244)
parecen mas elevados que los de la copia irmA2244 (mutante irmA4509). En la

figura 4.28B se puede ver como hay amplificacién de la copia irmA4509 con los
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oligonucleétidos utilizados, sin embargo, no se amplific6 ADNc de la copia
irmA2244. Por otra parte, como se puede observar en la figura 4.28C, no hubo
amplificacién del ADNc en ninguna de las cepas utilizadas. Por tltimo, la figura
4.28D muestra el control de carga, como es el gen de expresiéon constitutiva
gapA. De esta manera, nos aseguramos que la cantidad de molde utilizado en

cada reaccion fue la misma.

Seglin estos resultados, la transcripcién del gen irmA tiene su inicio en la
region intergénica entre yeeR e irmA, ya que en esta region si que hay
amplificacién (Fig. 4.28B), mientras que entre yeeR y irmA no ha habido
amplificaciéon del ADNc (Fig. 4.28C). La amplificacion del ADNc de cada copia no
ha sido idéntica, por lo que los niveles de transcripcién de ambas copias no son
iguales, tal y como habiamos indicado anteriormente. Por lo tanto, el gen irmA
en la cepa EAEC 042 no forma una unidad transcripcional junto a los genes
agn43 e yeeR, y los niveles de transcripcion de cada copia son diferentes en las

condiciones estudiadas.

4.2.4.3 Busqueda del promotor del gen irmA mediante analisis
bioinformaticos y mediante la determinacion del inicio de

transcripcion por 5" RACE

Tras los resultados obtenidos, se procedid6 a buscar el inicio de
transcripcién de las copias irmA2244 e irmA4509. Para llevarlo a cabo, se
realizé un ensayo de 5 RACE (apartado 3.7.4, Materiales y métodos) para
determinar el extremo 5’ del ARN mensajero de estos genes y corroborar los
resultados obtenidos mediante Walking RT-PCR. Las cepas utilizadas fueron los
mutantes simples irmA2244 e irmA4509, consiguiendo de esta manera estudiar
cada copia por separado. De manera complementaria, se usé el software en
linea BPROM (apartado 3.12.5, Materiales y métodos), el cual esta disefiado
para la busqueda de promotores en genomas bacterianos (Fig. 4.29).
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2244 CIGGIGGTCAGTATCATCAGGCAACGCCCCGTICATGGAATATGATGCATCCCATCICGGC
4509 CIGGIGGTICAGTATCATCAGGCAACGCCCCGTICATGGARTATGATGCATCCCATCICGGC

PR S S S S S S O S S S S S S S R S S S S b, =

3

X
2244 AATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGGCATARCGGCTATTC
4509 BAATATGGTITAARCCGGCTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGGC, ﬂﬂCGAGTATTC
R P P P I S S S S S S S S P A S S P I S S S S A Kk kkKk

+1
2244 TGCGCCTITTITACGCTITTATCACCTIGATTTGTICAGTIGTCATCGTICATGACTCAGAGAGGTA
4509 TGCACCTTTTACGITTTATCACCTIGACTTGICAGIGTICATCGTCATGATTCAGAGAGGTA
Khkk Kkkkkkkhkkk khkkkkkkkhkkkk KAk REEEkEkEkkkEkE Kkkkkkkkkkk
+1

2244 AATACCEATGATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCATICTGGGGTITAACG
4509 AATACChIdATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATIACCGCCTICATTCTGGGGTTAACG
E e S A I e SR R S I e e

3

3

S

2244 TGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATACGCAATACAGATACG
4509 TGGICTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATACGCARTACAGATACG

L e e e A S e e e e S S e

Fig. 4.29. Resultados del ensayo de 5 RACE y el predictor de promotores BPROM. El
extremo 5’ del ARN mensajero de las copias irmA2244 e irmA4509 encontrado
mediante 5’ RACE se indica con +1. En amarillo se encuentran las regiones -10 y -35
obtenidas mediante el predictor BPROM. En morado se indica el cod6n de parada del
gen yeeR y en verde el codén de inicio del gen irmA.

Los resultados obtenidos, tanto del ensayo de 5 RACE como de la
prediccién de promotores con BPROM, fueron muy parecidos (Fig. 4.29). El
extremo 5’ de los ARN mensajeros de las dos copias se encuentra aguas arriba
del codén de inicio del gen irmA (+1), en la regién intergénica entre los genes
yeeR e irmA. Los datos obtenidos mediante el predictor de promotores BPROM
apoyan este resultado, ya que coinciden con bastante exactitud. Estos
resultados concuerdan con el experimento de Walking RT-PCR realizado en el
apartado anterior. Por lo tanto, en la cepa 042, los genes agn43-yeeR-irmA no

forman una tUnica unidad transcripcional.
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Como se puede observar, en la secuencia codificante de las dos copias del
gen irmA no se han producido cambios entre las dos copias, mientras que, en la
region intergénica, si que los hay. Es posible que estos cambios sean criticos
para la expresidn de los genes, dando lugar una expresion diferente de las dos

copias del gen irmA.

4.2.4.4 Actividad del promotor del gen irmA

El ensayo de 5’ RACE determind el inicio de transcripcién de ambas copias
del gen irmA. Estas dos copias presentan unos niveles de expresion diferentes,
tal y como se puede ver en la figura 4.13. Este patron diferente también se
puede apreciar en los niveles de transcripcion (Fig. 4.15). Debido a que la
expresion del gen irmA no depende del promotor del gen agn43 en la cepa 042,
procedimos a averiguar donde se encuentra exactamente y la actividad qué
tiene. Como ya se ha indicado, a diferencia de la secuencia codificante, la regiéon
intergénica contiene pequefios cambios entre las dos copias. Es posible que
estos cambios tengan un papel fundamental en la transcripcion de ambas

copias.

Como punto de partida, se utilizd el andlisis realizado mediante el
predictor de promotores BPROM y del ensayo de 5 RACE (Fig. 4.29). De
manera homoénima al estudio del promotor del agn43 previamente realizado
(Fig. 4.26), se construyeron fusiones transcripcionales en el plasmido pUJ8. Los
fragmentos amplificados se pueden ver en detalle en la figura 4.30. Estos
fragmentos fueron denominados prom2244 y prom4509, los cuales tienen una
longitud de 90 pb. Se digirieron con las enzimas EcoRI-BamHI y se ligaron en el
plasmido. Las colonias transformantes obtenidas se secuenciaron para

confirmar la obtencion de ambas fusiones.
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ag43 yeeR irmA

2244 CIGGIGGTCAGTATCATCAGGCAACGCCCCGTICATGGAARTATGATGCATCCCATICTICGGC
4509 CIGGIGGICAGTATCATCAGGCAACGCCCCGICATGGARTATGATGCATCCCATICICGGC

P S S R S A SR e S S &

3

X
2244 BATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTITACCGGCE GGCTATIC
4509 AATATGGTTAACCGGCTIGGAARGAAGCATTACCCCCGGAGITACCGGCE GAGTATIC
L R R S S R e e e Kk kkk

Mt
2244 TGCGCCTTTTACGCTTTATCACCTIGATTTIGTCAGTGTICATCGTICATGACTCAGAGAGGTA
4509 TGCACCTITTTACGTITITTATCACCTIGACTIGICAGIGTICATCGTICATGATTICAGAGAGGTA
AKhkk KEKKEKRKKER KkRKEKkRKAAkkkkk KEKKKKEKEKKERKERKKKkRKAkkKkkR kkkkkkkkkkk
+1

2244 AATACC%E%:TTCACCIGTICAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCAITCTGGGGTTAACG
4509 AATACCATGATTCACCIGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCATTCTGGGGTITAACG
PR S S S S P A R A S S

;-

3

>

2244 TGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCARCGTTACATCAGTATACGCAATACAGATACG
4509 TGGTICTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCARCGTTACATCAGTATACGCAATACAGATACG

L e el e e S i e i i e e i e e e I i i e e

Fig. 4.30. Fragmento utilizado (recuadro azul) para la construcciéon de las fusiones
transcripcionales en el plasmido pU]J8. El extremo 5 del ARN mensajero de las copias
irmA2244 e irmA4509 encontrado mediante 5° RACE se indica con +1. En amarillo se
encuentran las regiones -10 y -35 obtenidas mediante el predictor BPROM. En morado
se indica el codén de parada del gen yeeR y en verde el codén de inicio del gen irmA.

Seguidamente, se crecieron cultivos en medio LB a 37 °C hasta fase
estacionaria, recogiendo muestras y procesandolas para valorar la actividad [3-

galactosidasa (Fig. 4.31).
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1007
R O pUJ8-prom2244

80- Bl pUJ8-prom4509

Actividad -galactosidasa (U.M.)
5

Fig. 4.31 Actividad pB-galactosidasa (U. M.) de las fusiones transcripcionales plasmidicas
pUJ8-prom2244 y pU]8-prom4509. Valores obtenidos del ensayo por triplicado. ***P <
0,001

Los resultados muestran actividad en ambas copias, por lo tanto, el
promotor si que se encuentra dentro de la regién seleccionada. De la misma
forma que en los resultados previos, las dos copias muestran un patrén de
expresion diferente, siendo mayor la actividad en la copia irmA4509.
Consecuentemente, los cambios nucleotidicos existentes entre ambas copias
tienen un papel fundamental. Para confirmarlo, se decidi6 realizar una
mutagénesis dirigida mediante la técnica de quickchange, usando las fusiones
plasmidicas obtenidas en el plasmido pUJ8 (apartado 3.6.5, Materiales y
métodos). Se realizaron cuatro cambios puntuales en la regién promotora de la
copia irmA4509, convirtiéndola en la regiéon promotora de la copia irmA2244

(Fig. 4.32).
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Fig. 4.32. Region promotora de las dos copias del gen irmA ligadas en el plasmido pUJ8.
En naranja se encuentran los nucledtidos que se han cambiado en la copia irmA4509 por
los de la copia irmA2244, en azul. El extremo 5 del ARN mensajero de las copias
irmA2244 e irmA4509 encontrado mediante 5° RACE se indica con +1. En amarillo se
encuentran las regiones -10 y -35 obtenidas mediante el predictor BPROM. En morado
se indica el coddén de parada del gen yeeR y en verde el codén de inicio del gen irmA.

Una vez conseguidos estos cuatro cambios (pUJ8-mut*prom4509), se
transformo el plasmido en la cepa 042. Se crecieron cultivos en LB a 37 2C hasta
fase estacionaria, momento en el que se recogieron muestras y se trataron para

realizar un ensayo de (3-galactosidasa (Fig. 4.33).
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Fig. 4.33. Actividad B-galactosidasa (U.M.) de las fusiones transcripcionales plasmidicas
pUJ8-prom2244, pUJ8-prom4509 y la construccion obtenida mediante quickchange
pUJ8-mut*prom4509. Valores obtenidos del ensayo por triplicado. ns no significativo,
*#*P < 0,001

Los resultados demuestran que, al convertir el promotor de la copia
irmA4509 en el promotor de la copia irmA2244, los niveles de expresion
cambian. Por lo tanto, estos cambios minimos que se aprecian en los
promotores de las dos copias del gen irmA son criticos en los niveles de

expresion de ambas.

En el caso de la copia irmA4509, se procedi6é a confirmar la posicién del
promotor mediante un ensayo de inmunodeteccién de la proteina. Para ello, en
la cepa 042 4509::3X se llevé a cabo la mutagénesis del mismo fragmento
utilizado en la construccién del pldsmido pUJ8-prom4509. De manera
homénima, en la misma cepa, se realizé la mutagénesis del promotor del gen
agn43, previamente estudiado mediante otra ligacion con el plasmido pU]8
(pUJ8-prom4511). Una vez obtenidas las construcciones, se crecieron cultivos a
37 2C en medio LB y se obtuvieron los extractos proteicos totales para la

deteccién de la proteina IrmA mediante inmunodeteccion (Fig. 4.34).
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Fig. 4.34. Efecto de la mutagénesis de promotores sobre la expresion de la proteina
IrmA4509. A) Mutagénesis del fragmento prom4511. B) Mutagénesis del fragmento
prom4509. Como control negativo se utilizé la cepa 042 WT. Panel superior,
inmunodeteccion realizada usando el anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Panel inferior,
tincion de Coomassie de los extractos totales utilizados para la inmunodeteccién,
demostrando que los mismos contenian cantidades equivalentes de proteina.

La inmunodeteccién de la proteina IrmA demuestra como la expresion de
la proteina IrmA4509 no depende del promotor del gen agn43, ya que se
mantienen los mismos niveles en ausencia de esta region (Fig. 4.34A). Sin
embargo, la mutagénesis del fragmento utilizado en la ligaciéon pUJ8-prom4509
provoca que el gen deje de expresarse (Fig. 4.34B), confirmando la presencia de

la region promotora en la zona intergénica entre los genes yeeR e irmA.

4.2.4.5 Andlisis comparativo de la regién promotora del gen irmA

entre la cepa 042 y otras cepas patdgenas de E. coli

Los ensayos realizados en el capitulo anterior confirman la localizacién del
promotor del gen irmA en la cepa 042. Ademas, como se ha podido observar,
cambios nucleotidicos puntuales en la zona donde se sitia el promotor son
cruciales en la expresion de ambas copias del gen irmA (Fig. 4.31). Tal y como
se ha comentado anteriormente, este gen se encuentra junto a los genes agn43
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e yeeR en una region muy variable, derivada del profago CP4-44. En el caso de
la cepa 042, dicha regién se encuentra duplicada, pero, en otras cepas, los genes
presentes en esta region solo se encuentran en una copia (Fig. 4.6). En el caso
concreto de la cepa CFT073, estos genes también se encuentran duplicados, sin
embargo, en una de las regiones tuvo lugar un proceso de insercion, el cual
rompe la pauta de lectura3zs. Debido a la variabilidad que presenta esta region,
decidimos realizar, en primer lugar, un alineamiento de la misma entre
diferentes cepas patdgenas de E. coli, incluyendo tanto la cepa 042 como la cepa
CFT073 (Fig. 4.35).

042
EAEC
55989
0104:H4 2011C-3493 S
026:H11 =
EHEC
0145:H28 RM13516
== 4 ==
ETEC | H10407 -
—_— = e
111886
SsT131
EC958
UMNO26
100%
UPEC ———= <
CE e e e =] e

Fig. 4.35. Analisis comparativo de la regiéon agn43-yeeR-irmA de 10 cepas patdgenas de
E. coli de diferentes patotipos. A la izquierda se muestra el patotipo al que pertenecen.
En rojo se muestra el gen irmA. La figura fue realizada con Easyfig332.
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Como se puede observar, entre las 14 regiones que se han comparado se
han producido procesos de insercion o deleciéon en 4 de ellas. Pese a que se
producen cambios en esta region, la zona intergénica entre los genes yeeR e
irmA4, donde se ha determinado la presencia del promotor del gen irmaA,
mantiene un porcentaje de similitud muy elevado entre todas las cepas
estudiadas. Consecuentemente, se procedié a determinar si, de la misma
manera que en la cepa 042, se han producido cambios puntuales en esta region
en otras cepas. Se realiz6 un alineamiento de la secuencia nucleotidica,
incluyendo tanto la regiéon promotora como la secuencia codificante del gen
irmA (Fig. anexa A3). Seguidamente, a partir de este alineamiento, se llevd a
cabo un andlisis filogenético, utilizando el método neighbor-joining3>2(Fig.
4.36).

JJ1886

CFTO7V3 c3665
ECH58

I L CFTO73c1275

0145 H28 5031
UNNO26

— 042 imA2244

—— 026 HT11
0145 H28 5250

H10407 3219
L— H10407 4460

042 irmA4509
| 55989
| 0104 H4

0.0020

Fig. 4.36. Andlisis filogenético realizado a partir de la secuencia promotora y
codificante del gen irmA de cepas pertenecientes a diferentes patotipos. La barra
muestra 0,002 sustituciones por posicion. Figura realizada mediante el programa
MEGA7353,
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El arbol filogenético muestra dos ramas bien diferenciadas. En el caso de la
cepa 042, el gen irmA2244 es evolutivamente mas cercano a la mayoria de
secuencias de este gen que se han utilizado en el andlisis. En cambio, el gen
irmA4509 se encuentra en la otra rama, siendo la secuencia codificante idéntica

ala de las otras cepas del patotipo enteroagregativo analizadas.
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4.3 Estudio de la region 55-60, presente en cuatro copias en

el genoma de la cepa 042

El anadlisis realizado con el objetivo de determinar la presencia de
duplicaciones distribuidas en los diferentes patotipos de E. coli, permitio
identificar diferentes genes duplicados en la mayoria de cepas patogenas de E.
coli. Tomando como modelo de la cepa 042, existen diferentes genes, tanto en la
regiéon 1 como en la regién 2, que se encuentran dupicados en la mayoria de
cepas analizadas (Fig. 4.6). De todos ellos, es destacable la presencia de un
grupo de 6 genes situados de forma continua, numerados del 55 al 60 y

ubicados en la region 2 (Fig. 4.37).

a6 47 18 49 50 5l 52

y

Fig. 37. Detalle de la region 2 que contiene genes duplicados en la cepa 042 de E. coli.
Los genes duplicados de esta regién se muestran en negro y con su nimero (Tabla 4.5),
mientras que los genes que no se han duplicado estidn en blanco. Los genes en verde
corresponden a la region flu-yeeR-aec69(irmA)-aec70. Con un recuadro rojo se muestran
los 6 genes cuya duplicacién se encuentra ampliamente distribuida entre todos los
patotipos.

5354155 56 57585960

Como se ha podido observar en apartados anteriores, en las cepas CFT073
y 0145:H28 RM13516 estos 6 genes también han sufrido procesos GDA. En el
caso de la cepa CFT073, se encuentran numerados del 7 al 13 en la region 1
(Tabla anexa A1) y en la cepa 0145:H28 RM13516 del 71 al 76 en la regién 3
(Tabla anexa A2). La correspondencia de estos 6 genes en las 3 cepas

estudiadas y su funcién se encuentra resumida en la Tabla 4.7.
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Tabla 4.7. Relacién de los 6 genes entre las cepas EAEC 042, UPEC CFT073 y EHEC
0145:H28 RM13516 de E. coli. Los nimeros corresponden a los grupos de genes
duplicados, numerados en orden empezando desde el origen del mapa cromosémico de
cada cepa.

042 CFT073 31M415;:§2 Descripcién
55 13 71 Aec71
56 12 72 Putative antirestriction protein
57 11 73 Putative DNA repair protein
58 10 74 Conserved hypothetical protein
59 8 75 Antitoxin
60 7 76 CbtA toxin

Como se puede ver en la Tabla 4.7, la funcién de 4 de estos 6 genes se
desconoce. Este hecho llama la atencién ya que, como se puede observar en los
resultados obtenidos previamente en esta Memoria, se encuentran presentes
en todos los patotipos y en un nimero elevado de copias cada uno de ellos. Por
ello, se decidié dilucidar el posible papel de estos genes en la virulencia,

tomando como referencia la cepa 042 de E. coli.

4.3.1 Delecidon de las cuatro copias del cluster 55-60 de la cepa

042 y estudio del fitness celular

Previo a cualquier andlisis, fue necesario delecionar las cuatro copias del
grupo de 6 genes amplificado en la cepa 042. Gracias a que estos 6 genes se
encuentran juntos en 4 regiones diferentes del cromosoma de la cepa 042, y
que el tamafio de cada una de estas regiones es de alrededor de 3 Kb, la
delecion de todas las copias se pudo realizar de una manera sencilla. Se trabajo
con cada region como un fragmento Unico, realizando la delecién de toda la
region cromosomica mediante fragmentos de PCR 4 veces (apartado 3.6.1,,

Materiales y métodos) (Fig. 4.38).
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Fig. 4.38. Esquema de la metodologia empleada para la deleciéon de las 4 regiones
génicas de la cepa 042 mediante la recombinacién de fragmentos de PCR. La deleci6on

de las 4 regiones se realizd de manera secuencial (nimeros del 1 al 4). En gris se

muestran las secuencias FRT resultantes del proceso de delecion de cada region.

Una vez realizadas estas deleciones, se obtuvo la cepa mutante para todos

los genes, la cual se denominé 042 4A (Tabla 3.1, Materiales y métodos). A

continuacion, se procedid a evaluar el efecto de estas mutagénesis sobre el

crecimiento de la cepa 042 mediante curvas de crecimiento en diferentes

condiciones (Fig. 4.39).
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Fig. 4.39. Curvas de crecimientos de la cepa 042 WT y del mutante de las 4 regiones de
genes (042 4A) en diferentes condiciones. A) Medio LB a 37 2C. B) Medio LB a 25 2C. C)
Medio M9 a 37 ¢C. D) Medio M9 a 25 ©C. Valores obtenidos del ensayo por triplicado.

En las condiciones estudiadas de temperatura y disponibilidad de

nutrientes, los resultados obtenidos muestran un efecto minimo de la ausencia

de estos genes en el crecimiento de la cepa 042 de E. coli. Por lo tanto, es

posible que estos genes no sean vitales para

la supervivencia del

microorganismo cuando crece en condiciones 6ptimas, pero si que tengan un

papel importante en la infectividad y/o virulencia de la cepa estudiada.
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4.3.2 Estudio de la formacion de biofilm en la cepa 042

Como se ha indicado previamente en el apartado de la Introduccién, la
formacién de biofilm es una de las caracteristicas principales de la patogénesis
de cepas enteroagregativas!96. Esta adhesion a superficies esta mediada por
fimbrias de adherencia agregativa, las cuales en la cepa 042 se encuentran
codificadas en el plasmido pAA2. Con el objetivo de determinar si alguno de los
genes presentes en la region mutagenizada estd involucrado en la adhesion, se
procedio a realizar un ensayo de formacion de biofilm en diferentes medios de
cultivo (Fig. 4.40). En este caso, como control negativo se utiliz6 la cepa 042
donde el plasmido pAA2 ha sido curado (denominada 042 pAA-, Tabla 3.1 en
Materiales y métodos). El protocolo utilizado fue descrito por Sheikh y
colaboradores348, tal y como se encuentra detallado en el apartado 3.10,

Materiales y métodos.
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Fig. 4.40. Formacién de biofilm en medio DMEM, LB y M9 de las cepas WT, 4A y pAA-.
Resultados del ensayo por duplicado. ns, no significativo.
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Las diferencias entre la cepa salvaje y el mutante de las 4 regiones no son
significativas, independientemente de las condiciones analizadas. Por lo tanto,
aparentemente, ninguno de estos 6 genes estd involucrado en la formacién de

biofilm de la cepa 042 de E. coli.

4.3.3 Ensayo de infectividad usando como organismo modelo

Galleria mellonella

La patogénesis de las cepas EAEC sigue sin comprenderse en su totalidad,
sobre todo debido a la gran heterogeneidad genética que presentan las cepas de
este patotipo. En este sentido, la compleja relacion entre huésped y patogeno es
critica para la comprension de la infectividad de ciertas cepas de E. coli. Aunque
se han propuesto diferentes modelos animales para estudiar el proceso
infectivo de este patégeno, ninguno de ellos ha mostrado todas las

manifestaciones clinicas de la patogénesis354.

Recientemente, las larvas de Galleria mellonella (llamada comUnmente
polilla de la cera) se han establecido como un modelo interesante para estudiar
la infeccién de diversos patdgenos3s5-357, entre los cuales destaca el patotipo
EAEC de E. coli3s8. Este modelo animal presenta muchas ventajas, como, por
ejemplo, la rapidez para obtener larvas, la capacidad de realizar experimentos a
37 °C o, mas importante, la correlacion de los resultados obtenidos entre este
modelo y otros modelos animales355359. En el caso de cepas EAEC, el modelo de
Galleria resulta muy interesante como herramienta para identificar nuevos
marcadores de virulencia y el desarrollo de vacunas358. Ademas, este sistema no
esta sujeto a los complejos procedimientos de autorizacion de experimentos de
manipulacién de animales como sucede, por ejemplo, con los ratones de
laboratorio. Por ello, se decidi6 utilizar las larvas de Galleria mellonella para

analizar si la delecién de las cuatro copias del grupo de genes 55-60
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(EC042_2245-49, EC042_3221-26, EC042_4507-02, EC042_4805-10) altera la

virulencia de la cepa 042 (apartado 3.11, Materiales y métodos). Para estos

experimentos, se utilizaron tanto la cepa salvaje WT como los mutantes de las

copias del gen irmA (042 irmAnull) y 1a cepa mutante para todas las copias de la

region ampliamente distribuida entre todos los patotipos (042 4A), siguiendo la

metodologia detallada en el apartado 3.11, Materiales y métodos. Los

resultados obtenidos se encuentran en la Figura 4.41.
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Fig. 4.41. Ensayo de supervivencia en Galleria mellonella. A) Comparacién entre las
cepas WT e irmAnull. B) Comparacion entre las cepas WT y 4A. Como control negativo

se utilizaron larvas inoculadas con PBS. *P < 0,05
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Los resultados en el ensayo de supervivencia muestran como, tras 54
horas, la infeccidn de las larvas con la cepa salvaje tiene como consecuencia la
reduccion de la viabilidad de las mismas en un 50 %. Por otra parte, en el caso
de la cepa 042 irmAnull, 1a infeccién provoca solo una reduccion del 15 %. Esta
diferencia no llega a ser estadisticamente significativa, en comparacién con la
cepa salvaje (Fig. 4.41A). Por ultimo, la infeccién con la cepa 042 4A no conlleva
una reduccion de la viabilidad de las larvas, hecho que, en comparacién con la
cepa salvaje, si que es significativo (Fig. 4.41B). Por lo tanto, en el modelo de
infeccion de larvas de Galleria mellonella, la mutagénesis de la regién
ampliamente distribuida provoca una atenuacion de la virulencia de la cepa
042. Aunque no es estadisticamente significativa, la mutagénesis de las dos
copias del gen irmA sugiere una tendencia en el sentido que también afecta a la

virulencia en el modelo utilizado.

185






5. Discusion







Discusion

El andlisis bioinformatico del genoma de la cepa EAEC 042 permitio
asociar la presencia de copias adicionales del gen hha (paralogos hhaZ y hha3)
con los genes yeeR y aec69 (irmA). Estos dos ultimos se encuentran en una
region gendmica que incluye también al gen flu, aguas arriba de yeeR, y aec70
aec71, aguas abajo de irmA. Es ésta una region extremadamente variable en
muchas cepas de E. coli. Pertenece al profago CP4-44 y, a titulo de ejemplo, en la
cepa comensal MG1655 solamente se encuentra funcional el gen flu,
encontrandose yeeR parcialmente delecionado e irmA, aec70 y aec71 estan
ausentes. En cambio, en la cepa 042, existen dos copias completas de todos
ellos. Pertenecen, por tanto, estos genes al “pool” de genes variables de E. coli.
Mas alla de la relacion gen-regulador establecida en este trabajo, al menos para
irmA y Hha (y Hha2), este estudio nos abrié una nueva perspectiva en el
genoma de E. coli: la existencia de un numero significativo, pero no
caracterizado hasta el momento, de genes duplicados en este microorganismo.
Por tanto, nos pareci6 importante obtener un mapa detallado del impacto de las

duplicaciones génicas en E. coli.

5.1 Distribucion de genes duplicados en E. coli y su relacion

entre patotipos

El genoma de partida para estos estudios fue la propia cepa EAEC 042,
ampliandose posteriormente el estudio a los genomas de otras dos cepas,
pertenecientes a patotipos diferentes. Los parametros seleccionados, en base a
los cuales se han filtrado los resultados, fueron restrictivos. Filtrando los
resultados de esta manera, los genes obtenidos son aquellos que han sufrido un
proceso de duplicacion y no han tenido grandes cambios respecto a su ancestro
comun. Esto puede ser debido a que se trata de una duplicacién reciente o a que
el aumento de la dosis génica resulta util por si mismo. Pero, también, es

posible que haya tenido lugar un proceso de neofuncionalizacién o
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subfuncionalizacién, donde los cambios necesarios que se han producido hayan

sido minimos.

Es importante resaltar que, de los 80 genes que se encuentran duplicados
en el genoma de la cepa 042, un gran porcentaje son de funcién desconocida
(Tabla 4.5), mientras que algunos codifican transposasas (Fig. 4.4, marcados en
negro). El hecho de que se agrupen en tres regiones diferentes permite inferir
informacién acerca del origen y del significado de tales duplicaciones. En el
caso de la region 1, los genes duplicados provienen de un fago insertado en el
genoma, el cual se encuentra distribuido en muchas cepas. Estos datos
claramente apoyan que, en muchos casos, la presencia de duplicaciones en los
genomas bacterianos se debe a procesos HGT, como se habia constatado
previamente29l. Es interesante que un numero significativo de genes estén
organizados en una misma unidad transcripcional (Fig. 4.5), hecho que sugiere
que su regulacion puede estar coordinada y su expresiéon inducirse como
respuesta a un estimulo especifico. Por lo que hace referencia a la region 2, se
trata también de genes ampliamente distribuidos en otros patotipos. El orden
de los genes duplicados en dicha region sugiere que el origen de dicha
duplicacién pudo ser un proceso de inversion. Por lo tanto, las regiones 1 y 2
ejemplifican mecanismos diferentes de generacion de duplicacién. Los genes de
la regiéon 3 representan un significado diferente, ya que corresponden a

duplicaciones especificas de un patotipo determinado.

En el caso de las cepas CFT073 y 0145:H28 RM13516, ambas poseen un
nimero mayor de genes duplicados que la cepa 042, en concreto, 94 y 154,
respectivamente. En el caso de estas cepas, los genes se encuentran en 6
regiones principales del genoma. Es resefiable el nimero tan elevado de genes
duplicados, sobre todo en la cepa EHEC, y el porcentaje tan significativo de los
mismos cuya funcion se desconoce (Tabla anexa A1y A2). Curiosamente, como
norma general en las 3 cepas analizadas, cada una de las copias del gen

duplicado se encuentra en cadenas diferentes del ADN (Figs. 4.4 y 4.7).
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El analisis comparativo de estas duplicaciones, realizado frente a cepas
pertenecientes a diferentes patotipos, aporta informacioén sobre la presencia y
distribuciéon de los duplicados. La existencia de un numero significativo de
duplicaciones distribuidas en todos los patotipos analizados, y ausente en cepas
comensales, sugiere que pueden estar implicadas en la patogénesis de las
mismas. Los genes 55 al 60 de la region 2 de la cepa 042, encontrados también
en las cepas CFT073 y 0145:H28 RM13516, estan duplicados o amplificados en
practicamente todas las cepas analizadas. Sin embargo, tanto la funcién de
estos genes, como la de muchos otros duplicados, no estin definidas.
Consecuentemente, el estudio en profundidad de los mismos y la asignaciéon de
funciones concretas resulta critico para discernir cual es el papel que

desempefian en la biologia de estos patdgenos.

A partir de este analisis comparativo, también se han encontrado tanto
relaciones entre patotipos como duplicaciones restringidas a un patotipo
especifico, e incluso, a una cepa concreta. Como ejemplo de esta especificidad,
se puede ver la region 3 de la cepa 042 (Fig. 4.6) o la regiéon 4 de la cepa
0145:H28 RM13516 (Fig. 4.9). La region 4 de la cepa 0145:H28 se encuentra
conservada entre todas las cepas del patotipo EHEC. Como se ha mencionado
anteriormente, el origen de algunos genes de esta regidon es fagico, pero
también se encuentran dos reguladores transcripcionales y genes de funcién
desconocida (Tabla anexa A2). Debido a la especificidad de patotipo que
muestra esta region, el estudio de los genes que engloba resultaria interesante
para una mejor caracterizacion del patotipo EHEC. Un ejemplo mas de esta
especificidad se puede observar en la regién 5 de la cepa CFT073 (Fig. 4.8). La
mayoria de genes que se encuentran en esta region de la cepa CFT073 codifican
proteinas putativas relacionadas con fimbrias. El gran nimero de tipos de
fimbrias que poseen las cepas UPEC estd intimamente relacionada con la

patogénesis de este patotipo+647.50, Por lo tanto, el estudio de la funcién de estos
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genes puede contribuir a entender mejor los mecanismos de virulencia del

patotipo UPEC.

Respecto a las relaciones existentes entre patotipos, en el caso de las
duplicaciones de la cepa 042 se observa un patrén muy similar entre las cepas
del patotipo EAEC y las cepas del patotipo UPEC (Fig. 4.6). Estudios previos han
sugerido la relacion entre ambos patotipos, donde se han encontrado cepas que
codifican marcadores caracteristicos de los dos!6192193 g, incluso, una cepa
hibrida EAEC/UPEC fue causa de un brote de infecciones urinarias en
Copenhague!9. Por lo tanto, esta hip6tesis se ve apoyada por los resultados
aqui obtenidos. A diferencia de esta relacion que se observa en los patotipos
EAEC y UPEC, los genes duplicados de la cepa EHEC 0145:H28 RM13516 se
encuentran en cepas de los patotipos EPEC y ETEC. Estudios filogenéticos
previos resaltan la relacién entre el patotipo EHEC y la cepa 055:H7,
perteneciente al patotipo EPEC. Estos estudios sugieren que esta cepa adquirio
los factores de virulencia caracteristicos del patotipo EHEC mediante
transferencia horizontal y recombinacién, como por ejemplo la toxina Shiga%-
95. Observando los resultados presentados en la figura 4.9, es evidente que esta
cepa guarda una intima relaciéon con el patotipo EHEC. Muchos de los genes
duplicados presentes en las cepas EHEC también lo estan en la cepa EPEC
055:H7, por lo que es posible que algunos de estos procesos de duplicacion se
originaran en esta cepa y se han conservado. Por otra parte, respecto a la
relacion con el patotipo ETEC, la caracteristica principal que permite
diferenciar ambos patotipos se encuentra en las toxinas que codifican, es decir,
la toxina Stx en el caso de las cepas EHEC y las toxinas ST o LT en el de las
ETEC!217.25_ Estos dos patotipos estan bien diferenciados, tanto por su filogenia
como por la sintomatologia asociada, sin embargo, se han reportado casos
debidos a hibridos recientemente. Estos hibridos EHEC/ETEC contienen los
genes que codifican ambos tipos de toxinas caracteristicas, mencionadas

anteriormente. La combinaciéon de multiples factores de virulencia provoca que
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estos hibridos exhiban propiedades asociadas a multiples patotipos, hecho que
demuestra la gran plasticidad y variabilidad que muestran los genomas de E.
coli. En cuanto a su sintomatologia, los hibridos EHEC/ETEC son capaces de
provocar tanto diarreas acuosas como HUS, por lo que suponen una emergencia
publica sanitaria emergente360361, A partir del andlisis realizado, esta relacién
queda puesta de manifiesto, sobre todo, en la regién 5 de genes duplicados de la
cepa 0145:H28 RM13516 (Fig. 4.9). Como se ha comentado anteriormente, la
informacién disponible sobre los genes duplicados englobados en esta regién 5
es escasa. Debido a la emergencia que representan las cepas hibridas que han
surgido en los ultimos afios, un estudio en profundidad sobre estos genes de

funcion desconocida resulta necesario.

Queda patente que, realizando un andlisis de genes duplicados, es posible
saber facilmente cudles son aquellos que se encuentran distribuidos en mayor
medida entre los diferentes patotipos de E. coli. Por lo tanto, un estudio mas
amplio de genes duplicados en los diferentes patotipos puede aportar mucha
mas informacién sobre su hipotética funcién. Tanto estos genes como sus
productos pueden ser candidatos para el disefio de nuevas vacunas.
Concretamente, en el caso de las cepas ETEC, no existe una vacuna eficaz en
humanos contra este patdgeno362. Es posible que alguno de los productos
codificados por genes duplicados sea antigénico, por lo que pueden ser

candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas de E. coli.

5.2 Papel del sistema H-NS/Hha en la regulacion de genes

duplicados

En cuanto a la regulacion de los genes duplicados en la cepa 042, se ha
realizado un estudio focalizado en la expresion de estos genes, tanto en la cepa

salvaje como en mutantes hns y hhanull. Teniendo en cuenta los niveles de
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expresién en la cepa salvaje y en los mutantes hhanull y hns, puede afirmarse
que, bajo ciertas condiciones (crecimiento a 37 2C en medio LB), el sistema H-
NS/Hha inhibe la expresiéon de un ndmero significativo de dichos genes (Tabla
4.6). Considerando el origen fagico de los genes de la region 1, el sistema de
regulacion H-NS/Hha estaria llevando a cabo un silenciamiento
xenogénico?36.237, posibilitando la incorporacién de nuevas funciones sin afectar
al fitness celular. Sin embargo, en las otras dos regiones, los datos resaltan una
nueva funcién de este sistema, silenciando los genes que se encuentran
duplicados en la cepa 042. Es posible que la duplicacién de genes regulados por
este sistema H-NS/Hha sea la causa del origen de nuevas copias de estos
reguladores, con la finalidad de mantener estable toda la red reguladora. La
derepresion de los genes regulados por el sistema H-NS/Hha puede que tenga
lugar si las condiciones del entorno cambian. Por lo tanto, la duplicacién génica
puede resultar ventajosa si las dos copias muestran patrones de expresion

diferentes o si responden a estimulos diferentes.

5.3 Expresion y regulacion del gen irmA

A diferencia de los resultados obtenidos previamente en las cepas UPEC
CFT073 y EC958328, la transcripcion del gen irmA4509 ocurre de manera
independiente a la del gen agn43 en la cepa 042, tal y como hemos podido
comprobar tanto con los ensayos de Walking RT-PCR (Fig. 4.28) como con los
ensayos de 5° RACE (Fig. 4.29). Ademas, en ausencia de la regién promotora del
gen agn43, la proteina IrmA4509 continta expresandose (Fig. 4.34). Esta
transcripcion se encuentra bien regulada por diversos factores. De igual
manera que ocurre en las cepas UPEC, la transcripcion del gen irmA4509 esta
reprimida por la accién de OxyR, ya que la delecion de este regulador conlleva
una sobreexpresiéon de la proteina IrmA4509. Dicha sobreexpresion puede

observarse en la inmunodeteccién de la proteina IrmA con el anticuerpo
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policlonal anti-IrmA (Fig. 4.12). Sin embargo, este anticuerpo presentaba una
baja sensibilidad y no permitia el estudio de cada copia del gen irmA de la cepa
042 por separado. El marcaje de la proteina IrmA con el epitopo 3XFLAG
mejor6 la sensibilidad de la inmunodeteccién, pudiendo asi detectar esta

proteina, tanto en la cepa 042 salvaje como en otros fondos genéticos.

La expresion de la copia irmA4509 se ve influenciada por factores
ambientales, como son la temperatura de crecimiento o la disponibilidad de
nutrientes (Fig. 4.16). Una elevada temperatura y una disponibilidad limitada
de nutrientes son condiciones que pueden encontrarse en el intestino, las
cuales coinciden con condiciones donde se produce un aumento de la expresion
de la proteina IrmA4509. Respecto a la disponibilidad de oxigeno, la expresion
de la protelna IrmA4509 se reduce en anaerobiosis. Las cepas
enteroagregativas son capaces de unirse tanto a enterocitos del ileon como del
colon, pero las concentraciones de oxigeno son diferentes en estos dos drganos.
Es posible que la expresion de Irma4509 tenga lugar cuando las bacterias se
unen al ileon, donde la concentraciéon de oxigeno es mayor, mientras que,
cuando se unen al colon, la expresidn se inhibe al haber una concentracién de
oxigeno menor. Por otra parte, hay que tener en cuenta que el oxigeno se
distribuye en el intestino de forma radial, donde las zonas cercanas al tejido
estdn mas oxigenadas y en el lumen menos363. Por lo tanto, los factores que
influyen en su expresion muestran un patrén relacionado con los procesos

infecciosos de la cepa 04219519,

Respecto a la regulacién que ejerce el sistema H-NS/Hha sobre el gen
irmA4509, tiene lugar un patréon poco frecuente. Se puede observar como la
expresion se encuentra reprimida por la proteina Hha, pero esta regulacién no
tiene lugar por la proteina H-NS (Fig. 4.20). La represion del gen irmA4509
mediada por la proteina Hha es consistente con el analisis bioinformatico
realizado, ya que se correlaciona la presencia de nuevos paralogos de la

proteina Hha (Hha2 y Hha3) con los genes yeeR e irmA (Fig. 4.1). Sin embargo,
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como se indica, no ocurre de la misma manera con la proteina H-NS. Como regla
general, la proteina Hha interacciona con H-NS, modulando su actividad y
alterando su especificidad262270.273, La regulaciéon génica mediada unicamente
por la acciéon de la familia de proteinas Hha se ha descrito previamente, pero el
mecanismo por el cual tiene lugar continta sin esclarecerse?74. Como ejemplo
de esta disparidad en el patron de regulacién se encuentra la regulacién en la
formacién de biofilm o la excisién de profagos, donde Hha y H-NS son
antagonicos364365, Es posible que este patrén esté relacionado con la regulacién
de profagos, debido a que, como se ha indicado previamente, el gen irmA forma
parte del profago CP4-44. En este sentido, serian necesarios otros ensayos para

confirmarlo.

Por otra parte, la expresion de la copia irmA2244 se encuentra silenciada
en todas las condiciones que se han estudiado en la cepa 042. La razén de este
silenciamiento se encuentra probablemente en la regién promotora, donde han
tenido lugar sustituciones nucleotidicas puntuales. La conversion de la region
promotora de la copia irmA4509 en la region de la copia irmA2244 conlleva el
silenciamiento de la misma, demostrando este resultado que los cambios
nucleotidicas entre ambas copias son criticos para la expresion del gen irmA
(Fig. 4.33). Cabe senalar que, en mutantes de la copia irmA4509, se ha podido
detectar la expresion de la copia irmA2244 (Fig. 4.23 y 4.24). La secuenciacion
del promotor de irmA2244 en este mutante no muestra diferencias respecto a la
cepa salvaje. Por lo tanto, el mecanismo subyacente a la induccién de irmA2244
cuando cesa la expresion de irmA4509 queda por dilucidar, pero esta
dependencia de la expresion de uno de los alelos duplicados por la represion
del otro es consistente con uno de los patrones de expresidon entre genes
duplicados. La presencia de un segundo alelo del gen irmA en la cepa 042 puede
facilitar la reduccién del ruido y la expresion apropiada de la proteina IrmA
cuando se requiera en el proceso de infeccidn, consiguiendo de esta manera

una mayor robustez genética366.
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El gen irmA se localiza junto a los genes agn43-yeeR, formando un clister
de genes ampliamente distribuido entre los diferentes patotipos de E. coli que
presenta una elevada variabilidad genética. Dentro de un mismo patotipo, esta
region se puede encontrar tanto en una Unica copia como duplicada e, incluso,
elementos de inserciéon pueden romper la pauta de lectura de una de las copias,
como es el caso de la cepa UPEC CFT073. Estos procesos de insercién son
frecuentes en esta regidn, sobre todo en la zona entre los genes agn43 e yeeR
(Fig. 4.35). Sorprendentemente, los genes agn43-yeeR-irmA también pueden
estar ausentes en algunas cepas patégenas de E. coli (Fig. 4.6). La presencia o
ausencia de elementos génicos especificos relacionados con la virulencia, que
también pueden estar presentes en una o mas copias exhibiendo patrones de
expresion diferenciales, aboga porque sus productos génicos correspondientes
se expresen solo en condiciones de infeccion muy especificas, lo que a su vez
habla de la evolucidn sofisticada de E. coli. En el caso del gen irmA, las
diferencias en la secuencia promotora y codificante son minimas, pero su
analisis nos permite diferenciar perfectamente dos alelos, como son irmA2244 e

irmA4509 en la cepa 042 (Fig. 4.36).

5.4 Papel de la region de genes duplicados ampliamente

distribuida entre los patotipos de E. coli

El analisis de genes duplicados y su distribucion entre los patotipos de E.
coli mostr6é un conjunto de genes presente en la mayoria de patotipos y en
multiples copias, los cuales en la cepa 042 son los enumerados del 55 al 60
(Tabla 4.7). Entre estos genes, la pareja 59-60 forma el sistema toxina-
antitoxina yeeU-yeeV, donde la toxina yeeV (cbtA) estd involucrada en la
inhibicion del crecimiento y la muerte celular en condiciones de estrés367.368, Sin
embargo, es resefable la falta de informacion sobre el resto de genes de esta

region. Debido al elevado niimero de copias de estos genes y su distribucién en
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todos los patotipos estudiados, se procedié a caracterizar la funcién de esta

region de genes en la cepa 042.

La mutagénesis de todas las copias de esta regién no afecta de manera
significativa al fitness celular de esta cepa de E. coli, en las condiciones
estudiadas (Fig. 4.39). Este hecho concuerda con las observaciones previas
realizadas por Arun y colaboradores, donde indican que los genes involucrados
en mecanismos que ayudan a la adaptacion a las condiciones del medio son mas
propensos a sufrir algin proceso de duplicacién, mientras que aquellos
implicados en funciones esenciales muestran una mayor conservaciéon y un
menor grado de duplicacién3?l. En consecuencia, se procedié a analizar el papel
de esta region dentro de la patogénesis de la cepa 042, donde la adaptacién a

las condiciones del medio juega un papel fundamental.

Como hemos comentado anteriormente, la formacién de biofilm es un paso
clave dentro de la patogénesis de las cepas del patotipo EAEC17219%, Por ello, se
analizé la posible implicacion de estos genes en este proceso de adhesion, pero
no se encontré relacion debido a que no hubo diferencias entre los resultados
obtenidos de la cepa salvaje y la cepa mutante 4A (Fig 4.40). Por otra parte, si
que se obtuvieron resultados significativos en el ensayo de infeccién del
organismo Galleria mellonella (Fig. 4.41). La mutagénesis tanto de las copias del
gen irmA como de las copias de esta region conlleva una reducciéon de la
virulencia de la cepa 042, mostrando la relacién que tienen estos genes

duplicados con el proceso infectivo.

El estudio de dichos genes de manera mas detallada resultaria interesante,
con el objetivo de dilucidar cudl o cudles de ellos estan involucrados en el
proceso de patogénesis y qué patron de expresion sigue cada uno. Es probable
que el patron de expresion de cada copia responda a estimulos diferentes o que
actien como backup celular, aportando una mayor robustez genética3éé y

siendo, de esta manera, mas eficientes en el proceso de infecciéon. Por otra
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parte, alguno de sus productos génicos puede resultar antigénico, lo que podria
abrir nuevas perspectivas para la mejora de vacunas contra infecciones de E.
coli ya que, a diferencia de otros muchos antigenos vacunales que se utilizan
contra este microorganismo, estos productos génicos estdn ampliamente
distribuidos en todas las cepas virulentas. Asimismo, puede ser factible utilizar
cepas como el mutante cuadruple obtenido, donde se han delecionado todas y
cada una de las copias de estos genes, como cepas atenuadas de la virulencia

para el disefio de nuevas vacunas vivas.
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Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son las siguientes:

= Lapresencia de los nuevos paralogos descritos hha2 y hha3 de la familia
de proteinas Hha en cepas de E. coli esta relacionada significativamente

con la presencia de los genes yeeR e irmA.

= La posicién de los genes hha2/3 en el cromosoma se encuentra junto al

conjunto de genes flu-yeeR-irmA, a los que estan asociados.

= El sistema H-NS/Hha muestra una nueva funcién silenciando los genes

en los que han tenido lugar procesos de duplicacion.

= La duplicacion de genes regulados por el sistema H-NS/Hha puede ser
la causa del origen de nuevos paralogos de estos reguladores,

manteniendo de esta forma la estabilidad de la red reguladora.

= El andlisis comparativo de los patrones de duplicaciéon permite
establecer tanto relaciones entre patotipos como duplicaciones

restringidas a un patotipo especifico, e incluso, a una cepa concreta.

= La existencia de un numero significativo de genes duplicados o
amplificados en la mayoria de patotipos muestra que estos genes

pueden desempefiar un papel en la virulencia de E. coli.

= El gen irmA en la cepa 042 se transcribe de forma independiente al gen

agn43, a diferencia de lo previamente descrito en la cepa UPEC CFT073.

= El gen irmA4509 se encuentra regulado siguiendo un patrén poco
frecuente, donde la transcripcidn esta reprimida tanto por la proteina

OxyR como por Hha y su paralogo Hha2, pero no por H-NS.
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= La transcripciéon del gen irmA4509 responde a factores ambientales,
aumentando en condiciones de temperatura, disponibilidad de

nutrientes y de oxigeno semejantes a las de infeccion.

= La expresion del gen irmA2244 de la cepa 042 est4 silenciada en todas
las condiciones que se han estudiado, excepto cuando cesa la expresiéon

del gen irmA4509.

= Cambios nucleotidicos puntuales en la regién promotora de las dos

copias del gen irmA son cruciales para la expresion de dichos genes.

= Los genes que se encuentran en la regiéon amplificada en la cepa 042 y
distribuida en todos los patotipos estan involucrados en procesos

infectivos.
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Fig. Al. Genes duplicados en el genoma de la cepa EAEC 042. El eje de las X
representa el mapa lineal del cromosoma. Cada grupo de circulos unidos con una
linea horizontal discontinua corresponde a un gen duplicado o amplificado. Los
circulos indican la posiciéon que ocupa cada duplicado en el genoma. Los circulos
enteros corresponden a los genes que se encuentran en la cadena positiva,
mientras que los circulos vacios corresponden a los de la cadena negativa. Los
nimeros corresponden a los grupos de genes duplicados, numerados en orden
empezando desde el origen del mapa cromosémico. En negro se muestran las
transposasas. Los colores (rojo, azul y verde) y las barras verticales definen las
tres regiones principales que contienen genes duplicados. Andlisis realizado
mediante BLASTn.
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Tabla A1l. Localizador de cada una de las copias de los genes duplicados o
amplificados (Locus tag) en la cepa CFT073 y descripcion de su funcion. A) Genes
de la regién 1: 5-25. B) Genes de la region 2: 32-44. C) Genes de la region 3: 45-
55. D) Genes de la region 4: 56-65. E) Genes de la region 5: 73-86. F) Genes de la
region 6: 88-94.

A | Grupo Loculs tag Locuzs tag Loct;s tag Loct:l.s tag Locuss tag Locuﬁs tag Descripcién
1S66 family
insertion
5 C_RS01210 | C_RS17180 | C_RS17295 sequence
hypothetical
protein

6 C_RS01265 | C_RS06025 | C_RS07130 | C_RS11895 | C_RS17135 | C_RS24345 ATPase AAA

7 C_RS01270 | C_RS06050 | C_RS17440 | C_RS21565 | C_RS24365 Toxin

type IV
toxin_antitoxin
system YeeU
family antitoxin
hypothetical

protein
DUF987 domain
10 |[C_RS01285 | C_RS06030 | C_RS12000 | C_RS17425 | C_RS21555 | C_RS24375 containing

8 C_RS01275 | C_RS12005 | C_RS17435 | C_RS21560 | C_RS24370

9 C_RS01280 | C_RS06035 | C_RS28815

protein
11 |C_RS01290 | C_RS06015 | C_RS11995 | C_RS17420 | C_RS21550 | C_RS24380 hyg‘r’gtleei?fal
12 | C_RS01295 | C_RS06010 | C_RS11990 | C_RS17415 | C_RS24385 a““;:;tg;“°"

DUF945 domain
13 [ C_RS01305 | C_RS06005 | C_RS11985 | C_RS17410 | C_RS21540 | C_RS24390 containing
protein

14 | C_RS01335 | C_RS11970 phospholipase

chemotaxis
protein
TonB_dependent
16 | C_RS01380 | C_RS11950 siderophore
receptor
ABC transporter
17 | C_RS01385 | C_RS11945 substrate
binding protein
iron ABC
18 |C_RS01390 | C_RS11940 transporter
permease
ABC transporter
19 | C_RS01395 | C_RS11935 ATP binding
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein
hypothetical
protein

15 |C_RS01340 | C_RS11965

20 | C_RS01400 | C_RS11930

21 | C_RS26150 | C_RS27170

22 | C_RS01440 | C_RS11850 | C_RS17315

23 | C_RS01505 | C_RS26585

24 | C_RS01585 | C_RS05670

25 | C_RS01595 | C_RS05680
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B | Grupo | Locustag1 | Locustag2 | Locustag3 | Locustag4 | Locustag5 Descripcion
p 4 4 4 4 4 p
32 | C_RS26480 | C_RS27670 hypothetical
protein
Major pilus
33 C_RS05805 | C_RS17055 | C_RS24530 subunit operon
regulatory protein
34 | C_RS05855 | C_RS16995 transcriptional
regulator
35 C_RS05950 | C_RS21295 transposase
50S
36 C_RS05980 C_RS17355 ribosome_binding
GTPase
< autotransporter
< 37 C_RS05985 | C_RS17360 domain_containing
gl_, protein
& | 38 | C_RS05990 | C_RS17395 hypothetical
= protein
\© -
| 39 | C_RS05995 | C_RS17400 hypothetical
éa protein
1S21 family
40 C_RS06020 C_RS07135 C_RS11890 C_RS17130 C_RS24340 transposase
ISEc10
41 | C_RS06055 | C_RS17445 hypothetical
protein
DUF957
42 C_RS06060 | C_RS17450 | C_RS24355 domain_containing
protein
DUF4942
43 C_RS06070 | C_RS17455 | C_RS21580 domain_containing
protein
44 C_RS06735 | C_RS15130 lysozyme
C | Grupo | Locustagl | Locustag2 | Locus tag3 Descripcion
45 | C_RS06780 | C_RS07355 phage terminase large
subunit family protein
46 | CRS06785 | C_RS07360 head_tail joining
protein
47 C_RS06790 | C_RS07365 phage portal protein
48 C_RS06795 | C_RS07370 S49 family peptidase
n
= -
W 49 C_RS06800 | C_RS07375 head decoration
<+ protein
"é 50 C_RS06805 C_RS07380 minor capsid protein E
©
'gl) 51 C_RS06815 C_RS07390 tail attachment protein
-5 -
52 | C_RS06845 | C_RS07420 | C_RS15020 phage tail tape
measure protein
53 C_RS06860 C_RS07435 C_RS15005 phage tail protein
54 C_RS06880 C_RS14990 Ail/Lom family protein
55 C_RS06895 C_RS07460 C_RS14965 hypothetical protein
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D | Grupo | Locustag1 | Locus tag2 Descripcion
56 C_RS07310 | C_RS11125 phosphoporin PhoE
57 C_RS07315 C_RS15140 lysis protein S
58 C_RS07395 C_RS15045 tail protein
& 59 C_RS07400 | C_RS15040 tail protein
'-? 60 C_RS07410 | C_RS15030 phage minor tail protein G
<+
:g 61 C_RS07415 | C_RS15025 phage tail assembly protein T
é" 62 C_RS07425 C_RS15015 tail protein
63 C_RS07430 | C_RS15010 phage minor tail protein L
64 C_RS07440 C_RS15000 tail assembly protein
65 C_RS07445 C_RS14995 host specificity protein ]
E | Grupo | Locustag1 | Locus tag2 Descripcién
73 C_RS16485 | C_RS24305 lysine__tRNA ligase
74 C_RS16885 | C_RS24645 DUF4102 dsr“;’;i“r;c‘mtami"g
75 C_RS16890 C_RS21210 hypothetical protein
76 C_RS27505 | C_RS27835 hypothetical protein
77 C.RS16905 | C_RS16980 | 1566 ﬁ*;gi'}::;‘z;?g::t?;‘ence
78 C_RS17000 | C_RS24480 fimbrial protein
79 C_RS17005 | C_RS24485 fimbrial protein
80 C_RS17010 | C_RS24490 fimbrial protein
81 C_RS17015 | C_RS24495 type 1 fimbrial protein
82 C_RS17020 C_RS24500 protein pap]
83 C_RS17025 | C_RS24505 molecular chaperone
e e e
85 C_RS17035 C_RS24515 type 1 fimbrial protein
86 C_RS17045 C_RS24525 major pilus subunit operon

regulatory protein PapB
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F Grupo | Locustag1l | Locustag2 Descripcion

88 | CRS21495 | C_RS24540 AlpA famlig;‘t‘;f“p“o“al
« 89 C_RS21500 | C_RS24545 hypothetical protein
% 90 C_RS21505 | C_RS24445 inovirus Gp2 family protein
‘E 91 C_RS21515 C_RS24410 GTPase
'§o 92 C_RS21525 | C_RS24400 WYL domain_containing protein
a 93 C_RS21530 | C_RS24395 hypothetical protein

94 C_RS21535 C_RS28070 DUF905 domain_containing

protein
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Tabla A2. Localizador de cada una de las copias de los genes duplicados o
amplificados (Locus tag) en la cepa 0145:H28 RM13516 y descripcidon de su
funcién. A) Genes de la region 1: 13-40. B) Genes de la region 2: 41-65. C) Genes
de la region 3: 67-79. D) Genes de la region 4: 80-103. E) Genes de la regién 5:
129-137.F) Genes de laregion 6: 139-147.

A | Grupo | Locustag1 Locus tag 2 Locus tag 3 Locus tag 4 Descripcion
13 Ei&%;zg? Eclssl\féggéi Replication protein P
14 ECRM13516 | ECRM13516_ protein ren
_RS03810 RS16980
15 Ef:[l{{sl\gégi? chssl\ﬁggéi recombination protein NinB
16 ECRM13516 | ECRM13516_ Phage N-6-adenine
_RS03820 RS16970 methyltransferase
17 Eigsl\géggg Eclgsl\g(l)ggéi NinE family protein
18 ECRM13516 | ECRM13516_ Endonuclease
_RS03835 RS16955
19 ECRM13516 | ECRM13516_ protein ninG
_RS03840 RS16950
20 ECRM13516 | ECRM13516_ serine/threonine protein
_RS03845 RS16945 phosphatase
21 Efgsl\g;;‘;éé Eclgsl\féggéé‘ hypothetical protein
22 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF1737 domain_containing
_RS03885 RS07050 RS14160 RS16925 protein
23 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ Holin
_RS03890 RS07060 RS14155 RS16920
24 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF1327 domain_containing
_RS03895 RS09815 RS14150 RS16915 protein
25 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ Lysozyme
_RS03900 RS07075 RS14145 RS16910
26 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ hypothetical protein
_RS03905 RS05270 RS12555
27 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ lysis protein
_RS03910 RS05275 RS09800 RS11655
28 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ hypothetical protein
_RS03915 RS29045 RS29455 RS29675
29 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ PerC family transcriptional
_RS03920 RS05280 RS09795 RS12545 regulator
30 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF3950 domain_containing
_RS03925 RS29050 RS29450 RS29670 protein
31 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ Terminase
_RS03935 RS05285 RS12540
32 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage terminase large subunit
_RS03940 RS05290 RS12535 family protein
33 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ head_tail joining protein
_RS03945 RS05295 RS12530 -
34 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage portal protein
_RS03950 RS05300 RS12525
ECRM13516 | ECRM13516 ECRM13516 . .
35 | Rs03955 RS05305 | RS12520 _ 549 family peptidase
36 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ head decoration protein
_RS03960 RS05310 RS12515
37 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ minor capsid protein E
_RS03965 RS05315 RS12510
38 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ hypothetical protein
_RS03980 RS09685 RS12440 RS14005
39 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail fiber protein
_RS03985 RS09680 RS12435 RS14000
40 ECRM13516 | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage tail protein
_RS03990 RS09675 RS12430 RS13995
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B | Grupo | Locustag1 Locus tag 2 Locus tag 3 Locus tag 4 Descripcion
M ECRM13516_ | ECRM13516_ dimethyl sulfoxide reductase
RS04700 RS10020 subunit B
42 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ Exonuclease
RS05115 RS06915 RS07975
43 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF1391 domain_containing
RS05135 RS09930 RS12695 protein
44 ECRM13516_ | ECRM13516_ Rha family transcriptional
RS05160 RS12680 regulator
45 EC[I{(SI\(/l)éizéQ EC}@EZ;;Q hypothetical protein
ECRM13516 ECRM13516_ | ECRM13516 . .
46 RS05190 | RS09865 | RS12635 Hok/Gef family protein
ECRM13516 ECRM13516 ECRM13516 . .
47 RS31170 | RS31245 | RS31350 _ hypothetical protein
48 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF968 domain_containing
RS05200 RS07025 RS09855 RS12620 protein
49 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ endodeoxyribonuclease
RS05205 RS07030 RS09850 RS12615
50 Eclﬁsl‘gé;;éﬁ EC}ESI\;[;ZS(I)& transcriptional regulator AraC
" 51 EC&E‘(’;;;%Q EC;;“E;S;Q hypothetical protein
é 52 Ec§$é§2é6‘ Ec}g\gggé& tail attachment protein
& 53 ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
= RS05330 RS12495
:a 54 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
é RS05335 RS09735 RS12490
55 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
RS05340 RS09730 RS12485
56 Ecﬁsl\gégiéQ Ec}iasl\gig(lf_ phage minor tail protein G
57 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage tail assembly protein T
RS05350 RS09720 RS12475
58 ECRM13516_  ECRM13516_ phage tail tape measure protein
RS05355 RS12470
59 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
RS05360 RS09710 RS12465
60 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage minor tail protein L
RS05365 RS09705 RS12460 RS14025
61 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage tail protein
RS05370 RS09700 RS12455 RS14020
62 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail assembly protein
RS05375 RS09695 RS12450 RS14015
63 EC}@S%:Z%Q Ec}i{;\g;gg?‘ hypothetical protein
64 ECRM13516_ | ECRM13516_ superoxide dismutase
RS05385 RS11550
65 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ host specificity protein ]
RS05390 RS09690 RS12445 RS14010
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C Grupo | Locustagl Locus tag 2 Locus tag 3 Locus tag 4 Descripcion
67 Eclgsl\gégié@ Ecﬁgézgé& Ecﬁsbgégg(lf‘ 50S ribosome_binding GTPase
68 EC]i{Sl\géggéG_ EC}?sl\g(?;g(l)Q hypothetical protein
69 ECRM13516_ | ECRM13516_ chemotaxis protein
RS06360 RS13035
70 ECRM13516_ | ECRM13516_ phospholipase
RS06365 RS13040
7 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF945 domain_containing
= RS06375 RS13055 RS25280 RS26395 protein
B 72 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ antirestriction protein
'G RS06380 RS13060 RS25270 RS26400
= 73 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ hypothetical protein
= RS06385 RS13065 RS25265 RS26405
:En 74 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF987 domain_containing
é RS14095 RS13070 RS25260 RS26410 protein
75 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ type IV toxin_antitoxin system
RS06400 RS13075 RS25255 RS26420 YeeU family antitoxin
76 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ Toxin
RS06405 RS25250 RS26425
77 Eclssl\géii(l)ﬁ_ ECPlsSl\géig(l)Q hypothetical protein
78 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF957 domain_containing
RS06415 RS25240 RS26435 protein
79 ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF4942 domain_containing
RS06420 RS25235 protein
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D Grupo | Locustagl Locus tag 2 Locus tag 3 Locus tag 4 Descripcion
80 Eclgsl\gégg(lf_ Ecplssg%ggé& hypothetical protein
81 ECRM13516_ | ECRM13516_ transcriptional regulator
RS06960 RS08005
82 ECRM13516_ | ECRM13516_ transcriptional regulator
RS06965 RS08010
83 EC]i{Sl\gégg(l)G_ EC%%;S?;Q hypothetical protein
84 ECRM13516_ | ECRM13516_ replication protein
RS31235 RS31280
85 Eclgsl\gégg(lf‘ EC}?SI\gé;g(l)Q hypothetical protein
86 Ecé{sl\géggé()‘ Ecrssl\gég?éQ hypothetical protein
87 Eclgsl\gigi(lf‘ EC§£};§?' hypothetical protein
88 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ membrane protein
RS07045 RS12580 RS14170
89 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ HNH endonuclease
RS07115 RS11645 RS14105 RS16885
g 90 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ terminase small subunit
— RS07120 RS11640 RS14100 RS16880
= 91 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ terminase laree subunit
? RS07125 RS11635 RS14095 RS16875 8
: 92 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage major capsid protein
9 RS07130 RS11630 RS14090 RS16870
%n ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ h hetical .
| B RS07135 RS11625 RS14085 RS16865 ypothetical protein
94 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | phage gp6_like head_tail connector
RS07145 RS11610 RS14070 RS16850 protein
95 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ head._tail adaptor protein
RS07150 RS11605 RS14065 RS16845 -
9% ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ hypothetical protein
RS07155 RS11600 RS14060 RS16840
g7 | BORIISS 0. | BORMISo10- | FCRMI3sI6 cell division inhibitor
98 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ DUF3168 domain_containing
RS08140 RS11595 RS14055 RS16835 protein
99 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
RS08145 RS11590 RS14050 RS16830
100 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail assembly chaperon
RS08150 RS11585 RS14045 RS16825
101 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage tail protein
RS08155 RS11580 RS14040 RS16820
102 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ phage tail tape measure protein
RS08160 RS11575 RS14035 RS16815
103 ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ | ECRM13516_ tail protein
RS08165 RS11570 RS14030 RS16810
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E | Grupo | Locustagl | Locus tag?2 Descripcion
ECRM13516_| ECRM13516_ - .
129 RS14240 RS26985 hypothetical protein
130 ECRM13516_ | ECRM13516_ | RusA family crossover junction
RS14245 RS26980 endodeoxyribonuclease
131 ECRM13516_| ECRM13516_ LexA family transcriptional
RS14250 RS26975 regulator
132 ECRM13516_| ECRM13516_ helix_turn_helix
RS14265 RS26965 domain_containing protein
133 ECRM13516_| ECRM13516_ DUF4222 domain_containing
RS29885 RS30820 protein
ECRM13516_| ECRM13516_ . .
134 RS14295 RS26915 hypothetical protein
135 ECRM13516_| ECRM13516_ DUF2303 domain_containing
RS14300 RS26910 protein
ECRM13516_| ECRM13516_ .
136 RS14305 RS26905 HD family hydrolase
ECRM13516_| ECRM13516_ . .
137 RS14310 RS26900 hypothetical protein
F | Grupo | Locustagl | Locus tag?2 Descripcion
ECRM1351 | ECRM13516_ . .
139 6.RS18210 RS25205 lysine__tRNA ligase
140 ECRM1351 | ECRM13516_ | DUF4102 domain_containing
6_RS18645 RS26195 protein
141 ECRM1351 | ECRM13516_ | RNA polymerase sigma factor
6_RS18665 RS25425 Fecl
[N
ECRM1351 | ECRM13516 .
< _
I 142 | ¢ Rs18670 | RS25430 protein FecR
& 143 ECRM1351 | ECRM13516_ | TonB_dependent siderophore
& 6_RS18675 RS25435 receptor
£ | 1a | ECRMISSL | BCRMISSIG | et bindin
& 6_.RS18680 | RS25440 P : - g
I~ protein FecB
145 ECRM1351 | ECRM13516_ | Fe3+ dicitrate ABC transporter
6_RS18685 RS25445 permease FecC
146 ECRM1351 | ECRM13516_ | Fe3+ dicitrate ABC transporter
6_RS18690 RS25450 permease FecD
147 ECRM1351 | ECRM13516_ Fe(3+) dicitrate transport
6_RS18695 RS25455 ATP_binding protein FecE
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2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

2244
4509

yeeR fw

n
>

TTCAGAAGGGGACCGGTGCAJGAAATATCAGTGCCCTGAACAAAGTAATGAAGGGTACGC
TTCAGAAGGGGACCGGTACAJGAAATATCAGTGCCCTGAACAAAGTGATGAAGGGTACGC

KA AAA A A A A A A A A A A A, A A AP A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak kA kA k kK k

TGGTGACATCTCTGGCACTGGTAGCTGTCACAACCGGCCCTGACATGATCAAAATGTTGC
TGGTGACATCTCTGGCACTGGTAGCTGTCACAACCGGCCCTGACATGATCAAAATGTTGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak kA Ak Ak kk ok k

GGGGACGGATCTCCGGTGCGCAGTTCATCAGGAATCTTGCCGTGGCATCTTCCGGTGTGG
GGGGACGGATCTCCGGTACGCAGTTCATCAGGAATCTTGCCGTGGCATCTTCCGGTGTGG

KAKKKKKAKAKAKAKAKAKAKAKAAK AA A AR A AR AR A A A A A A A AR AR A A A A A A A A A A A A AR A A AR A KK

CAGGTGGAGCTGTCGGGTCAGTGGCGGGCGGGATACTGTTCAGTCCACTGGGACCATTTG
CAGGTGGAGCTGTCGGGTCAGTGGCGGGCGGGATACTGTTCAGTCCACTGGGACCATTTG

R R R R R R R R R R I I S I S S

GTGCACTGACAGGGCGTGTGGTTGGCGGTGTTCTGGGGGGAATGATTGCCTCCGCTGTAT
GTGCACTGACAGGGCGTGTGGTTGGCGGTGTTCTGGGGGGAATGATTGCCTCCGCTGTAT

R R R R R R R R R R R I I S S

CAGGAAAAATTGCCGGAGCGCTGGTTGAAGAAGATCGCGTCAAAATTCTGGCAATGATTC
CAGGAAAAATTGCCGGAGCGCTGGTTGAAGAAGATCGCGTCAAAATTCTGGCAATGATTC

B R R R R R R R R R R R I I e S S S S

AGGAGCAGGTGACATGGCTTGCCGGCAGTTTCCTGCTGACCGGACATGAGATTGAAAATC
AGGAACAGGTGACATGGCTTGCCGGCAGTTTCCTGCTGACCGGACATGAAACAGAAAATC

R R R R R R R R R I I I S S S S Kk kKKK K

TGAACGAGAATCTGGCCCGTGTTATCGATCAGAATGCTCTGGAGATCATTTTCGCCGCCG
TGAACGCGAATCTGGCCCGTGTTATCGATCAGAATGCTCTGGAGATCATTTTCGCCGCCG

R R R R S R R I R I I S S S S

GTATACAACAACGGGCCGCGACCAATATGTTAATCAAACCACTGGTGGTCAGTATCATCA
GTATACAACAACGGGCCGCGACCAATATGTTAATCAAACCACTGGTGGTCAGTATCATCA

B R R R R R R R R R R R R I I S S S

GGCAACGCCCCGTCATGGAATATGATGCATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGG
GGCAACGCCCCGTCATGGAATATGATGCATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGGCTGG

R R R R R R R R R R I S S S S S S

AAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGGCATAACGGCTATTCTGCGCCTTTTACGCTTTAT
AAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGGCATAACGAGTATTCTGCACCTTTTACGTTTTAT

R R R R R I KhkKkKAkAkKAkAk)k K Ak AkkkAkkkk K kkk%k
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int fw -

»

2244 CACCTGAYTTGTCAGTGTCATCGTCATGACTCAGAGAGGTAAATACCATGATTCACCTGT
4509 CACCTGAQTTGTCAGTGTCATCGTCATGATTCAGAGAGGTAAATACCATGATTCACCTGT

dhkhkhhhhk [hh Ak hkh kA kA kA hdk Ak A hhhk hA A A A A A A A A A A A AR AR AR I A KA KA KK AKX

irmA fw _

2244 TCAAAACCYGCATGATTACCGCCTTCATTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGG
4509 TCAAAACCYGCATGATTACCGCCTTCATTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGG

LR R RS R RS LR SRS RS SRR SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

2244 CACAGGATCAACGTTACATCAGTATACGCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATA
4509 CACAGGATCAACGTTACATCAGTATACGCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA kA kA Ak Ak Ak k kK k

2244 TTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATAATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCA
4509 TTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATAATGGCGGAAACGATGAAGGGTTTGGCCCCCTCA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A, Ak kA k Ak k kK k

2244 CCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAATATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAA
4509 CCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAATATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAA
R RS S EE SRS SRS SRR SRS RS SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]

<«

2244 CGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCACGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGT
4509 CGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCACGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGT

KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak A kA Ak kA Ak Ak kA kA Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak k ok ok k %

yuL

irmArv

2244 GCGTGGAAAATGTCGYCACAACCGAAATCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATC
4509 GCGTGGAAAATGTCGYCACAACCGAAATCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATC

KA A A A A A A A A A A A A A AP A A A A A Ak kA kA Ak Ak kA Ak Ak kA Ak Ak Ak kA Ak Ak kA kk ok ok ok k%

2244 GTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCAATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCG
4509 GTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCGATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTAATTACCG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A h kA Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhk kA Ak hkkkkkk Ak kkk k%

2244 TTTCCGGAAAAAACGTTAACTGATCCCTGAAGTCAGTTTCATGCTTCAGCCTCTGTCACA
4509 TTTCCGGAAAAAACGTTAACTGATCCCTGAAGTCAGTTTCATGCTTCAGCCTCTGTCACA

R R R R R R R R R R R I I S S S S S

Fig. A2. Posicion de los oligonucleétidos utilizados en el experimento de Walking
RT-PCR. En morado se indica el codén de parada del gen yeeR y en verde el codén
de inicio del gen irmA.
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042 4509
55989

0104:H4
H10407 3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073 cl1275
EC958

JJ1886

CFT073 c3665
UMNO26
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042 4509
55989

0104:H4
H10407_3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073 _c1275
EC958

JJ1886

CFT073 ¢c3665
UMNO026
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042 4509
55989

0104:H4
H10407 3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073_cl1275
EC958

JJ1886

CFT073 c3665
UMNO26
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042_4509
55989

0104:H4
H10407 3219
H10407_4460
0145:H28 5031
CFT073_c1275
EC958

JJ1886
CFT073_c3665
UMN026
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGGCTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGGCTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGGCTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAACATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAACATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAACATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAACATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG

CATCCCATCTCGGCAATATGGTTAACCGACTGGAAGAAGCATTACCCCCGGAGTTACCGG
Kok ok kk ok k ok kkkkkkkkkkkkhkhkhkhkk Kk kkkkhk Kk kkokkokk ok kkkk ok kkk kK xk

CA-CGAGTATTCTGCACCTTTTACGTTTTATCACCTGACTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGAGTATTCTGCACCTTTTACGTTTTATCACCTGACTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGAGTATTCTGCACCTTTTACGTTTTATCACCTGACTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGCCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGCCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGTTTTATCACCTGATTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGCTTTZ—\TCACCTGZ—\TTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGCTTTZ—\TCACCTGZ—\TTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGCTTTZ—\TCACCTGZ—\TTTGTCAGTGTCATCGTCAT
CA-CGGCTATTCTGCGCCTTTTACGCTTTZ—\TCACCTGZ—\TTTGTCAGTGTCATCGTCAT

* Kk Kok Kk Kokkkkkkk Khhkkhkkhkhkkhkhkkh Khhkkhkhkkhhkhhkkhkkhk *khkk khkkkkkkkhkkkkkkk

GATTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCGCCTTCZ—\
GATTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCGCCTTCZ—\
GATTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCGCCTTCZ—\
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCZ—\CCTTCZ—\
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCZ—\CCTTCZ—\
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCGCCTTCZ—\
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCZ—\AZ—\ACCTGCATGZ—\TTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATAC C-ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATAC C-ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATAC C-ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATAC C-ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATAC C-ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA
GACTCAGAGAGGTAAATACC.ATTCACCTGTTCAAAACCTGCATGATTACCGCCTTCA

I T g

TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAATGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAATGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC

TTCTGGGGTTAACGTGGTCTGCCCCACTCCGGGCACAGGATCAACGTTACATCAGTATAC
Kok Kk kK Kk ok ok Kk kR Kk ok kK Kk ok kK ok ok ok Kk ok ok kK ok ok kK Kk ok kK ok ok ok Kk ok ok kK ok kR kK kK K
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Anexos

042 4509
55989

0104:H4
H10407 3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073 c1275
EC958

JJ1886

CFT073 ¢3665
UMNO026
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042 4509
55989

0104:H4
H10407_3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073 _c1275
EC958

JJ1886

CFT073 ¢c3665
UMNO026
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042 4509
55989

0104:H4
H10407 3219
H10407 4460
0145:H28 5031
CFT073_cl1275
EC958

JJ1886

CFT073 c3665
UMNO26
0145:H28 5250
042 2244
026:H11

042 4509
55989

0104:H4
H10407_ 3219
H10407_4460
0145:H28_5031
CFT073_c1275
EC958

JJ1886
CFT073_c3665
UMN026
0145:H28_5250
042 2244
026:H11

GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCCTACCAGTTCCGGCTGGATA
GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA

GCAATACAGATACGATATGGCTCCCGGGAAATATTTGTGCTTACCAGTTCCGGCTGGATA
ok ki ok ok ok ok k ok ok ok ok k ok ok Ak kkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkhkkhkh Kk kkkkkkokkkkk Kk xk Kk

ATGGCGGAAACGATGAAGGGTTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGGTTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGGTTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT
ATGGCGGAAACGATGAAGGATTTGGCCCCCTCACCATCACTCTGCAACTCAAAGACAAAT

hkkkhkkhkkhkhhhhhhhhhh *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkx*

ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGCTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCCTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA
ATGGTCAGACGCTGGTGACCAGAAAAATGGAAACGGAAGCTTTTGGTGACAGTAATGCCA

KKK KK AR A KA KA KA KA KA KA KA K AKAKAKAKAKAKAKIAK KA KA KA KA KR AR AR KKK KK

CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTATGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA
CGCGAACCACAGACGCATTTCTGGAAACGGAGTGCGTGGAAAATGTCGCCACAACCGAAA

R
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042 4509 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
55989 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
0104:H4 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG

H10407 3219 TCATCAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCA
H10407 4460 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
0145:H28 5031 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
CFT073 c1275 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG

EC958 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
JJl886 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
CFT073c3665 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
UMNO26 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCG
0145:H28 5250 TCATCAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCA
042 2244 TCATTAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCA
026:H11 TCATCAAAGCAACTGAAGAAAGTAACGGCCATCGTGTCAGTCTGCCGTTATCGGTTTTCA
dok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok Kk ok kK Kk ok kK ok ok ok Kk ok ok Kk k kK ok ok ok Kk ok ok Kk k ok kK k kR kK kK K
042 4509 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTAATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
55989 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTAATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
0104:H4 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTAATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA

H10407_3219 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
H10407_4460 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
0145:H28 5031 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAATGTTAACTGA
CFT073_c1275 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAATGTTAACTGA

EC958 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
JJl88e ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
CFT073c3665 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
UMNO26 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAATGTTAACTGA
0145:H28 5250 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
043 2244 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA
026:H11 ATCCCCAGGACTACCATCCACTGCTGATTACCGTTTCCGGAAAAAACGTTAACTGA

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk hkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkk Kk kkkkkkk

Fig. A3. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de la region promotora y
codificante del gen irmA en diferentes cepas de E. coli. En morado se indica el
codon de parada, en verde el coddn de inicio y en amarillo la regién -10 y -35
predichas mediante el programa BPROM.
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Publicaciones

Durante el desarrollo de la tesis doctoral se ha publicado el siguiente
articulo, correspondiente a los resultados mostrados en el primer

capitulo de esta memoria:

e (Capitulo 1 (apartado 4.1): Bernabeu M, Sanchez-Herrero JF,
Huedo P, Prieto A, Hiittener M, Rozas ] and Juarez A. Gene
duplications in the E. coli genome: common themes amon
pathotypes. BMC Genomics. 2019;20(1):313.
doi:10.1186/s12864-019-5683-4

Sermabeu et al AU Genomics (2018) 20212

httpxidolomg /101186151286 401 956834 BMC Genomics
RESEARCH ARTICLE Open Access
Gene duplications in the E. coli genome: w@w

common themes among pathotypes

Manuel Bemabeu’, Jas Francisco Sdnchez-Herrero'?, Pol Hueda®, Alejandio Prieto’, Mério Hanener',
lulio Rozas'? and Antonio Judrez™®”

Abstract

Background: Gene duplication underliss a significant proportion of gens functional diversity and gename
compi=xity in botheukarnyotes and protanyotes Although several reports in the fiteratu= described the dupliction of
spedfic g=nss in £ call, a datailed analysis of the extent of gzne duplications in this migoorganism i needed.
Results: The genomes of the £ calienteraaggragative strain 042 and other pathogenic stains contain duplications of
th= gene thatcodes farthe global regulator Hha. To determine whether the presence of additional copizs of the hha
gene correates with the presence of ather genes, we perrmead a comparative genomic analysis betwaen £ colf
strains with and without hha duplications The results showed that stmins harboring additional copies of the hhagens
also encode the yeeR imA {eectS gene duster, which, in turn, is alsa duplicated in strain 042 and several other strains
The identification of these duplications promptad us to obtain a glokal map of gena duplications, fist in strain 042 and
later in other E, cofi g=nomes.

Duplications in the genomes of the entercaggregative strain 042, the uropathogenic strain CFT073 and the
enterohemarrhagic strain O145H78 have been identified by a BLASTp protsin similarity s=sarch. This algarthm
was ako usd to avaluate the distribution of the ientified duplicates among the genomes of a st of 28
representative £ call strains. Despite the high genomic diversity of £ cali strains, we identifed severalduplicates in the
genomes of almast all studisd pathogenic strains. Mast duplicated gen=s have no known function Transcrptomic
analysis also showed that mast of these duplications are regulated by the H-NS/Hha poteins.

Conclusions: Several duplicatsd genss are widely distributed among pathogenic F. call strains. In addition, some
duplicated genes are present only in spedfic pathatypes, and others are strain specific This g2ne duplication analyss
shows novel rationships batwean £, cali pathotypes and suggests that nawly identifizd genss thatara duplicated in
a high percentage of pathogenic £. cali isolates may play a rale in virulence. Qur study also shaws a relationship
between the duplication of genzs encoding regulators and genss encoding ther targats.

Keywards: Pathatypes, Gene duplication, Fscherichia call 042, H-NS, Hha
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Publicaciones

Por otra parte, se ha logrado publicar otros articulos derivados de la
colaboraciéon con la actividad realizada por nuestro grupo de

investigacidn:

e Prieto A, Bernabeu M, Falgenhauer L, Chakraborty T, Hiittener M,
Juarez A. The regulated expression of the third H-NS paralogue H-
NS2 influences the fitness of the enteroaggregative Escherichia
colistrain 042. Sci Rep. 2020 Oct 22; 10(1):18131. doi:
10.1038/s41598-020-75204-4.

e Sanchez-Herrero JF, Bernabeu M, Prieto A, Hiittener M, Juarez A.
Gene duplications in the genomes of Staphilococci and
Enterococci. Front. Mol. Biosci 2020 doi:
10.3389/fmolb.2020.00160. eCollection 2020.

e Hiittener M, Prieto A, Aznar S, Bernabeu M, Glaria E, Valledor AF,
Paytubi S, Merino S, Tomas |, Juarez A. Expression of a novel class
of bacterial Ig-like proteins is required for IncHI plasmid
conjugation. PLoS Genet.2019 Sep 17;15(9):e1008399. doi:
0.1371/journal.pgen.1008399. eCollection 2019 Sep.

e Prieto A, Bernabeu M, Aznar S, Ruiz-Cruz S, Bravo A, Queiroz MH,
Juarez A. Evolution of bacterial global modulators: role of a novel
H-NS paralogue in the enteroaggregative Escherichia coli strain
042. mSystems. 2018 Mar 20;3(3):e00220-17. doi:
10.1128/mSystems.00220-17. eCollection May-Jun 2018.

e Queiroz MH, Prieto A, Espelt ], Bernabeu M, Juarez A. Stringent
response and AggR-dependent virulence regulation in the

enteroaggregative Escherichia coli strain 042. Front Microbiol
doi: 10.3389/fmicb.2018.00717.
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