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RESUMEN 

"Pnpel de Sistemas de Dos Componentes en la Regulación de Factores ele Virulencia 

c .. enEsc/1ericltia co/i enteropatógena". 

Víctor Antonio García Angulo. Tutor: Dr. José Luis Puente García. 

Esc/1erichia co/i cntcropatógcna (El1 EC) es u-no de los patotipoi oc E. coli causantes de 

diarn.:a en humanos y es la principal causa de diarrea en nii\os en los países en vías de 

desarrollo. Esta bacteria es el modelo de una familia de patógenos capaces de causar una 

histopatología característica conocida como lesión A/E (Adherencia y Destrucción), la cual 

consiste en la eliminación de las microvcllosidadcs del epitelio intestinal y la adherencia 

íntima de la bacteria con el cntcrocito formando una estructura de actina polimerizada bajo 

el sitio de adhesión, llamada pedestal. La infección por EPEC se caracteriza además por la 

adherencia inicial en forma de colonias discretas sobre la superficie del enterocito 

(Adherencia localizada), medianil! la fimbria tipo IV BFP. En este trabajo se evaluó el 

cf'ccto regulador de los sistemas de dos componentes EnvZ/OmpR, PhoQ/PhoP y 

13arA/UvrY sobre los genes rcqucridns para desarrollar la adherencia localizada y In lesión 

A/E, crn1struycndo mulacioncs nn polares en los rcgulmlorcs ele respuesta 0111pR, phoP y 

uvrl' en EPEC. Aunque inespcrndamcntc la mutación en ompR produce una incapacidad 

para crecer en condiciones lirnita111cs de magnesio, ninguna de estas mutaciones tuvo un 

cfl:t:lo sobre la adhcrcnt:ia lot:ali/.ada. L'I desarrollo de la lesión A/E in i·irro, o sobre la 

expresión ele los factores de virulencia analizados, en contraste con el importante papel que 

desarrollad estos sistemas en el control de virulencia en otros patógenos. 



1. INTRODUCCIÓN 

Escherichia coli es la bacteria anaerobia facultiltiva predominante de la flora 

colonizante humana. Aunque normalmente permanece inocua confinada al lumen 

intestinal, algunas cepas de E. coli han desarrollado la habilidad de causar un amplio 

es¡JC!ctro ele enfermedades. S<~ h.in reconocido tres síndromes el in icos generales 

resultantes de la infección con cepas patógenas de E. coli: infección del tracto 

urinario, sepsis/meningitis y enfermedades entéricas y diarreicas (Nataro y Kaper, 

1998). L<1s cepas que pueden c<1usdr l~nferrneclacles gastrointestinales se han dividido 

en seis Cétlegorías principales (Pu¡•ntc y Finlay, 200·1 ): E. co/i enterotoxigénica (ETEC), 

E. coli enteroinvasiva (EIEC), f. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. co/i difusoaclherente (DAEC) y E. coli enteropatógena 

(EPEC). Cicla patotipo presPnl.i p.1troncs cfp adherencia ,1 n'lulas hospederas e 

histopatología característicos, así como la producción o no ele toxinas, ciados por sus 

factores de virulencia particulares (Tabla 1 ). 

EPEC es la principal causa ele diarrea en nirios menores ele seis meses en los países en 

vías ele desarrollo (Nataro y Kaper, 1998), y fue uno ele los primeros tipos de E. coli 

rr•c:r>nociclo corno c.ius.i d<• di.11n•.i i11f.111til (L<•vin1', ·¡ 9¡¡7, revisión). Los síntomas de la 

infeccicín por EPEC incluyen cli.11T<'.l <icuosa prolong¿¡cltJ de variable severidad, vómito 

y fi<'bre de~ b<1ja inlPnsiclad. A difc>r<'ncia dP olras diarreas causadas por cepas de E. 

coli patógc~n.is, en 1.i producicl.i por EPEC no p.iren~ l'sl,1r involun•1da ninguna toxina, 

y los mecanismos moleculares qui~ la desencadenan no están claramente definidos 

(Donnenberg el a/, 1997). 

Modelo ele infección por EPEC. 

Fl'l.C se• c:onsid<!r-.1 l'I rnodc•lo el<' un grupo el1' rnicroorganisrnos r-.1us,111tes de una 

hi~topatologí<1 urnoc:id<J corno l1•si1·m ele Adherenci,1 y Esfoscel;1rniPnto o lesión NE 

("6ltaching and Iffacing"). Esta lesión se caracteriza por la eliminación localizada de 

las microvellosiclacles del epill'lio intestinal; y cambios significativos en el 

ciloesqueleto de l<1 cólula hospl~dera, los cu;1les incluyen la acumulación de actina 

polimerizacla bajo la bacteria adherida, formando una estructura parecida a un 
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pedestal (Taylor et al, 1986; Rothbaurn et al, 1982; Knutton et al, 1989; Nataro y 

Kaper, 1998). 

Tabla 1. Tipos de E. coli patógenas para humanos.· 

--------------
Tipo de E. coli Enfermedad Factores de virulencia 

Enterotoxigénica (ETEC) De diarrea acuosa a diarrea Toxina tcrmosensiblc (L T), 
tipo c1ílcra. Toxina tcrmocstablc (ST), 

factores de colonización 
(CF's). 

Enteroinvasiva (El EC) De diarrea acuosa a lpas, secreción tipo III(tvlxi 
disentería. v Spa). VirG/lcsA. 

Enteropatógcna (EPEC) Diarrea acuosa. Esp's, secreción tipo III 
(Scp y Ese). intimina, Tir y 
BFP. 

Entcrohernorrúgica (EHEC) Colitis hemorrúgica, Factores de EPEC (excepto 
síndrome urémieo hemolítico BFP). toxina Shiga, 
<SUH). hcmolisina. 

Entcroagrcgativa (EAEC) De diarrea acuosa a mucosa. Adhcsinas AAF, EAST-, 
Pet, Pie, hcmolisina. 

Difusoadhcrcntc (DAEC) Diarrea acuosa. Fimbrias F 1845 y AIDA-1. 
Uropatógcna (UPEC) Infecciones del tracto Pili tipo 1, pili P. adhcsinas 

urinario. alimbrialcs (A fa), 
henwlisina. CNF-1. -----·------ ----- -- ---- --··------ -- ------- -

Séptica (SEC) Scpsis 11eu11atal. 111e11i11gitis. Cúpsnla, pili tipo 1, 
adhesina fimbria! S, 
proteínas de invasión lbcA 
e lbcB. -- ----~------------ -- ·- - --- - -------------·-

·Tomado de Puente y Finlay, 200 l. 

Las interacciones entre EPEC y la célula hospedera que conllevan al establecimiento 

de la lesión A/E han siclo clivicliclas en tres etapas: adherencia inicial, transducción de 

seriales, y adherencia íntima (Figura 1) (Donnenberg y Kaper, 1992). Este modelo de 

infección por EPEC es generalmenle aceptado aunque a(m no es clara la secuencia 

temporal ele los eventos, y ciertamente, e:'~stos podrían tener lugar concurrentemente. 

3 
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Figura 1. Mecanismo de infección por EPEC. Se ilustra el modelo de iniección en tres etapas. A) El pilus BFP es responsable de la adherencia 

localizada. En los recuadros se muestran micrograiías de la fimbria y de microcolonias sobre una célula epitelial. BJ Durante la segunda etapa 

son translocadas las proteínas efectoras a través del filamento de EspA del sistema de secreción tipo 111. () La formación de la adherencia íntima, 

mediada por la interacción Tir-intimina conlleva a la formación de pedestales de actina bajo la bacteria, reclutando proteínas del citoesqueleto 

hospedero (ver recuadro). 



La primera etapa se e<iracteriza por la unión no íntim<i de la bacteria con la célula 

hospedera, formando microcolonias en un patrón conocido como Adherencia 

Localiz<1cla (NL). L<1 form<1ció11 ele microcoloni<1s y l<1 NL están asociadas a la 

producción de un<.i fimbri<.i tipo IV, llamada BFP ("fiundle forming Qilus") (Cravioto et 

al, 1979; Vuopio-V<1rkil<.i y Schoolnik, 1991 ). Esta fimbria mantiene unid<1s entre sí a 

l<.is bacterias que forman p<.irlP de• la microcolonia, y p;1reciera también medi<1r la 

adherencia de ésta a la célul<i hospedera, utilizando como receptor una 

fosfatidiletanolaminil de la membr<in<i celulilr euc<iriote (Barnelt-Foster et al, 1999; 

Khursigara et al, 2001 ). El operón bfp codific¡:¡ los genes necesarios para la biogénesis 

de la fimbria BFP, const<1 de catorce genes, y se encuentra localizado en el plásmido 

de alto peso molecular denominado pEAF (tPEC 6dherence factor). Se ha 

demostrado que 12 ele los catorce genes son necesarios para la producción de la 

fimbria BFP y el fenotipo de adherencia localizada. Dichos genes son bfpA, bfpG, 

bfpC, bfpD, bfpE, bfpB, bfpP, bfpU, bfpl, bfp/, bfpK y bfpL; mientras que bfpF y bfpH 

no son requeridos (Rarner et al, 2002). Aunque el p.1pel individual de las proteínas 

codificadas en el locus bfp en lél biogénesis ele la fimbria no ha siclo completamente 

documentado, se sabe que el primer gen del operón, bfpA, codifica para la bundlina, 

proteína ele 193 amino<lcielos y suhunid;1cl estructur,11 de la fimbriil, y por lo tanto el 

constituyente mayoritario ele e~slc1 (Girón el al, 1991; Sohel et al, 1996; Stone et al, 

1996; Tobe et al, 1999). La importancia del pEAF y, por lo tanto, de la adherencia 

inicial e!n el esquc!ma ele! infección por EPEC, ha siclo documentada con estudios en 

éldultos voluntarios (Bieber et al, 1998). 

Durante la sc!gumla l'tilpa, un;1 se!rie• dP protPín;1s translocadas a la célula hospedera 

por EPEC, a través de un sistema de secreción tipo 111 (SSTT), inician cascadas de 

transducción de seriales, lo cual inicia una serie de cambios en el interior de la célula 

e!ucariote. Estos e<1mbios incluyc•n l'I .nrnwnto Pll lil concenlrución intracelular de 

calcio y ele inositol 1,4,5-trifosfoto (IPi) (Balclwin et a/, 1991; Foubister et al, 1994), la 

activación ele fosfolipusa Cy (PLCy) (Kcnny y Finlay, 1997), proteína cinasa C (PKC) 

(Crane y Oh, 1997) y NF-KB (Savkovic et al, 1997). Las proteínas translocadas 
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té1mbir'!n participan Pn la induc:cic'm d1• n•arn•glos del citoesqueleto y l<t desaparición 

cfo las rnicrovullosidaclcs intesti11<1ll's (M,t11j,irrez et al, 1992; Rosenshine et ;il, 1992). 

El SSTT us<ido por EPEC, así como la 111,1yoría ele las proteín,1s transloc;id¿¡s efectoras 

documentadas hasta la fecha n~spons.ibles de la producción de la lesión NE, se 

encuentran codificadas en una isla ele patogeniciclad cromosornal llamada LEE (J,,_ocus 

of ~nterocyte ~ffacement). Actualmente se tiene conocimiento de al menos siete 

protPínas codificadas Pn el LEE qul' son translorndt1s hilcia la célula hospedera vía el 

SSTT: EspB (f_scherichia coli ~ecretecl 12rotein), EspD, EspF, EspG, Map, Tir y EspH. 

EspB y EspD han siclo involucradas en la formación ele un poro en la membrana ele la 

célula hospeclurét, a través del cu.JI son inyectadas las proteínas mediante el SSTT 

(Taylor et al, 1999; Wachter, et al, 'I 9lJ9). EspF y EspG, aunque al parecer no tienen 

papel en lé1 formación ele la l¡•sicín t\/E en EPEC, son translocadas y pudieran tener 

relación con la producción d(• di.trT<'d y la e<1p.1cidJd de colonizar el intestino 

(McNamara et al, 2001; Elliot et al, 2001). Map tampoco posee un papel claro en la 

formación ele la lt'siún A/E, pl~ro Sl' li.1 propuesto que participa en la formación de 

filopodios transitorios c!n la nwmbr<1n<1 del hospedero, ,1clem<1s de ser localizado en la 

mitoconclria (Kenny et al, 2002). Tir es sin eluda la proteína translocada más 

interesante ele EPEC, puesto que siendo ele origen bacteriano, una vez translocada se 

localizét en la membrana de l.i ct!lul.i epitelial y funciona como receptor ele una 

proteína ele membrana externa ele EPEC, la intimina, permitiendo el establecimiento 

ele una unión íntima entre la bactl~ri<1 y la célula eucariote. Este evento, a su vez, 

también involucra l.i activación dt• vi.is ck! transducción de seriales que producen la 

acumulación de actina bajo la bacteria (Kenny et al, 1997b). Recientemente se 

demostró que EspH es translocacla hacia la célula hospedera, en donde tiene un papel 

modulador en los rearreglos del citoesqueleto que producen eventualmente la 

formación de los pedestales ele actina (Tu et al, 2003). 

Se ha dernostraclo que existe <ll menos una proteína fuera de LEE qu<;! también es 

transloCéld.J h.Jcia l;i célula hospeclerd: EspC, cuya secreción es indep7ndiente del 

SSTT. Esta proteína es miembro ele la familia de proteínas autotransportadoras, se 
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c!nc:u<mlr<i codificacld c~n Llllil S<'gund,1 isl.i de p.1togc'11icicfad dt> EPEC, y p.1reciera ser 

un;i c!nlc!rotoxin<1 (Mc~llic~s c~ta/, :wo 1 }. 

La tercer etapa de la infección involucra la interacción de la proteína Tir, localizada 

en la membrana de la célula hospedera, con la intimina, la cual se localiza en la 

membrana externa de EPEC. Esta interacción se produce después de la fosforilación 

de Tir en un residuo de tirosina (Kenny, 2002; revisión). La interacción de Tir con 

lntimin<i promueve lt1 <1curnulacic'>11 de fil,rnwntos de actina b<1jo los sitios de adhesión 

de la bacteria, dando lugar a formaciones parecidas a un pedestal. Se ha demostrado 

que estos rearreglos del citoesqueleto hospedero tienen lugar mediante el 

reclutamiento por parte de Tir ele las proteínas adaptadoras Nck1 y Nck2, quienes a 

su vez reclutan a la proteína N-WASP, la cual puede interactuar con el complejo 

Arp2/3, capaz ele nuclear actinu (Gruenheid et al, 2001; Kalman et al, 1999, 

Campellone et al, 2002). 

Regulación ele factores de virulencia en EPEC. 

Como se ha venido estableciendo, los principales factores de virulencia en EPEC están 

codificados en dos loci principules, el pEAF y la isla de patogenicidad LEE. La 

i.lclc!cuad<1 expwsicín ele dichos f.ictorcs se ,1segur<1 mediante una compleja red 

reguladora cuyos componentes y modos de acción empiezan a dilucidarse. Esta red 

reguladora implica componentes tanto del pEAF y la región LEE, como reguladores 

externos globales (Fig. 2). 

Los genes del operón bfp se expres;m selectivamente en medio ele cultivo de células 

eucariotes durante la fase exporwncial ele crecimiento a 37°C, y se regula 

rwgativamente a temperaturas por .i1-rib,1 o por abajo ele 37ºC y en presencia de sales 

ele amonio (Puente et al, 1996). La expresión ele este operón requiere de la acción de 

la proteína PerA, también conocida como BfpT, producto del primer gen del locus 

per, presente en el plásmido pEAF, e integrado por tres genes: perA, perB y perC 

(Puente et al, 1996; Tobe et al, 1996). PerA es también requerido para la activación 

ele su propio promotor, y se ha determinado recientemente la interacción directa de 
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esta proteína con las regiones reguladoras de ambos operones (Bustamante et al, 

1998; Marlínez-Laguna et al, 1999; lb,lf'ra et al, 2003). Se ha involucrado también a la 

proteína GadX como regulador positivo del locus per, pero sólo en condiciones 

espc!cíficas ele cultivo (Shin et al, 2001 ). 

Lél región LEE se encuentra org;111izacl,1 en al menos cinco operones: LEE1, LEE2 y 

LEE3, los cuales codifican proteínas componentes del SSTT (los genes es~ y sep) y un 

regulador transcripcional (Lcr); LU·I, el cual contiene genes para proteínas 

translocadas (Esp); y LEES, en donde se encuentran codificados los genes necesarios 

parél la adherencia íntima: tir, cesT y cae (intirnina) Uarvis et al, 1995; Mellies et al, 

1999; Sc'1nchez-SanMartín et al, 200'1 ). Ler, codificado por el primer gen del operón 

LEE!, regula positivamente la transcripción de los operones LEE2, LEE3, LEE4 y LEES, 

en donde se ha propuesto quP rc!vicrt(' l<1 regulación rwgativa ejercida por H-NS, y en 

el caso de! /.Ef:.'i, de un rPprPsor no icli•11tifir;1do (Bustarnantc et al, 200·1; Sánchez­

SanMartín et al 2001; Haack et al, 2003), y al gen espC, fuera de LEE (Elliott et al, 

2000). El operón pPr t;:imbit'•n h;1 sido involurr.ido en la regulación de los genes de 

LIT a lravc'!s cl1• fer (Gúm<!Z-Du.1rt1• y 1<.q>1'r, 1 ~J 1J.':i; Bust,111i.111tl' et al, 2001 ). 

L;1 rc!gUl<icirm tr;inscripcional el(• h•r h.i 1nostr,1clo ser li<istantt> compleja, puesto que 

;id1•111:1s ele! lo~ Í<H:tows y.i 1rn•11cio11.1dos '1<111 sido involucr,1dos los reguladores 

globales IHF (Frieclberg et al, 1999), Fis (Goldberg et al, 2001), el regulador de 

"quorum sensing" QseA (Spl•1-.111dio et al, 2002<1), y la GTPasa BipA (Grant et al, 

2003) corno moduladores positivos, así como H-NS U. Barba, comunicación personal) 

como regulador negativo. 

La regulación de los factores de virulencia en EPEC, como en cualquier patógeno, 

tiene como objetivo sincronizar la p,1togenicidad y el nicho correcto en el cual 

desplegarla. Las fimbrias que nwclian la adherencia de un patógeno a su lugar de 

colonización responden a las seriales proporcionadas por éste, y se especula que la 

secreción de proteínas a través del SSTT de EPEC es inducida en condiciones similares 

a las encontradas en el tracto gastrointestin;:il mamífero (Edwards y Puente, 1998, 

revisión; Kenny et al, 1997a). A pesar del avance en el entendimiento de la 
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rc!guli.1ción de los foctores ele virull1 nci<1 <'SpPcíficos de EPEC, y del conocimiento 

gc!rwraclo acerc:<r <IP las condiciorws c1mbit•ntalcs necesarias p,11-.1 l,1 apropiada 

expresión dl~ c'!stus (lr!rn(X!r-.11ur.i, t 011centr;1ción dl' s<1les de ,1111onio, fase de 

crecimiento y medios ele cultivo), poco se ha logrado dilucidar con respecto a las 

posibles vías ele comunicación c•ntrc• l,1 red reguladora mostrada en la figura 2 y las 

seriales ambientales que moclularí<1n positiva o negativamente la expresión de estos 

factores. En este contexto, candidatos a realizar esta función son los sistemas de 

rc!gulaciún cll! dos cornporwntt•s. Estos sistemas dmpliamente distribuidos, han 

demostrado ser piezas importantes en la regulación ambiental, tanto de genes de 

virulencia, como de genes con otro tipo ele funciones. 

Sistemas de dos componentes y regulación de virulencia en patógenos. 

Los sistemas ele dos componentes son mecanismos de serialización ampliamente 

l'stírnulos ambient<1les. En l!I gt•nom.i de E. coli se han identificado 32 dl, tales 

sistl•mas (Mizunn, 1997; Oshim.i et .il, 2002). El modo de <1cción de éstos se 

esquematiza en la figura 3. El sistl!m,1 de dos componentes básico consta de dos 

proteínas, una proteína de membrana detectora que recibe la serial, o histidin-cinasa, 

la cual generalmente actlla en forn1,1 diméric:1, y una proteína reguladora de 

rc·~puestll, en su m<1yoría citopléísrnic1s, que interactl'.rll con la región reguladora de los 

gc~rws bldnco. El p.qwl ele l<i histidin-cin;1s,1 PS la <rntofosforilación dependiente de 

1\TI' r•n r<'S(HJ<•st;i .i un l'Slímulo .imhi1•11t;1I <'S(H'cífico, Pn un residuo conservado de 

l1i..,1iclir1.1, y 1.i l1>'-.1°11ril.H it'i11 (H>..,l1•1ior .¡,. "ll n•gul.1dor d1• n'~(Hll'Sl,1 1•11 un r"t•siduo dl' 

aspartato. De esta manera, el rr•gul<Hlor de respuesta fosforilado puede, a su vez, 

i11t<>ractu<:1r con rPgiom~s rcgul<idor.1s promoviC'ndo la tr;mscripción de genes. Algunos 

sisll'rn<1s contil•rwn comporwntt•.., .Hlicionall'S (Fig. Jb); éstos ger1l'r,1lmente requieren 

rrn.'iltiples pasos ele fosfotransferencia, los cuales involucran un dominio receptor en la 

histidin-cinasa y, algunas veces, un,1 t<'rcerll proteína, llamada proteína HPt ("His 

container 12hosphotransfer"). btos cornporwntes adicionales han sido llamados 
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r:ornpo1w11tc•s (lll<'lllP (rc~visado por Ch.lllg y Sll'W.lrl, 1 998; V\/Pst y Stocl-:, ~001; Oka 

el al, 2002)). 

Cic~rlos p<iri1mclros ambicntalPs son frPcuenlemente ,1sociados con el control de la 

transcripciún de gPnes de virulc~11cit1 en patógenos, como la concentración de hierro, 

temperatura, variaciones en pH y osrnolariclad, concentración de iones divalentes 

como Ca';• y Mg' 2 , y g<ises como PI O.· y C02. Dicha regulación en muchas ocasiones 

se! proclucu a lrav<'•s de sislem.ts dl' dns componenll'S (r0visado por Dziejman y 

Me ~ka lanm, ·1 CJ<J'i). 

L<t lt1bla 2 muestra c~jemplos cll' p.tlógi•nos t'n los cualPs se ha demostrado control de 

virulc~nci.r por p<irlr• de! sislC'111<1s di• dos Clllll(llllll'ntL'S. 
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'l. ANTECEDENTES 

l'nvZ/OmpR, PhoQ/PhoP y l3<trt\/UvrY, h.in sido tres de los siste111as de dos 

r:omponc•nles involucr<idos en regulación el<' factores ele virulencia que rll<'ls se han 

cloc:ument<1clo. Por su papel fund<1111e11t,1I en l,1 regulación de factores ele virulencia, 

h.111 ~ido Sl!il!ccion<1clos en esll~ lr.il>.ijo p.ira ser ev,1lu,1clos como posibles rPgul,1dores 

de palogenicidad en EPEC. 

El sistema EnvZ/OmpR 

El sistema EnvZ/OmpR, originalnwnte reportado como el regulador principal de la 

expresión de las porinas de nwmbrama externa OmpC y OmpF en E. coli, y 

posteriormente Omp51 y OmpS2 en Séllmonella (Hall y Silhavy, 1981; Fernández­

Mora et al, 1995; Oropeza el .i/, 1999), media la adaptación a cambios en la 

osmolariclacl del medio, y se l 1nnrentra codificado en el operón ompB, el cual 

contiene los genes 0111p/~ y cnvi'. (Pr.ill y Silhavy, ·1995, revisión). 

Este sistema compuesto por la proteín;:i de membrana detectora EnvZ y el regulador 

de• r<!spuesl<1 Ornpl~, c!s import<1nlc 1 p.ir.i l,1 virulenci<i cl0 Sal111011el/a t}phimurium en 

r..itón (Groism<1n et .i/, ·1992 y Don11.111 <'1 .i/, 1989, ci1,1dos por Grois111an y Heffron, 

1995.), y es requerido para la citotoxicidacl hacia 111<:Jcrófagos (Lindgren et al, 1996). 

Estudios rosteriores han mostr,1do qul' PI r0gulaclor ele respuesta 0111pR fosforilado 

regula positiv<1rnl!nte la transcripción ele la isla ele patogeniciclad SPl2, mediante la 

<ictivación transcripcional del operón ssrA-ssrB. Las proteínas SsrA y SsrB constituyen 

1111 .,i.,11•111.i ele• do., 1u111po1H 1 11lc•s c•I cu.d t>sl."1 conlt•11ido l'l1 SPl2, y 111onitore,1 el 

L1111biente vdcuoldr, en donde es requerido p.;1ra activar la transcripción del resto ele 

los gc•rws ele SPl2, incluido un SSTT, y otros genes involucrados en~ la replicación y 

.,cilJJc•vivt•rH i<i clt• S. l~1p/Ji11111riu111 dt•nlro cll' i,1 ct.'~lul,1 hospedera y la infección 

sisté>mica (Lee el al, 2000). Acle111:1s, se ha <isociadado a la capacidad ele inducir 

apoptosis en macrófagos (Van Der Velden el al, 2000). 

Schwan et al, en 2002, mostraron que en la regulación ambiental por pH y 

osmolaridad de los genes fim en E. coli uropatógena (UPEC) se encuentra involucrado 
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OmpR. Estos genes producen IJ fimbria tipo 11 responsable principal de la adherencia 

de UPEC a las células uroepiteliall•s, donde coloniza. 

El sistema PhoQ/PhoP. 

El sistema compuesto por el clc•ll•clor cll' membrana PhoQ y el regulador de respuesta 

PhoP media la adaptación en a111bientes lirnitantes de Mg·", activando la 

transcripción de los sistemas mglA y mglB de adquisición de m<ignesio. Dicho 

sistema, c!I cual l'l~Spondc~ <1 v;1ri.wio11C's <'ll lc1 co11centr.1ción extracitopl,ísmica de Mg-~ 

y Ca· 2 (Soncini et al, 1996; l\c1to et al, 1999; Chamnongpol y Groisrnan, 2002, 

r<!Vi..,i<'m), lambic'•n gol>iern¡¡ vinrl<•nci.i en un.1 gr,111 c,111ticl,1cl de p.1!ógenos Grarn 

11c•gc1livos (Crois111<111, :wo 1, n•visi<.J11). Los gl'IWS µhol-1 y µhoQ se encuentran 

codificados en el opr!rón phoi' c~n PI cromosoma de E. coli K-12 y Salmonella 

(i<.1.,,d1.irc1 r•I ill, 1 r¡q¿; Crois111.111, .'001, n•visi<in). 

Espc!ci<1lnwntC' <!ll S;1l111011dl.i, si· 11.1 clt•111oslrc1clo qul' l'I sistl'llh1 PhoQ/PhoP tiene un 

papel relevante en el control el<• virull'IKi,1. Cepas mutantes en PhoP o PhoQ son 

altamente Jtenu;1cl<1s c•n ri1to1ws (Fi<'lcls l'I .11, 1989). En este patógeno al sistema se le 

i11volucr<1 <~ll lc1 n•sisll•ncic1 c1 pi I ,·witlo, sobreviVl'IKi.1 clL'lltro ele m.Króiagos y 

resistf~nci<1 i1 pc'!ptidos <lntiminnhi.rnos y sales bili.lres (Grois111an, 2001 ). Se ha 

clr•11HJstrc1do qur• rl'pri11H' lc1 <'.\(JH".i<'>11 dt• .dgunos gl'IH'S de l,1 islc1 dl' p.1togenicidad 

sp1·1, qLH~ cocliíic;1 pc1r,1 prot<'i11c1s C(lll' lc> ¡wr111iten ,1 Salmonel/a invadir células 

r•pilf'li;ilc·~ inl<'sli11<1l<•s y m<HT<'ifc1gos, y c1 s11 V<'Z ,ictiv,1 un Sl'gundn sistema de dos 

uimpon<!nlcs: Pmr1\/Pmrl3, PI n1.d rq~ulc1 gc'nes involucrados en presentación de 

lipopolisaG1riclos y median la r0sistencia a polimixina B, así como otros genes 

requl~ridos para la sobrevivienci.i dc•ntro ele mílcrófagos. (Lucas y Lee, 2000; Ernst et 

al, 2001 ). Además, mediante an<ilisis por microarreglos, se demostró también que 

PhoP participa en l<l muerte celular ele lll<Krófagos humanos inducida por este 

p<1t{ig<!llO (ÜPtW<•ill'I' ('(al, 20())). 

Sal111011clla no l'S el t'.111ico p;1tcígenn <'n donde se ha probado su importancia. Una 

cepa mutante nul<i en phoP ele Shigel/a flexneri es hipersensible a ser eliminada por 

ncutrófilos (Moss et al, 2001 ), mientras que un<l mutante de Yersinia pestis tiene una 
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dosis letal 75 veces mayor que una cepa silvestre, y tiene una menor capacidad para 

sobrevivir dentro de macrófagos (Oyston et al, 2000). 

De este modo, a pesar de que! .'i.1lmo11c/léi, Shigcl/a y Yersinia causan diferentes 

p<itologías, la inactivación de p/Jo/' <'Vit,1 l;1 proliferación dentro de células fagocíticas 

en las tres especies. Sin emlxugo, t<imbién controla factores de virulencia en Envinia 

carotovora, un patógeno extracelular ele plantas (Flego et al, 2000), en donde es 

requerido para la expresión ele uno ele los principales factores de virulencia, la 

endopoligalacturonasa PehA, lo que indie<1 que este sistema puede controlar 

virulencia incluso en patógenos que no tienen un estilo de vida intracelular 

(Groism<in, 2001 ). 

El sistema BarA/UvrY. 

A pesar ele desconocerse la seii;1I .irnbicntal a la que responde, se ha propuesto que el 

sistema integrado por el detector clt! membrana BarA y el regulador de respuesta UvrY 

está ubicado en la cima de una cascada ele regulación de virulencia en una gran 

c<inticlad ele pati'>g<'nos. El d<'t1•ctor dt• nH'rnbrana, BarA, pNterwce a la clase de 

hislicli11 cin<isas trip<1rtitas, las nr.tl1•s .iclc•111.'1s dt'I dominio tr,111smisor ortodoxo con el 

residuo conserv<1do de histidin<1, poseen un dominio central receptor adicional, con 

un residuo conserv<1do ele aspmt<1to, y otro dominio carboxilo terminal 

fosfotransmisor con un residuo conservado efe histidina (Pernesting et al, 2001). Este 

sistema controla la expresión efe un <1111plio espectro de factores de virulencia en 

much<1s especies, tales corno toxin<1s, sistemas efe secreción tipo 111, metabolitos 

secundarios, genes de invasión y proteasas, entre otros. Pareciera que dentro de la 

variedad ele elementos regulados por B<1rNUvrY y sus homólogos, el apecto común 

es que! la mayoría ele los productos son extracelulares y tienden a modificar el 

ambiente (Parkins, 2001). BarA y UvrY están codificados en diferentes loci, sin 

embargo, el gen uvrY forma un operón con el gen codificado corriente abajo, uvrC, el 

cual forma parte de un complejo enzimático involucrado en reparo de DNA 

(Pernesting et al, 2001 ). 
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El primer género en donde se• d<'scribiú este sistema es Pseudomonas, y es en donde 

rníls a fondo se! ha esludiado (He•e!b y Ha,1s, 2001, revisión). En P. fluorescens se 

demoslró que el homólogo de~ UvrY, Caer\, es esencial para la producción de la 

proleasa extracelular AprA, a tr<1vc'•s de• un control postranscripcional mediado por la 

proteína RsrnA, y también de nwt.ilmlilos secundarios como cianuro de hidrógeno, 

controlando la lranscripción de los genes hcnABC, involucrados en su síntesis 

(Blumer et al, 1999). 

Por otro lado, en P. aeruginosa, Gacl\ ha sido relacionado con la regulación en 

respuesta a la densidad celular ("quorum sensing"), pues una mutación nula en el gen 

produce retraso y disminución en la síntesis de la serial de densidad celular N-butiril­

L-homoserinlactona (BHL), y la producción de los compuestos citotóxicos piocianina 

y cianuro, ¡:¡cJem;ís de• la enzi111a lip.is.i (RPimman et al, 1997). En esta especie, 

aclemíls, se ha encontrado que CiacA es esencial para la capacidad de desarrollar 

"bioíilm", y en me~nor esc:al<1, p.ird l<i n•sisle•nci,1 a ciertos antibióticos (Parkins et al, 

L001J. 

En .'i. 1yphi111uri11111 c!I sistc>m.i hll111t'>l(lgo 13.irA/SirA, h,1 sido document<ido como un 

11·g11l.iclor posilivo de• los gc•111·~ clt• i11v.1si1°lll, .i tr.wc"•s de• l.1 r!'gul.1ción tr,111scripcion.1I 

c·j<!rc:ida sobrr> <!I rc•gul.idor Hil1\ coclil'ic.ido dt>ntro de J,1 isla de p<itogenicidad SPl1, la 

c:ual <Kle111:1s codific.i otros ge!IH'S 111!n•s.irios p.1r,1 invasión, incluidos invF, orgA y los 

ei¡H!rones sip y prg (Allic!r el .il, 2000; Jol111slon el .il, 1996). 

Adicionalmente!, los homólogo~ di• l3.ir.·\/UvrY han sido involucrados en la regulación 

cJc! virulencia en Vibrio chol('r,u• (B,11°/\/V<irA), donde es requerido para la expresión 

dc~I r<!gulón ToxR y para la rnlonizacie'in clPI intPstino de ratón (\Vong et al, 1998); 

frwinia carolovma (ExpS/Exp1\l, clundt• regul,1 la expresión ele enzimas extracelulares 

(Eriksson el al, l 9~JB); y L coli urnp<1tc'>gc>n,1 (8,irNUvrY), participando en la 

n•gul.rc:ic'i11 ele• un sislt>1nL1 p.ir.r l.i .iclquisiciein dt' hiP1To y l'll el cambio dP la vía 

metabúl ict1 gl ic:ol ít ica hac:id Id víd gl uco11eogé11ica, a 1 parecer por medio de la 

regul<ición del sistema Csr (Pernesting c•l al, 2003), entre muchos otros. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Estudiar los mecanismos de regulación ele factores ele virulencia en Escherichia co/i 

enteropatógena (EPEC). 

Objetivo Particular 

Evaluar el papel de los sistemas reguladores ele dos componentes EnvZ/OmpR, 

PhoQ/PhoP y BarNUvrY en la regulación ele factores ele virulencia en EPEC. 

Objct ivos Específicos 

• Obtcm~r mutantes de EPEC nul,1s en los reguladores ele respuesta de cada uno 

de los sistemas de dos componentes estudiados: OmpR, PhoP y UvrY. 

• Ev;tlu;ir los fpnolipos c(¡• t1dhPn•1Ki.i loe<ilizacla y adherencia intima en cada 

una ele las cept:1s mutt:1ntes. 

• Ev<dut1r lt1 <•xpresiún d<• los gl'lll'S l!'r, lir, y el opcrón LEE2 mediante fusiones 

ele sus regiones regult:1clo1«1s con el gen reportero ca!, comparando entre EPEC 

silvcslr<~ y l.1s cepas 111ul,111l¡•s. 

• Evaluar 1<1 expresión el<! l.is proll'in.is Gfpt\, EspB y Tiren cad.:i una de las cepas 

mulanles mediante ensayos tipo western. 

18 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas bacterianas, plásmidos y condiciones de cultivo. 

En la tablé.1 3 se describen las cepas y los plásmidos utilizados en este estudio. Para el 

crc~cimiento cfo l.:1s cepas se us<1ron <~I medio Luri<l-Bertani (LB), el medio SOB, medio 

mínimo N (segl'.111 se reportó previ<111wnte en García-Véscovi et al, 1996; con 20 ~1M 

ele~ MgCl1, y cuando fue requerido, 60 pM ele EDTA), y el medio DMEM ( 

"Dulbccco ·s Moclificcl Eagle Mc•clium") (Gibco BRL) suplcmentéldo con 1 % de LB y 4 

pg/mL cl1~ piridox<1I. Cu<mclo fue 1~1 c-.1sn, se suplemenl<1ron estos medios con 

kanamicina (30 ~tg/ml), 

ampicilina (200 pg/ml), clornniPnicol (25 pg/mU y ácido nalidíxico (75 ~tg/rnl). 

Tabla 3. Cepas bacterianas y plásrnidos usados en este estudio . 
. __ .. ___ -~·-· ---------- --- ·---·- ·- ·------

CEPAS BACTER IANAS 
--------· ---· --· --·-- ··-· .... - . -··--- - ·- ·----- --- -------
ED41l/íi'J El'EC. <) 12()/1 lí 1; lºlllllil'lll' t'I pl:1smido pE:\r-

JPN15 C<'p.i dt•riv.id.i 

(jt•rs1• t'I .r/, J 'J'l( 

---·---·---·--·-----··-·---. ·-- -·-· ---- -· 
E2J4B/G'J1\011rp/~ Ct~p.1 d1•riv.1d.i 

0111p/~::Kr11 (Estt' 
---- --- ----------- ·- -· ----· 
E2.J411/ü'J1\p/JoP Ct•p<1 dt•riv.Hl.i 

p/Jo/'::Knr (Esle 1 
--·-------·-·------- -- --- --·· 
E 2:3411/(i91\r1v1Y Ct•p.i cl1 •riv.1d.i t 

([sil• tr.1li.1jo). 
--·----·------ ..... 

ti(:\ klil (Ll'Villl' t'I ,1/, 1 l)/B) 
·-- ------- - ----· 

de~ E2 3 .liJ/(19' CJU!' Cilrl'Cl' dPI 

l). 

--------- -·----·-
dl' E 23 ·Hll W mutante l'll 

trabajo). 
-----· -- ------------

d1• E2J·IB/(1~l 111ut,111tc Cll 

rabajo). 

ll' [2:!·111/(11) 111ut;111tc l'll PI grin 

(69 kb) y l'I 

pl,ísmido pE:\F 

el gen ompR; 

L'I gen phoP; 

uw)'; uw)'::Km 

E2348/69/cr Cepa dL•riv.1d<1 e le E2348/69 mutante en fer (sustracción en fase 

de /pr) (Bust,1111,1 lltl' l'I a/, 200 ll. 

!------·----~--·--·---·-·-

pt\T222 Derivado de p:\ CYC conteniendo el gen ompR de Salmonella 

írwz, comunicación personal). 
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··-·-·--
pKD46 Pli1smido tl'flllOSL'llSi l.Jle conteniendo el sistema de 

rccombi11.1cic'i11 Red (y, p y cxo) bajo el promotor P.ir.111 (Datsenko 

y W;inncr, 2000). 

pKD4 Pl{1smido rnoldl' p;:ir,1 el frilgmento de PCR mutagénico, con el 

gen de n•sist<•11ci<1 a kan,1rnicina, ilanqucado por secuencias FRT 

(".ELP wcog11itio11 !.irget") (Datsenko y V\lanner, 2000). 
--------

PCR2. 1-TOPO Deriv<1do de pUC, USddO par.i la clonélción de fragmentos de 

PCR (Equipo JOPO T:\ Clonin¡{ ck• lnvitrogL'll). 
----·--------- ----· ---- - ---- ---- --

pSE PZ-1 1 Q¡•riv.1cl1i d1• pl<K2.l.~-ll. CcJI 1 tL 'll iL•lldO 1.i fusión 11-.mscripcional 

scpZ-cal de los nuclPótidos -469 a + 121 (Bustarnante et al, 

2001). 

pLER-1179 Derivado del pKK232-8, conteniendo 1 il fusión transcripcional 

fer-cal cf¡•scfL' el nucleótido -1179 hasta +220 (Víctor 

Bustamante, comunicación personal). 

pTir394 Deriv.ido cf¡• pKK2 :l 2-8, conlPni011do la iusión tr;mscripcional 

lir-cal cJ¡• los 11ucl< •ól idos -3 94 d + 138 (S,ínchez-SanMartín et 

al, 2001). 
---~-------------- -- -- ·- ·--~--' -------
pl'J-IOI' 1 M J)¡•riv.ulo tf¡•J pCJ~:!.1-TOí'O, n111t¡•nipmfo L'I gL'll phoP con su 

propio pro11H 11< 1r, y clon.ido d f,wor de P/ac (Estl' trabajo). 
-----------

Oligonuclcótidos. 

Tocios los oligonudeóticlos usados en este tr.ibajo fueron solicitados a la Unidad de 

Síntesis del Instituto de Biotecnología, UNAfvl. Estos oligonucleótidos fueron usados 

p~1ra las rC'accio1ws ele~ PCR rt>querid<is, diluidos ,1 una concentración inicial de 25~1M, 

y se• describen en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Oligonuclcótidos usados en este trabajoº. 

Oligonuclcótido 

NuvrY/1-11 Pl 

NuvrY/H2P2 

Secuencia (5'-3') 

GA TG_6._G_Có(0t'v\CTGGTGCGCGCAGGGA T ACGACGCATTT 

GT AGGCTGG;\C~CTGCTTCG 
---- --~------ ---·--------------l 

CT(!ii(: t(!(_dl N:i_¡C i_TTTTl/\t\,.\AACGCTTTTGCGTCr\A.-\C:\ T,-\ 

1 TGAATA TCCT( "CTT:\C 
1 . --- -- . . ----·--------------------; 

'--~vrY~~--------- C:CIC1\< ili\I'.·\< < ,·~-l~·\.-~~~~-;:_·1_-____________ ___, 

f UvrYLo GGCTCG1\TCCCGTT ITíA.-\r\A.·\CGC 

OmpR/H 1P1 ,'.\_¿\_c_qTTCCC ;,\CiJ.·\CA/0_C1\.·\TG(A1\GA(;AA TT AT,-\AG.-\ TTC 

TGC!_}TCi-11\C( ;t TGCr\GCTGCTTCG 
>----------·-- ---- -- ----- _____________________ ___, 

OmpR/H2P2 GACCT1\CAA(0_G1\CCCCAGACGGTCTGAATGCAT ATGAATA 

TCCTCCTT:\G 
¡----------·----··- ------- ·-·------·---- -----------·-------; 

PhoPUp GG1\AC !(;:\,-\( ;crr< i1\CCr\TC: 
!---------------·---·--·--

PhoPLo G1\1\t\1\CGG1\TCCGC 1\GCG:\G 

PlioP/111I'1 

l'hoP/1-121'2 

OrnpRUp 

OrnpRLo 

I< 1 

K2 

--· ---- ·--·--------·. -------------4 
GC ;N i1\:\:\ 11\ ·\ \:\.-\TCICGCGT1\ATGGTTGTTGA·\.0i\(A·\ITG 

-- ~ ·-- --- ---- ---·-·----------------------< 
~~1\CJTC j r r Ci( ( ;( i1~TXJJGJ.(;(_:c1r._.-\1\ UTTTTTCGCC-\GC-\ TA 

Hi1\1\IAlt"("I< <·rl.-\C 

ce; r r 1 1 C.-\ re 1 ( -l; r r CATTCCC 

1\CA1\< ·c-1\.\C 11 ;n ¡·¡ CCCCTCC 

C1\C 1t-,.\1 .-\( i< < t ir\.-\ 11\CiCCI 

----------- --

---- -------------

- -- --------------------------; 
CGGTC iU:Cll ;.-\All ;r\ACTGC 

----------------·---- ---·-.---- --
l<t CGGCCr\c-t\C; ICG1\TGAA TCC 

---· -------------------------' 

;ecuencia que es hornúlog;1 al gen <1 susituir. 

Mulagéncsis. 

La rnctoclología el<~ 111ulagé1wsis pm ir<1g111entos de PCR se real izó seg(m el 

procedimiento descrito por 0,1tSl'llk<l )' \1\lanner (2000), COll modificaciones, y se 

clc•sc:ri!JC~ hrc•vc•nwnlt• .i continu.icit'lli. 

r------ . -·-. -·-] - -- .. 
~ - .. Jí":J .... : ···-. 

FAU "' ¡v 1 ~N . _ .. __ , ..... - . ~ -·~-- ___ .. -
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Obtención del producto de PCR mutagénico. 

Para cada gen a mutar se preparó un irag111ento de PCR utilizando como molde el 

plásmido pKD4 y oligonucleóticlos Hl Pl y H2P2 diseñados específicamente. Estos 

oligonuclcótidos poseen un fragmento ele secuencia homólogo a las secuencias 

flanqueantes al gen de kanamicin.1 y Fin del pl.ís111iclo pKD4, y otro fragmento de 

secuencia homólogo al gen a interrumpir. L,1 estructura final del producto se ilustra en 

la figura 4. En dicho producto, hacia el extremo 3 · del cassette de Kana111icina, se 

encuentra una secuencia ele sitio de unión a ribosom<1, y corriente abajo de ésta, un 

coclón de inicio ele traducción (ATG), por lo que es posible construir mutaciones no 

polares en operones, si el oligonucleótido con homología al extremo 3 · del gen 

blanco se dise1ia en fase con dicho codon ele inicio. Los oligonucleótidos H2P2 

usados en cada rnutagénesis fueron diseiiaclos de esta manera (Tabla 4). 

Transformación y selección. 

La cepa E2348/69 se transformó con el plásmido pKD46 y se seleccionó en cajas de 

LB con ampicilinél a 30ºC. P<1ra la prPparación de células electrocompetentes de la 

cepa E2348/69/pKD46 se creció a 30 ºC en medio SOS suplementado con ampicilina 

y 1-arabinosa (0.1 M final) como inductor del sistema ele recombinación Red, el cual 

promueve la recombinación entre las secuencias homólogas del producto de PCR y el 

gr~n a sustituír. Estas células Sl~ t-lectropor;11un con .1proximadamente 200 ng del 

producto ele PCR obtenido en el paso .intt•rior utiliz;rnclo un electroporador BioRacl 

Micropulseri<, y el programa EC2 (2.5 kV durante 5.7 ms). Posterior a una 

recuperación en medio SOC clurantl' 1 hora a 37 ºC, la selección de posibles 

1nutantt!S Sl! lll!VÓ" c.ibo en c.ij.is dL• .ig.ir LB con k,111,1111ici11,1, ,1 42°C. A l,1s colonias 

obtenidas se les comprobó pérdida ele resistencia a ampici 1 ina a 30°C, y 

posterior111ente se les extrajo DNA cromosomal con el equipo Quantum PrepR de 

BioR<tcl sPgt.'111 l<ts t~spc•cific,Kirnws dt•I f.ibric<111tC', p.11«1 llevar a cabo reacciones de 

PCR con el fin ele comprobar la sustitución del gen ele interés y la nueva estructura 

r:romosomal con las combinaciones ele los oligonucleótidos indicados en la figura 4. 

TESIS CON 
"i t •.. , f. . ..... ; .·-\ '¡'") ·:' { p 1 1 ~- ' i : 1 1 i· 1 I ... ·.·-'· ... ~.· . ..; '-·'" ,, l ---···-·-·-·--···--



HI Cien Blunco H2 

~;;:~·?·::?§X-:lll!mllllli11:1111i:1ml!111l!!li:aliliillil'•1••1i1·1i!:·::1lll1ti1i:l111:i¡!!·:i'!111!111!'dlill¡lilil11i11i:1111i11i1!:l·111·1·1w'1l§>.."-~~-&%~»."0W3 

Gen/\ CienB GenC 

Up KI KJ Kt Lo 
...... .... .... ... :p. ...... • ..... 

[@!Eiif.li~~~~ 
. ' .. 1 1::

1

L __ r Km ""~1··.·-~~ 
( JClli\ 111 ¡:¡'{ 11- e . e 

' ¡:RT •~11 

Figur¡1 4. f:slrnlcgiil cfp rnul.1gi•11Psis 11wdi.inlL• fr.igmcnlos de PCR en un solo paso. El 

produc:lo dt! l'CI< co111<•11it•11<lo l.i-. "'< lll'IH i.is l10111úlog<1s .1 los cxtrl•mos dt>I gL'll a sustituir 

(1-11 ), t•I c<rss<'tl<• d<' rl'-.i·.t¡•1wi.1 .r k.111.1111i1·i1i.1 y l.is st•cut•1Ki,1s FRT, rPcombirh1 con el gL•n 

crornosomal, eVl!lllo f.rcilil<1do por l.i n•comlii11.1s,1 del sistema 1;:ed, expresada desde el 

pKD4ú. L<rs st•nu•rwi.is I' 1 y I'~ s<111 l1111rn·d11g.is .i los extremos del c;1sse1te ele kanamicina y a 

las S<!Ct1e11cias í-RT conll•11id.is t•n t•I pl:1s111ido rnolcl<' pKD4. Las flpchas punteJdils indican las 

posic:iorws relativ.is d¡• los oligrnH11 ll·<·11id11' lJlll' s¡•r,in utiliz.idos ¡.>.1r.1 corroborar la mutación, 

ci<·spu<'s de selcccio11.1r colo11i,1s rP-.i-.tl•11t1•' .i Km. Las secuencias FRT son invertidas repetidas 

y pu<•den ser usadas pustcriornw11J¡• ¡i.1r.1 L'Scindir el cas~elte de kdndmicina, mediante la 

introducción del pl{ismido pCP20 qw• coclific<t p.tr<1 la recombinasa FLP. 

Ensayo de adherencia localizada. 

ll ensayo ele adhemnci.i loc<1li1..id<1 ~(' n•<1lizó segLrn el procedimiento descrito 

antcriormenle (Puente el al, 1 'EJ6). 5 rnL dl' LB en Jubo se inocularon y se incubaron 

····--·----~ r ...... , .. :· 
j t ... H.J ~·.··, 

FALLA rr ! :.:. _,[~ 
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en agitación a 37 °C toda l;:i noclw con las cep;:is seiialadas en la tabla 3. 

Posll!riornwntl! con l!Sll! cultivo Sl! i1HH'lll<1ron 5 ml de DME suplement<1do con LB <11 

1 %, con una dilucic:'m 1 :50 y se incubaron en las mismas condiciones 3 horas más. 

Pwvianwnl!! Sí! prc•p<1raron monoc¡¡p;is de ct'lul;1s HPL1 en cubreobjetos circul.1res 

(Bellco) en medio ele cultivo de célul<1s MEM en placas de 24 pozos (50,000 células 

por pozo aproximadamente). 

Cada monocapa de infectó con 200 pl del subcultivo de cada cepa, y se incubaron a 

37ºC en una atmósfera de C02 al 5% por 1.5 horas. Al término de este tiempo las 

bacterias no adheridas se removieron con tres lavados de PBS, las preparaciones se 

fijaron con metano! absoluto frío por 1 O minutos, y se tiiieron toda la noche con 

solución de Giemsa 1 :25. Se retiraron los cubreobjetos de la placa, se montaron con 

resina en portaobjetos y se observaron y fotografiaron en un microscopio Nikon 

Eclipse E600 en la modalidad de Cc1rnpo claro. 

Ensayo de lindón fluorescente de actina (FAS). 

El ensayo ele tinción fluorescente ele actina o "fluorescence ªctin ~taining" (FAS) se 

m<Jlizó según el procedimiento descrito por Knutton et al ("I 989). Se prepararon 

cultivos de bacterias y monocapas ele células Hela en cubreobjetos redondos de 

manera similar que para el ensayo de• ;1dherPncia localizada. Se inocularon los pozos 

con 200 pl de cultivo de bacteri.is c•11 DME y se incubaron a 37°C en atmósfera de 

CO! al 5% por 1.5 horas. Al término se retiraron las bacterias no adheridas mediante 

lrc~s l.ivados con PBS. Posteriornwntt• ~t· fij.iron 1.is pn'p<irdcirnws con iormaldehído al 

J% durante 20 minutos y se pernH•.ibiliz.iron con Tritón x-·100 ,11 0.1 "!u en PBS 

durante 5 minutos. Después se L'ÍPc:tu;1ron tres lavados con PBS y se ti1ieron con una 

soluciún ck! faloicli11;1 conjug.icla rn11 roclamina o fluoresceína (Sigma) 2 ~1g/111L 

durante 20 minutos. Finalmente se l.ivó tres veces con PBS y las preparaciones se 

montaron en un portaobjetos i111preg11;1das c•n Llll<l solución al 50% de glicerol en 

TESIS Cíl~.T 
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PBS. Las preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia Eclipse 

E600 (Nikon). 

Ensayo de inmunodetccción ("western blot"). 

Las bacterias se cultivaron en medio LB durante tocia la noche; posteriormente se 

subcultivaron con una dilución 1:100 en medio DME complementado con LB (1 % 

final) <i 37ºC, sin <igit<ición t~n at111úsfer;1 <11 5% ele C02. Se tomó 1 mL de muestra a 

D.O.r.oo de 1.0. Se centrifugó a 5000 rpm durante 15 minutos, se eliminó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspenclió en 100 pl de amortiguador de corrimiento 

para proteínas. Las muestras rl'suspPnclicli1s se desn;1turalizaron por 1 O minutos a 

9GºC, y se corrieron 15 ~tL en un gel ele SDS-poliacrilamida al 12%. Después las 

prott~ín;1s se tr.insfi ril'ron .1 un.i 11wmbran<1 de nitrocelulosa de O. 22 ~1m de poro 

(Anwrsh<1111) utilit-.trHlo Llll.t c,'ir11.ir<1 dl• tr<111sfl•n•1Ki<1 ht'.1mPd,1 (BioR,1cl) durante 30 

minutos <1 100 V. Como Lrn.i rn.11wr.i clt• corroborar l,1 uniforrnicl<1d de la 

con1·1·11tr;wic'm d<• prot1•ín¡¡s 1•11 1-.1d.1 c.11-ril l.1 11H•rnln;rn.i sP tirV> con rojo ele Ponce,1u 

(Sigma) por 5 minutos y postl'rinrnwnte s1• clestiiió con agua. A continuación la 

membrana se bloqueó con una solución al 5% de leche descremada deshidratada 

íC1rnation), en amortiguador Tl3S-Tw1•pn dur<rnle 1 hora a temperatur¡¡ ambiente. 

D1ir<1nt1! tocb lc1 noc:lw l.i nwmhran.i s1 • incubó con l,1 el i lución adecuada del 

;mticuerpo primario <1nti-BfpA (dntirnt~rpo policlon,11, diluido 1 :20,000), anti-Tir 

(.intic:uc!rpo policlo11;1I, diluido 1: t 0,000), .mti-EspB (;rnticut'rpo monoclonal, diluido 

t: 10,()()(J) o .111li-D11.il-.: (,111lin11•r¡H> 1111>1HH·lu11.d, diluido t: 10,000l, ,1 t1•111pl'r,11ur,1 

ambi<!nte con agitación. ÜL!Spuc'•s dt• 1•sto ~t· le aplic:iron tres lavados ele 10 minutos 

con regulador TBS-Tween a tern1wr.ilur.:i ambiente con agitación, y se le adicionó una 

dilución J :10,000 del anticuerpo secundario (anti-conejo o anti-ratón) acoplado a 

peroxidasa (HRP) (Biorneclé1). Se incubó la mernbrana durante 1 hora a temperatura 

arnbit!nle con .1gitacic'rn. Finalmente se~ electuaron tres lavados con TBS-Tween. La 

rnembrana se rnv1~ló con el t~quipo ele quimioluminiscencia Chemi-Glow (Alpha 
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lnnott~c:h), y se~ observó en el tra11silu111inuclor Chemi lmage (Alpha Innotechl o se 

expuso a película fotográfica (Kod<1k) por diferentes tiempos. 

Ensayo de actividad ele fusiones transcripcionalcs. 

La actividad de las fusiones transc:ripcionLtles al gen reportero cat se determinó como 

se describe en Puente et al (l 91JC1). Las cep.1s transformadas con los plásmidos 

conteniendo las fusiones se cultivaron en 60 mL de LB con ampicilina en un bario 

con agitación (110 rpm) a 37 ºC tocia l,1 noche. Los cultivos se lavaron y ajustaron a 

una D.0.r,oo ele 1.0 con PBS, y se subcultivaron 1 :50 en 50 mL de DME suplementado 

con LB al 1 %, a 37 ºC con agitación (220 rpm). Se tomaron alícuotas al alcanzar una 

D.0.boo igual a 1.0, y t~stas se centrifug,1ron a 10,000 rpm por 2 minutos en centrífuga 

refrigerada Eppendorf Centrifuge 5403 él 4ºC. Las pastillas celulares se lavaron con 

solución TDTT (Tris-HCI 0.05 mM pH 7.8, DTT 3 pM). Posteriormente se 

n~suspcnclicron c•n 0.5 mL clt~ TIJTT p.ir.i ser sonic,1clas en un sonicador Soni-Prep 150 

(Sonic:s ami Matc~rials), con G pulsos ele• 15 sc•gumlos, con interv.ilos de ·1 O segundos. 

A continuación se centrifugó a 10,000 rpm ,1 4 ºC por 20 minutos y se recuperó el 

sobrenadante. La concentraciún ele proteína de los extractos se determinó con el 

equipo comercial BCA (Pierce), mientras que la actividad de la enzima cloranfenicol 

acetil-transferasa (CAT) se determinó rneclianle una cinética de actividad enzimática 

en presencia de acetil-CoA (0.1 mlv\), cloranfenicol (0.1 mM) y 5,5 · ditio-bis(2-ácido 

nitrobenzoico) (DNTB) (1 rnM) (Research Organics) en placas de 96 pozos y un lector 

clc> m icroplacas computarizado Cen's 900C, y el programa KC3 (B iotek l nstruments). 

La actividad específica de CAT (~tmol/rnin/mg) por extracto se determinó dividiendo la 

actividad obtenida en las cinéticas entre la concentración de proteína en mg/ml. 



Extracción de proteínas de membrana externa. 

La extracción dt~ proteínas ch• nwrnbr«1n,1 externa se real izó básie<1mente como en 

Oropeza et al (1999). 500 rnl ele un inóculo ele toda la noche se adicionaron a 50 rnl 

ele DME o LB y se incubaron aproxim<tclamente por 12 horas a 37°C sin agitación en 

atmósfera de CO:• ,d S'Y. •. /\ continudción se tomcí una alícuota de 5 mL y se 

centrifugó 2 minutos " 12,000 rpm, se lavaron las pastillas con Na~HP04 1 O mM pH 

7.1, y st~ r<!SllSJH'nrliPrnn l'll O.'i 1111. dl' 1<1 111is111a solución. Se romJJieron las células 

mediante sonicclción l'n un sonic<1dor Soni-Prep 150 (Sanies and Materials). Después 

se centrifugó por 2 minutos a ·12,000 rpm, y el sobrenilclante se volvió a centrifugar, 

pero esta vez a 10,000 rpm durante ·1 hora, a 4°C. Al terminar de centrifugar se 

resupendió la pastilla en N<t~HP0.1 10 rnM pH 7.2 con 2% de Tritón X-100 y se 

incubó a 37°C con agitación. Al término ele esta incubación la preparación se 

centrifugó a 4°C a 10,000 rpm durante 1 hora. Después de un lavado con Na2HPQ4 

la preparación se resus1w11diú l'll 50 pl de PBS pH 7.4 y se diluyó 1 :1 en 

amortiguador de corrimiento p.ira proteínas. Las proteínas extraídas se visualizaron en 

un ge.¡ de SDS-poli<1cril.imidil al 1 ¿ %. 

Crecimiento en condiciones limit.111tcs ele magnesio. 

Las cepas se cultivaron tocia la nochP en 5 ml de medio LB con el antibiótico 

com!sponcliente, a 3 7ºC c:on <1gi1.iciún. 1\1 día siguiente se tomó muestra con ayuda 

dt! un cotunete estc:!ril y se .iplicó directdnwntt! sobre l,1 caja ele medio mínimo N CI % 

agarosa), complementado con magnesio (20 ~LM) y en su caso, EDTA (60 ~1M). Las 

cajas se incubaron aproximacl;111wntc• :l6 hor.is y se fotografiaron. 
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;;, RESULTADOS 

Mutagénesis de los reguladores de respuesta ompR, phoP y m 1d'. 

Con e!I prCJpósito ele? gt?rWrdr rmrt.wiorws no pul,m~s t!ll los gl'rws r¡ue codiiic,111 fJM.1 

los regulaclorr!s ele? rc?spuesta 0111pR, PhoP y UvrY, los cuales han sido involucrados 

<?11 lc1 virulc?11c:i<1 ele? CJtr.is b.ic:tc•ri.ts p.ttt'1gp11.is, t"stos sl' intl'rTUlllfJit•ron nwdi,1nte el 

procedimiento descrito por D<1tse11ko y \ 1Vanner (2000) parJ obtener mutantes con 

productos de PCR en un solo ¡x1so. Después de obtener coloniJs candidatas con 

rr?sistc?nc:i<1 a kanamicin<1 y s!'11silil1•s .i .i111picilin.1, St' rt>,1liz,1rnn rl',1cciones de PCR 

para comprobar el rec111plaza111ic11to clc•I gc•11 de interés, con el gen de resistencia a 

kanarnicina inserti.lclo, de acuPrdo al esqup111,1 ele la figura 4. En la figura 5 se 

rnw•str<1n los rc•sult;iclos dt• l.is l'CI\ 11•.di1,1Cl.is .i p.1rtir dt• DN:\ d!' l,1s n•p,1s sil\'l'strl' v 

mutantes. Dicl1d figur.i t,1111bit'•11 i11dit-d lo~ td111.il1os de• banda tt•óricns result.inlL•s dL' l.i 

sustitución ele e<1cla gen, por el gc•n cfo rl'sistc>ncia a kan;1111icina, segCrn la secuencia de 

E. coli enterohemorr{1gica y E. co/i K-12. En los recuadros A, B y C de la figura 5 se 

obsr?rvan l;1s lx1ndas obtenidas con l,1s co111binaciorws de oligonucleótidos utilizadas 

en reaccionc5 ele PCR para cornprob.ir léls mutaciones en los genes ompR, phoP y 

uvrY, respe~ctiV<llll!'nte~. En los c.ir-rilc!S 2 y J l.is PCR se llev,1ron il cabo utiliz<1ndo 

DNA ele las cep<1s silvestre y rnut,111te, respt>ctivarnente, y los oligonucleótidos Up y 

Lo. L1 finalidad de esta re<1cciún es observ<1r l<1 diferencio de ta111J11os de banda 

gr'rH'r.rdos por <~I DN1\ silvt•stn• y 11111t.111tl' ( 1 1 (,7 ph vs. 2 14·1 pb p.H,1 l,1 mutación en 

rJ111p/~, 1 1 (11 pb vs. 207B pb p.ir.i l.i mut,wicin dt• PhoP y 1105 pb vs. 1934 pb para la 

mutación en uvrY) de acuerdo a l<i t<1bl,1 O present<1clL1 en la figura 5. Posteriormente 

sr• Jll'<•st•nt<1n l.is n•.icc-iorH'S n•,1li1.1cl.1s con l;1 cn111hin,icici11 dl' nligonuck,ótidos 

Up/K-1, usando DNA silvestre y mutante (carriles 4 y 5 respectivamente). El 

oligonucleótido Up hibrida en cada caso con lo secuencia corriente arriba del sitio de 

la inserción, mientr<is el oligonucleóticlo KI lo hace hacia el extremo 5 'ele la 

secuencia del gen de resistencia <l Km insertado (figura 4). Por lo tanto con ésta 

reacción se observi.l li.1 presencia ele una banda de tamario determinado 

/ ______ r __ ._,r_ri:s.i.:.~ ~?~-"?;\T 
--- .,, .• "·· .•• J.\...~ .W.!.~ 

·- . ·--~·-·--~---
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Figura 5. Análisis ele mutantes por PCR. En esta figura se muestran los resultados de las PCR 

realizadas a las cepas mutantes de• EPEC E2348/69 ¿\ompR::Km (Al. ~\phoP::Km (B) y 

1\uvrY::Km (C), comparadas con <~I pc•rfil dL' la n•pa silvestre. Las posiciones relativas de los 

oligonucleótidos utilizados se indican Pn la figura 4, y los tamarios de producto esperados en 

r«1d.i rr>.ir r ir'lll 'I' 1•111i~t.111 <'11 11. Hn•v1•1111•11tl', los 1"11Til<'s 2 y 3 ll1ll<'Sl1"1n l.1 dift'rl'nd.:i pn 

ta111aiio d1~ los productos ele! PCI-: d1• l.r u!p.i 1u11 l'I gL'll silvl'stre y el de la CL'Pil mut,111tc con el 

gen sustituido por el casselle de resistencia a Km; el carril 5 muestra el producto obtenido 

11~.i1¡rJr¡ Ir¡" r¡ligrn111cl1•1'iticlos Up y I< 1, ljlll' n•prPs1•11t.r 1<1 fusi11n t•ntrl' l.:i rPgi<ln 5 · i1,111qu0,111t0 

al gc!n i11lt!rrur11pido y c!I cassc•tte de• r1•sistc>1u·ia .r h;¡¡11,1111icin.i, l.i cu,11 no se obscrv.1 en la cepa 

silvestre (carril 4), e indica la corrt•ct.i sustitución del gen blanco. El producto mostrado en 

c.trTil 7, olill•11iclo con los oligo11ucl1•1'itidos 1<2 y Lo, r<'JJrl'Senta la prt'sencia de la iusión con el 

c·""'•<'llP el" rr•sisl<'nci.i <'11 l.i St'cw•11ci.r fl.111qut•.intt' al l''trl'lllO J · dt'I gen interrumpido. 

Fi11.il111P11I<' r•I prmluc·Jo 111ost1"1do 1•11 1•1 1·,m il 9 lllUl'Stra l.1 prPst•nci.1 ckl cass!'tt!' dt' 

ka11.i111ici11.i, put•sto que s1• obtuvo utili/,111clo oligonuck•cítidos internos a l.1 Sl'Clll'ncia de éste 

(Kl y K2). 

p<rrd cacb mutación (7C10 pb p.ir.i l.i 111ul.Kiú11 en 0111pR, 964 pb par,1 la mutación en 

p/Ju/' y CJ(,2 pli P"'"' lil mut.icii'>11 1•11 11\'r)í, mil?ntras CJLIL' en lc1 cepa silvestre no se 

obsr?rva ninguna banda, debido ¡¡ la ilusencia del gen de resistencia a Km en esas 

los carriles 6 y 7, utilizando los oligonucleótidos Lo/K2, con los cuales aparece una 

l>;111rl<1 c:orr<!S(H>11diP11I<' al IH'So c" .. JH'l"Hlo <?11 c.icl,1 nrnl,Kión (c.irril 7 los recu•1dros t\, B 

y (: dr• l;i fig11r.1 'í p.ir.i l.is rnut.it ic >1H'S t•11 0111pJ.~ .• p/10/' y uvr)/, rL~s1.wctiv,1mente, y t.1bl.i 

D ele la misma figura). El PCR realizado con oligonucleótidos internos al gen de 

resistencia a Km (K2 y Kt, Fig. 4), produce una banda del tamaño esperado (470 pb) 

en ladas las mutanll!S (carril 9, figurils 5A, 58 y SC), sin embargo, aunque más débil, 

eslil presente también en el carril de la cepa silvestre (carril 8). Dicha banda ha sido 

observada con frecuencia al analizar otras mutantes en la misma cepa (Alejandra 

Vilzquez, comunicación person.11). Es posible que esta banda se deba a que los 

oligonucleótidos reconocen alguna secuencia inespecífica en el genoma de EPEC, ya 

que un análisis tipo BLAST usando la secuencia del fragmento de 470 pb del casette 
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ele Km contra el genoma de lél cepa de EPEC E2348/69 no presentó ningl'.1n resultado 

positivo. 

Preparación de porinas de membrana externa. 

En E. coli y Salmonel/a el sistema ele dos componentes EnvZ/OmpR regula 

positivamente la expresión de l<ls porinas ele membr<lna externa OmpC y OmpF, por 

lo que una cepa de E. coli K-12 mutante nula en este sistema expresa cantidades muy 

reducidas de dichas proteínas (Hall y Silh<lvy, 1981). Para evaluar la mutación en el 

gen ompt<., así como en los genes phoP y uvr)', se procedió a obtener preparaciones 

de proteínas de membrana externa (PME) en bacterias cultivadas tanto en medio LB 

como en DMEM, sin agitación y en una atmósfera de C02 al 5%, hasta que 

alcanzaran una densidad óptic1 a 600 nrn igual a 1.0. Como lo muestra la figura 6, las 

proteínas OmpC y OmpF comigran en un gel de poliacrilamida cerca de la banda de 

36 kDa. Los pesos moleculares ele OmpC y OmpF son 36 kDa y 37.2 kDa 

rcspectiv<:unentc (Mizuno et al, 1983), y la migración ele dichas proteínas en esta 

región ha sido documentada previ<11m'ntc (Puente et al, 1995). En el panel A se 

mLH!stran los extractos ele protcín,1s dl1 membrana externa obtenidas ele bacterias 

cultivadas c!n L13. L1 banda cor-rt•sponcliPntc ,, OrnpC y OmpF no est,í presente en el 

carril corrc~spondicntc a lél ccp<1 dl! EPEC rnut,1nte en el gen ompR (carril 5), y se 

rc•stabl!'cP al complementar con el gl'n 0111pR ele Salmonella t}'phi (carril 6). La banda 

corrc•<;pondiPntc " l<1 protl'ina Omp1\ 110 dt•s,1p.irl'Cl'. puesto que la expresión de esta 

proteína no está regulada por el sistema EnvZ/OmpR. En los carriles correspondientes 

.i l;1" n•p.is de• EPEC rnut<lnlPs !'11 p/Jn/1 (c.irril 7), uvrY (c<lrril 8) y fer (carril 4), y la 

u•p.i Jl'N t 'i, 110 <.,e• ol>st•1v<1 dift•n•11ci<1 ,ilg1111.1 etlll n•s¡H•cto" l,1 t:l'p,1 silvl'stre. Ninguno 

ele• estos ge!ncs rc•gulaclorcs o el pli1s111iclo pEAF ha sido involucrado en la regulación 

ele! porinas. Este patrón de expresión ele 0111pC y OmpF es similar cuando las cepas se 

cultivan en DMEM (Fig. 68); sin embargo, en estas condiciones se expresan dos 

proteínas de alrededor de 46 kDa (*), en cantidades similares a OmpC, OmpF y 

OmpA. Asimismo, se aprecian en estas condiciones otras bandas en la región de 

migración por arriba de los 66 kDa. Hasta la fecha no se ha reportado en EPEC la 
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Figura 6. Perfil de proteínas de membrana externa. En las fotografías se muestran los 

perfiles dectroforc;ticos clP li1s proteínas de mernbr;;ma externa preparadas a partir de 

muestras obtenidas a una D.Or.1111. iguill <1 ·1.0 ele cultivos en LB (t\) y DMEM (B), crecidos a 

37ºC, sin agitación, bajo una atmósfera de C02 al 5%. En los carriles se muestran: 1. 

tv\arcaclor ele peso molecular (kDa); 2. EPEC E2348/69 silvestre; 3 JPNl 5; 4. E2348/69ó/er; 

5. E2348/69L\ompR, 6. E2348/691_\omp/Vpt\T224; 7. E2348/69t-'phoP; 8. E2348/69t-'uvrY. A 

la derecha ele cada foto se indican las posiciones ele OmpC, OmpF y OmpA. 'Proteínas 

expresadas únicamente en DMEi\•I. 
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c~xpn!sión ac..licio11al clf! porin,1s en cu11cliciones donde se favorece la expresión de 

f;ictorc~s el(! virul¡~ncia. Estas i>.i11d.is 110 pertern!cen <l componentes del sistema ele 

secreción tipo 111 asociados a la 11wmbr,111a externa, puesto que en la cepa mutante en 

ler, la cual no expresa el SSTT (13ustamante et al, 2001) su expresión no se altera. Los 

resultados obtenidos con la extracción ele porinas comprueban que ompR, como en 

E. coli K-12 y Sal mane/la, también es responsable ele la activación ele las parí nas en 

EPEC. Por otra parte, estos resultados plantean la posibilidad de investigar la 

c•xpresión de proteínas asociacbs a membrana externa en EPEC iljenas al SSTT 

codificado en LEE bajo condiciones ele inducción ele virulencia (crecimiento en medio 

DMEM). 

Evaluación de crecimiento en condiciones limitantes de magnesio. 

En S. lyphimurium (!I sistl!lll<l PhoQ/11hoP <1ctiv;1 la transcripción de los sistemas ele 

tramporte ele m,1gncsio mglA y mgt/3, ¡•n condiciones de bajo magnesio extracelular 

(S11<1vPly et ill, 1 <J9·1; So11cini t'I al, 1996). Debido ,1 que un,1 mut;rnte de 5. 

typhi11111riu111 t!ll p/Jo/1op/JoC).110 plll•dt' lorm,1r coloni,1s en plac,1s de medio mínimo 

N con c:oncentradunes nwnon•s a •10 pM de! 111;1gnesio (García-Véscovi el al, 1996), 

sP rlPterrninó la c;1pacicl<icl de las n'plls mutantes obtenidas de EPEC para crecer en 

rlicl1<1~ c:ondic:ionl!S (Fig. 7). Co11tr.irio .i lo t•spl~r<1clo, la cepa E2348/6~Mp/JoP creció 

de manera similar a la silvestre en cajas con una concentración de 20 ~LM de Mg ... 2 

rri¡•,. 71\, po~icir"m 5), ;d igu.d qu<' l.1 rnis111,1 CC'Pil co111ple111ent~1cl,1 con phoP en 

1il:1•.111ido (l·ig. 71\, posici<'llt G). L.i t .q><1cid.itl ele crecer ele esta ceµ,1 se mantiene 

i1wlt1~0 ,d <igreg.ir EDTA, un agL•nt(• Sl'Clll'Str;1nte de iones divalentes (Fig. 7B). 

lrH"·Pl'r.id.inwntC' l.i n•p<1 E234B/(1'l.'\0111p/~ ¡m'SPntó un,1 111ocleraclL1 disminución en el 

( 11•c i111i1•1110 con n•spl'c:to d l.i n•p.i silvt•stn• l'll nwdio mínimo N con 20 pM de 1\·\g·~, 

v st1pn•sión completa de éste al agregar EDTA al medio (Figs. 7A y B, posición 2). El 

t rH imienlo fue restaurado ill compll•mentar la cepa mutante con el gen ompR 

1 l()n.1do (Fig. 7, posición 3), sugiriendo quP el sistema EnvZ/OmpR está involucrado 

('fl regular la respuesta adaptativa a condiciones limitantes de Mg' 2
• 
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A B 

l. E2348/69 Silvestre. 

2. E2348/6%ompR. 

3. E2348/696.ompRI pA T222. 

4. E2348/696.uvr Y. 

5. E2348/696.phoP. 

6. E2348/696.phoP/pPHOP 1 M. 

Figura 7. OmpR es necesario para la adaptación de EPEC a condiciones de bajo Mg+2
• La 

fotograíla A muestra el crecimiento de las cepas en cajas de medio minimo N con 20 µM de 

magnesio. En la fotograíla B el medio mínimo N con 20 µM de magnesio contiene además 60 µM 

de EDTA. El orden de las cepas sembradas está indicado en el esquema C. Las cajas se incubaron a 

3 7ºC durante aproximadamente 36 horas. 

34 



Ensayo de adherencia localizada (A/l). 

El ensayo de adherencia localizada se realizó inoculando una monocapa de células 

epitt!li<Jles HeLa con un cultivo dt• bact1•ri<1s preincluciclo en DMEM. Los resultados de 

estr~ ensayo se? mu1~stran en l,1 figur-.1 8. La finalidad es observar la formación de 

microc:olonias dí' bac:tc>rias acllwriclas sobre l.is células Hela, un fenotipo mediado por 

la fimbria BFP, codificada en el pl:1srniclo pEi\F. Como control positivo se usó la cepa 

EPEC E2348/69 silvestre parental ele l.is cepas mutantes (Fig. 88), y la cepa JPN15, la 

cual es una cep<1 clPrivada de EPEC E2J48/69 c.:irente del pl<ismido pEAF Uerse et al, 

1990), y de 1<1 cu<il se es¡wr.i sc'ilo ,1dlwrencia ele bacterias individuales, sin la 

formación de rnicrocolonias (Fig. 8C). Adicionalmente, se observan células Hela sin 

infectar (Fig. BA), usadas como control negativo. En esta figura se observa la 

producción ele microcolonias clt~ marwr.i similar a la cepa silvestre por las cepas de 

EPEC 111ut<111tes en los genes 0111pf~, phoP y uvrY (Fig. 80, 8E y 8F respectivamente), 

las cu<iles se indican con flechas; mientras que la cepcl JPNl 5 presenta sólo 

adhc!r<•nci<1 incliviclu.il, puesto qul' .il nn posel!r 1~1 pl<ísrnido Et\F no produce la fimbria 

BFI'. 

Ensayo de Adherencia Íntima: Tinción Fluorescente de Actina (FAS). 

La transducción de seriales iniciada por las proteínas translocadas por EPEC hacia la 

ce:'!lula hospedera, y la interacción de Tir con la proteína intimina resultan en la 

puli11u•rizaciún de <1ctina innwdi<1t.in11•11te b<1jo l<t bacteria ddherida, formando una 

c?structura de pedestal (Fig. 1 ). Para eviclencii:ir la formación de pedestales de actina y 

por In tanto, de la adherenciil íntim<i ele EPEC con la célula epitelial, se ha 

cl1 .. ,.irr()ll.Hlo 1.i t1'•c11ic1 dP tinciún flunn•sn•ntc• cft> .ictin,1, o FAS ("Eluorescence ªctin 

st<1inning") (Knutton el al, 1989). En esta técnica se permite la visualización de la 

.ictina en una monocapa de células Hl•Lél infectadas con EPEC. La técnica consiste en 

fJl'lllH'<1biliz<1r Id prL•p<1ració11 y 111.irc.tr l.1 <ictina mediante el uso de faloidina acoplada 

a un fluoróforo y la observación ele l"~ta mediante microscopía de fluorescencia. La 

figura 9 muestra los resultados de los l'nsayos FAS realizados con las cepas mutantes 
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Figura 8. Ensayo de adherencia localizada (A/L). Las fotos muestran células 

epiteliales HeLa sin infectar (A); o infectadas con EPEC E2348/69 silvestre (B), JPN 15 

(C), E2349/69t-.ompR (O), E2348/69t-.phoP (E) y E2348/69t-.uvrY (F). Las flechas indican 

las bacterias adheridas. 
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c~n los sistemas de dos co111prnwntes an,1lizados, además de l,1 cepa E23-18/69 

silvestre, y JPN 15. La actina en este caso fue teiiida con faloidina dcoplada a 

flouresceína. Los puntos con concentración ele se1ial flourescente pertenecen a 

acumulacio1ws de~ actina ele 111.11wril loc<iliz.icl,1, que forma los pedestilles inducidos 

por EPEC. La tinción de célul;1s Hl!L'1 sin iniect,11' 111uestra la actina presente en el 

citoesqueleto (Fig. 9A). Al infectar las células con EPEC E23-18/69 se observan 

r:o11ju111os de punto~ 1Jrill;111le!s, los cu.il<'s corT«sponcll•n ,1 polímeros ioc,1lizaclos de 

aclina b<ijo l~I lugar ele adlwsi!·rn de 1.is li.KtL'riils. Estos puntos Sl' concentran en 

grupos flll!! c:orn·sporHIL~n .1 l.i forn1.i loc.ili1.id.i de' ,1dlwsic)n inici,11 (microcoloni,1sl. L,1 

i11fPrcir'111 ( 011 l.i u•p.i Jl'N l '.i pn1d11l l' ( H'!lt·~1.dc•s .iisl.idus, cit>rt.111w11lt' 11H'illr dt't'inidlls 

ffig. 9C), debido a que! la adlH•n·rici.i c•s indiviclu,11 L'l1 .1usenci,1 ele l,1 iimbria BFP. La 

infr•cc:ión ele la rnonocapa con l.is c:c•p.is de• EPEC 111utantes c>n ompR (Fig. 9Dl, phoP 

O:ig. 9E) y uvrY (Fig. 9F), proclun• l.i iorn1.iciún ele focos ele pecicst.iles de manera muy 

similar a la c:c•p.i silvc•slrn. 

Ensayos 1 ipo western. 

Corno t111a ma1wra de• evalu<1r c>I c•il'c:to ck• l.is rnutacirnies en los gones que codific,111 

(J<ll"<l los rc!gulaclorc•s el!' res(HJC•sl.i de• los sisl«111,1s do dos componentes st•loccionados, 

C!ll l.i t!xprc!sii'in de f.i~:lon•s ch• virnle·m·i.i de• El'EC, se• n~.1lizaron ens,1yus tipo wesll•rn 

con <1nlicuerpos anti-BfpA (crnlific.Hlo c•n l'I pl.ismiclo pEAF); y ,111ti-Tir y anti-EspB 

(codificad<1s l!l1 LE[). Adicio11,tl11w11t1• q• uliliz,1ron .inticuerpos contra Dnc1K, como 

control para normaliz,1r la e.in! id.id de! proll'ín,1 cargada en cada carri 1. Los resultados 

de este ensayo se muestran en la figura 1 O. El primer carril corresponde al extracto de 

la cepa E2348/69 silvestre, la cual, segt'.111 se observa, en las condiciones probadas 

produce las proteín.is Tir, Espl3 y BfpA. Como controles se usaron la cepa JPNl 5, 

carc!nte dr!I pl<1smiclo EAF (carril 2), y la cepa E2348/69ó/er (mutante nula en /er) 

(carril 3). Lil cepa JPN15 no produce l.i proteína BfpA, subunidad estructural de la 

fimbria BFP, puesto que no poseP el opercín bfp, codificado en el plásmido pEAF. 

Acle111{1s Sl~ ve afect;1cla ele 111;11wr.i negativa, pero moderada, en la expresión de las 

prote~ínas EspB y Tir, lo cual cnncuercla con observaciones realizadas anteriormente, 
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Figura 9. OmpR, PhoP y UvrY no son necL's,irios para la formación de pedestales inducidos 

por EPEC. Miuoscopí.i d<' fluoresn•11ci,1 dl' n"llil.1s epiteliales HeLa sin infcct.:ir (A); o infectadas 

cun EPEC E2.148/69 silvestre (B), JPNl 5 tCl. E2348/69L\ompR (0), E2348/69~phoP (E) y 

E2348/69 1:-.uvrY (FJ. Las preparaciones se tiriC'rnn con faloidina fluoresceinada para evidenciar la 

actina polimerizacla. Las flechas indican la pn~sl'ncia de pedestales. 

TESIS CON ~ 
T 1 r· v 1 í' FALJ ·\ ; 1rJ OR.IGLN 

·--·-··--··"· 
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en las que se le atribuye un papel positívo al locus per sobre la activación a trclvés de 

/r!r <Ir! los genes codificados 011 l'I LEE (Ml'l lies et al, 1999). Lc1 cepa mutante en ler 

(c;1rríl J), c~xprPsa la protdna BfpA 1wro 110 l.is protein,1s codific,1d,1s l'll el LEE Tir y 

EspB, lo cual confirma los resultados obtenídos previamente en nuestro laboratorio 

(Bustamante et al, 2001 ). Las cepas mut<intes en ompR (carril 4), phoP (carril 5) y uvrY 

(carril 6), producen las proteínas cit<iclas de manera similar a la silvestre. 

•n -z c.... -. 

~ Tir 

~EspB 

~----·-·-_"_'·_· ·-~·~=:=3 ~ BfpA 

..... , '·-- .. ,_, -· -~1 
• .... - J' ·..._~-·" "-· ~ ._ DnaK 

Figura 1 O. lnmunodetección tipo western con anticuerpos que reconocen factores de 

virulencia de EPEC. Extrnctos de las diíPrL'lllt•s cepas cultivadas en DMEM a 37ºC, sin 

agitación, en atmósfera al 5 % de C02, íucron preparados a partir de muestras obtenidas a 

una D.O.r.oo = 1.0. Después de someterlos a electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 

12% se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con anticuerpos anti­

Tir, anti-EspB, anti-Bfpt\ y anti-DnaK segi.'111 SL' indica en la figura. La cantidad de proteína en 

los carriles se t~standarizó, y pnsf(•rim11H•11ll' se corroboró tiliendo la membrana de 

nitrocelulosa con Rojo de Ponceau. 
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Ensayo de actividad de fusiones a CAT. 

L;_¡ actividad de fusiones transcripcion<lll's ele los genes fer, tir y el operón LEE2 al gen 

r(~portr•ro CAT c•n l;is cc~pc1s E2J·ll!/(i') silvc•stn• y rnut;mtes se evaluó en DMEM a 37°C 

con <1gitación. Los resultados ele Pst<~ ensayo a una D.O. igual a ·1.0 se grafican en la 

iigura 11. La actividad ele la fusión di gen fer fue muy similar en todas las cepas. Sin 

embargo, las activicl<Hles ele l;is fu~iones cll' LEE2 y tir, presentan una clisrninución en 

la u•pa mutante en 0111µ/~, c•ntn• t•I •15 y ()0%, respl'ctivarncnte, con respecto el la 

silvestre. Las activiclacles obsc•rv<1cl.is p<11«1 ,1111bas fusiones fueron si111il,1res en las otras 

dos rnutJntes. En resurnen, estos n•sult.idos indic,111 que los regul,1dores de respuesta 

<111alizaclos, no est<.in involucrados en IJ regulación ele los genes necesarios para la 

gc~neración ele la aclherenci;1 loc.iliz,1cl<1 o l,1 lesión NE. Queda por definir el 

significado de l;i reducción en l.i .ic:tiviclclcl ciP dos ele las fusiones en el fondo ompR, 

aunque esto no p¡¡rece L1ltc•r<1r signific,1tiv,1111ente l,1 cL1p<1cid,1cl de l,1 cepa para 

proJucir las proteínas, así como p;ira adherirse y producir los fenotipos estudiados. 
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Figura ·11. Actividad ele fusiones transcripcionalcs. RL•sultados dC' la medición de las 

actividades transcripcionalcs de /cr, u:r:2 y lir al gen reportero car. Las cepas se cultivaron en 

DMFM a :17"C con .igit;wic'rn y se• 111uc•strpc'1 1 111L ill .ilc<111z;1r un,1 O.O."'''' igual a 1.0. Los 

rc•:.ult<idos 111ostr<1dos so11 l'i prn11wdiu dl' dos l'llSd)'Os. 
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6. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

EnvZ/OmpR. 

El ¡wríil ele! PCR rc!<1liz<1clo con DNt\ di' l.i cepa mut.rnle en ompR mos1r.1do en la 

figura SA, concuerda con el esperado. Las bandas muestran la presencia del cassette 

de resistencia a kanamicina en el cromosoma de la cepa mutante, así como la 

pr1•sr!nc:i;1 de IZls conjuncirnws <~nin~ c'sle y los extremos al gen interrumpido. Así 

mismo, el perfil clc• proteínas dt• nH~mbran.1 externa (Fig. 6) demuestra la reducción 

notable en la exprc~sic'in ele lds porinas OmpC y OrnpF tanto en medio LB como en 

DMEM, c!I cu<1l c•s un co111port,1111i1•11to t>s¡wr.ido p.ir,1 un.1 cep.1 c.irl'll!L' del gen ompR, 

puesto quc~ es el principal aclivdclor tr<1nscripcion,1l ele dichas porinas \Hall y Silhavy, 

1981 ). La aparición de proteín.1s ,1rlicionalPs en los extractos de las cepas cultivadas 

en DMEM (íig. <>B), implica l.1 c•x1m·sión clc' prolPín,1s ,1sociad.1s ,1 nwmbrana externa 

en condiciones de inducción ele virulencia ele EPEC. Estas bandas no pertenecen a 

c!lc~mentos del SSTT Pxpresaclo por EPEC en estas condiciones, puesto que una 

1nulanle l!ll lc•r, l.i cual se li<1 dc•11H>Sl1«1do cll'ficiL~nle en l,1 expresión de los genes de la 

isla LEE, en donde se encuPnlr,1 codificado dicho SSTT (Bustamanle et al, 2001; 

Mr.¡lic!s <.>l ,1/, l lJ9CJ), r•s c1p<11 de• producir 1.is proleín,1s asociacl.1s a membrana que 

<q>.irC'CC!ll c•n DMElv\ (l:ig. f>B, c.11ril ·I). D.ido que• l,1 Pxprc•sión dt• c•st,b proteínas Pst,1 

il',oc:i.icla <il crc•cirniPnlo c•n t111 1rn·di[) ~c·mi-ricn cnmn t'I DME1\\, y nn en un medio 

rico como d LB, l~xistc• l.i po-.iliilid.id de• Sl'r rL>quc•riclas p.ir.1 el tr,1nsporte de 

nutrimentos no muy abund;111tc•s, pPm 1wces,irios par.1 el crecimiento, o para la 

t1tili1.ici<'J11 ele• com¡H>1H~lllt's t'111ic.t11H•1llt• pr1•sc•ntl's t'n D1\·\Ei\·I. T.1mhit'n qued,1 pur 

dl'fi11ir si t•st.is prot1•i11.is so11 1•,dt1.,iv.i-. di• 1 l'LC n t.imliit.'11 c•st,'u1 pn'Sl'lll1•s t'll u1r,1s 

c•11lc!robaclerias p<itógc•nas o L'll / .. co/i K-12. Ln l,1 figur-.1 7 se demostró una deficiencia 

ele la cepa ele EPEC mutante en ompf~ para crecer en condiciones limitantes de 

m<ignesio. No existe ningl'.111 reporte hasta el momento que relacione el sistema 

EnvZ/OmpR con el lr,111sporl1• dt• m.1g1wsin. Sin embargo, la falta de l<is principales 
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pori11.1s ele• lllt!llllir.in.i <'Xll'l"lld clc• .dgur1.i 111.irwr.1 puc1dl1 c•st.ir ,1fl'ct.111dt1 l,1 t·,1p.1cid,1d 

p<1ra sobn•vivir c!n c:nmlic:iorws d< 1 c~slrés par«l la bacteri.1, li111it,1ndo su t,1sa de 

tr<111<,porl!• rlr• nrc•t.il>olitos y f,wlrm'' irnport.111tl'S p.ir,1 l'I Crt'cimiPnto. 

1:1 !!l1'><1yo d<! .HllH•n•nc i.i loc.ili1.icl.i (i'ig. Bl, .isí corno l.1 tincic)n fluurescl'ntt' dP .icti11,1 

(Fig. 'J), n~velaro11 1.i capacid.id de• 1.i n•p.i mutante en ompR. para c1dherirse 

inici<ilme~nte en forma de 111icrocoloni<1s y cl0 manera intima induciendo pedestales de 

<Jclind sobre célulc1s !-lela, ele~ niL11wr.1 muy similar a la cepa de EPEC silvestre 

E2348/69. Los r<~su ltaclos obtenidos con los ensayos de adherencia son reforzados por 

la prc~sencia ele las protc~ínas Tir, EspB y BfpA C'n un extr.icto de l.1 cepa 

E2J4B/(J9t\omp/~ en c<mticf<lcles simildl'es a l.1s presentes en la cep.1 silvestre (Fig. 10, 

carriles 1 y 4). Sin embargo, estos resultados contrastan con los obtenidos en los 

ensayos d<• niedición dP la élclivid.icl dP fusinnPs transcripcionales a CAT, C'n donde a 

p<~s<ir el<! que• l<1 1•xpr<!sic'>n d1• l.1 fusie'>n de• ll'r alc,111za v.1lores cerc.rnos .1 los 

alcanzados en la cepa silvestre, Sl' observa una disminución en la actividad de las 

f11<,ionc•s dc•I n¡wrc'J11 I FI.:~ y 1•1 g<'ll tir, d<• •U% y (i:l'Y.,, rPspPctiv,111wntl'. con rPspPctn ,1 

Id CC!(Jd ~ilvc•qrc'. Sin <!rnb.ngo, e",(.t disrninLwión no <1fL1ct.1 l.i c<1µ.1cid,1d de l.1 b,icteri,1 

para expresar la proteína y gener<1r .1dherencia intima. La disminución ele la actividad 

ele~ CAT en la ct!pa L\ompl~, podrí.i PStL1r .1soci,1d.1 a un defecto en el crecimiento de la 

cepa, en particular cuando porta las fusiones en plásmiclo (datos no mostrados). La 

ck~pendencia de la expresión de fusiones de genes ele virulencia de EPEC al gen 

r<~portero c,11, con la clurdción de• l;1 f,1sc exponencial y velocidad de crecimiento, ha 

siclo documentada previamente (Puente el al, 1996). De alguna manera la mutación 

r•n ornp/~ pn~dispone <r la cepa <1 una deficiencia en el crecimiento cuando se le 

introduc:P Id fusir'irt, y eslL' cfr•cto pudic•r.i st'r respu11sL1ble por l,1 disminución en la 

e•xprc•si(m dl' l.1s fusiones, m.is qul' un efecto clirt1 cto regulador del sistema. En 

conjunto c•stos rc 1sult<1dos indican qw• OmpR no juega un papel regul<rdor especifico 

solJrl' 1.i t•xprc•sión ele los factorl's clt1 virulenci.i en EPEC, tanto para los codificados en 

el pli1smidu pEAF, como los presentes en el LEE. 



PhoQ/PhoP 
Aunque el sistema PhoQ/PhoP hLI siclo tradicionalmente asociado a la regulación 

transcripcional c!n rc~spuesta ;1 h,1ja con_centración ele magnesio intr<1celular, y se ha 

r<!port<ido que Lllld et!(J<l de! S. l~'/J/Ji111urit1111 es incap,1z de crecer en condiciones de 

bajo magnesio (Gé1rcí<1-Vé!scovi í'/ al, 1996), los resultados 111ostr,1Clos en la figura 7 

dr•mw!stran que• J¡¡ ce!pél de! El'EC 111ut<1nt<' en el gl'n phoP es c,1p<1z ck> crecer en 

mc!dio mínimo con bajo mag11esio (Fig. 7B), y que est<1 c.«1pacidacl se 111,1ntiene incluso 

después de quelar iones divalentes con EDTA (Fig. 78). La adaptación a ambientes 

limitantes ele m<:1gncsio mecliad,1 por PhoQ/PhoP se rel<:1ciona con la cap,1cidad de 

activar la transcripción ele los sistemas MgtA y MgtB de transporte de magnesio, 

presentes en Salmonel/a, de manera adici011al al sistema CorA, el cual no es regulado 

por PhoQ/PhoP (Hmic•I el al, 1989; Soncini el al, 1996; García-Véscovi et al, 1996; 

Snavely el al, ·199·1 ). Sin embargo, en el fenotipo de inc,1pacidacl de crecimiento en 

b<tjo magnesio parecc•rían estar involucrados otros genes aparte de mgtA y mgtB, 

pue·~to c¡LH' und doi>ll' 111ut,111tl' 111gL·\/111g1B sigue siendo c,1paz dP iormar colonias en 

pl.ic<1s de~ medio mínimo con b;1jo magnesio (Soncini et al, 1996; Garcia-Véscovi et 

al, 1 'J'J(,). A pc•<>.ir ele• qu<' PI g<·11 111,1~/A est.i pn'SL'nte l'll l'I geno1n.1 ciL' E. coli K-12 y 

rc•i.,ponde! .i v<1ridcio1w~ <!ll l<i co11n•11tr.iciú11 de 111,1gnesio ,1 tr,1vL~S clL' PhoP/PhoQ (Kato 

r·I al, 1 <JCJ9), c>I gc•n 111glf3 <'St,'1 codific¡¡cln Pn la isla ele patogcnicicl,1d SPl-3 en 

Salmonel/a (8l;111c:-Potard y Groisman, 1997), la cual es poco probable que se 

e·nnH!ntrc• ta111hi<'n <~n c!I g<•nom.i de• EPEC, y no existen reportes de sensibilidad a 

bajo magnesio en EPEC. Soncini d al C1996) involucran otros genes regulados por 

PhoP en la incdpdc:icl<td d<> fm111.1r niloni,1s ele S. t\'phimurium en condiciones 

limitdntc•i., d<> 111.ig11c•<;io: 11,i:cl, ¡i/i.~/:. plJ,t~i\/, p/JgN, pcgO y pcgP, los cu,1ll's 

p.irticipari.in t!n c.!I des.11Tollo d<• ··~tl' fc•notipo producido por un,1 mutante en phoP. 

Sin e!mlxirgo, e•n <•stuclios ori1•11lddns .i ennmtr,1r gl'lll'S ele E. coli rL'gul,1elos por la 

co11n•ntr<1c:iún de 111c1g11esio .i trd\'t'~ dl• PhoP/PhoQ (Kc1to t'I ill, 1999; i\linagc1wc1 et al, 

2003), no se reporta la regulación ele estos mismos genes. Es posible que algunos de 

estos genes no estén regulados por el sistema PhoQ/PhoP en EPEC, y por ello no se 

observa la deficiencia en cr0ci111it>nto a bajas concentraciones de magnesio. Cabe 
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considerar también que EPEC pudiera contar con otros reguladores encargados de 

;ic1iv;1r gc~nes involucrados en la <1d.1pt.irión ,1 condiciones limitantes de Mg·~. como 

pan!cc!n sugc!rir los rnsultaclos oull'llidos con OmpR. 

Ninguno ele los ensayos practicados con la cepa ele EPEC mutante en phoP mostraron 

C!ÍPc:lo alguno sobre! l.i exprc'sic'i11 de los factorps de virulPnci,1 ,111,1lizados Pn este 

c•sl11dio. Los c•ns.iyos ele• .Hllwn•1tci.i ll>c.diz.id.i <' ínlim.i 110 refil'j,unn difl'rt'1Ki.1 .1lgun.i 

e!nlre la cepa silvestre~ y la lllutante en phoP en la cap.1Cidad para forlllar 

mic:roc:olnni;is y p1•cl!'stales (IPsi<'m 1\/E <'n gP110rall sobre células Ht>L.1 (Figs. 8 y 9l. 

Asimismo, las protdn.is lir, l:spl3 y 13f¡u\ Sl' exprl'S.111 l'll L'St.1 111ut.111tl' Pn c.111tid,1dPs 

ilproximaclamente igu.:des a 1<1 Cl!p.i silvPstre, como lo llluestra el ensayo tipo western 

de la figura 1 O, lo cual coincid<~ con los ens.1yos de actividad de la figura 11. 

Un conjunto ch! genes rl!gul<idos por PI sistem.i PhoQ/PhoP (COlllO pbgP, pbgE y ugdl, 

son activados mediante otro sistellla ele dos componentes: PmrB/PmrA, el cual detecta 

la c:oncenlr<1c:icín clP fil'rro y dCtiv.i gl'lll'S dí' rPsistencia el polimixina B y 

modificaciones en el lipopolis,ic:1rido (revisado por Groisman, 1998 y 2001 ). Un 

sislc!m.1 de~ dos cornponentes qtH' comp.1rtC' hn111ologí,1 con P111rB/P111rA en E. co/i K-

12 y L co/i <!ntemht~111orr.'1gicc1 (El-IEC) se reportó como regulador ele genes 

involucrados en la producción del flagelo y movilidad, respondiendo al regulador de 

"quorurn sensing" Al-2. Sin embargo, dicho sistema, bautizado como QseC/QseB, no 

r<!gula los gt!IWS del LEE presl'nl<~ l'll EHEC, los cuales responden al rcgulddor Al-2 ¿¡ 

lrav(!s ele ler (Spcranclio et al, 1002.i; b). 

La f;tlta el!' un pap<~I como regulador d<' virulencia ele PhoQ/PhoP en EPEC, contrasta 

con el papel clcsempeiiado en S. t'lexneri, Salmonel/a y Y. pestis, y apoya la idea de 

qtrt• posiiJl¡•nu~nl<~ jur~g<1 un pc1pl~I gl'1wr.il L'n J,1 reguldción ele genes necesarios para la 

subrevivic•ncia dentro del fagosoma <'n patógenos intracelulares (Groisrnan et al, 

2001 ). Este sistemu pudo evolucilln<ir para concerlar la expresión de genes ele 

virulencia en respuesta a la concenlr<Jción de Mg · 2 en el medio, como una manera de 

indicar t!I paso hacia el ambil'ntL• intr-.ict•lul.ir, y nlcís .1ún, intraf.igosom;:il (Groisman, 

1998, revisión). En este contexto, PhoQ/PhoP ha sido involucrado en la regulación de 

la expresión ele factores de virulenciil en patógenos extracelulares, como Erwinia 
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carotovora (Flego et al, 2000). Sin embargo, considerando que EHEC, y 

prob<1blemente EPEC, posPen un pocll rn<ís de 1 Mb ,1dicional en el genoma en 

comparación con E. coli K-12 (Pprna el al, 2001 ), no podernos descartar que este 

sistema regule otros gr•nes de virull~nci<l en EPEC aún no descritos. 

BarA/UvrY. 
A rwsar de l;i noción ele qu<! PI sist1~111a B;irA/UvrY controla diferentes cascadas 

reguladoras en muchos organismos, l'n PI caso ele EPEC no se observó ningún deiecto 

asociado a la expresión ele genes involucrados en producir la lesión NE, y en la 

producc:ic'm d1• los fenotipos rl<• .1dhr•n•1ici.i localiz,1cl.1 y .idlwrenci,1 íntim,1 (Figs. 8 y 

CJ), puesto que la c.ip.icid<1cl dt! fonn.rr micronilonids y focaliz,1r ,ictina en forma de 

pedestales en células Hela se rnantic•ne a niveles muy similares a la cepa silvestre. 

Los <!nsayos tipo western y ele ,ictivid.id de fusiones transcripcionales en las cepas 

silvestre y rnut,1nte en uvrY tampoco mnstr.1ron difr•rencias en la producción de las 

proteínas Tir, EspB y BfpA (Fig. ·r O), y la expresión de l,1s fusiones de fer, LEE2 y lir 

(Fig. 11 ). Estos result;1clos contr,1st.in con los rPportes quP indican un papel regulador 

llld<!!->tro <11~ <!st1• sist<!lllil en otro:-. p.it<Íg<•nos corno Pst'llCT<HllO/l.lS (Heeb y H,1ss, 2001, 

n~visión), Salmonclla (Altier el al, 2000) y Vibrio cholerae (Wong et al, 1998). Sin 

c•111li;irgo, co1110 1•11 1•1 c<1so .111t1•rior, 1H1 podl'rnos d!'sc.ut,ir l.i posibilidad de que 

r<!gul<~ lt1 t•xpn•sión d<' otros f,Kton•s ,i l.r fr~cha no identificados. 

/\sp!'ctos generales. 

Lci~ n•sult;idos gc!lll'r<.ilt!S obll•nidos l'll t•stt' tr.ib.ijo rnm~str,111 cl,iraniente Id ausencia de 

un pap<•I de los sistP111<1s dl! dos cornptllll~ntes OrnpR/EnvZ, PhoQ/PhoP y BarA/UvrY 

1•11 l..i n~gulación d<' los f<icton•s dl' virul<'nci,1 ele EPEC codific,1dos en el LEE y en el 

pl<.'1s111 ido pEAF, pues mut.intes en los regu laclores ele respuesta de los tres sistemas 

siguen siendo capaces ele producir los fenotipos de adherencia localizada e íntima, y 

r!xpresar y sintetiz,1r las proteínas asociadas a virulencia. Sin embargo, a este nivel no 

es posible ai.:111 descartar completament<' la importancia que estos sistemas tendrían in 

vivo. Por otro lado, es muy probable que la coordinación de la expresión de 
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virulencia se lleve a cabo a través ele otros sistemas de dos componentes, puesto que 

esta vía es ampli<1mente utiliz<1cl.i por b;icteri<1s patógenas par<1 reconocer el nicho de 

colonización. Su ha reportado ('I p<1¡wl del sistemil QseC/QseB en la regulación de 

iactorc~s ele virulencia en EHEC, un p.itógeno muy· cercano a EPEC (Sperandio et a/, 

20021J), y hay indicio<, ele regul;wic"m solm• los gl'nes de LEE en EPEC por parte del 

sistema CpxNCpxR, el cual responde a variaciones en el pH y proteínas con patrón 

de plegamiento incorrecto en plnipl.is111<1 (Warel y Raivio, 2002). 

Exi.,lc~n 1387 g<~m~s c•n ·t .34 MIJ l~n ('I g(~noma ele EHEC 0157:H7 que no se 

(~ncuentr<in en el gc~nom<i ele E. coli K-·12 (Perna et a/, 2001 ). Entre estas secuencias 

han sido loe<iliz<iclas islas de p;1tog(•niciel,1el, así como reguladores específicos de 

virulc~nda, como lc-•r y proteín<1s simil.1rl's a los genes de invasión im' ele Sa/monella, 

así como un SSTT adicionLll <11 codificado en el LEE (Perna et al, 2001 ). La 

secuenciación del gl!nomLl ele EPEC l'st[1 ya muy av,rnzaela en el instituto Sanger 

01ttp://sanger.ac.uk./Projects/Esclwrichi.i_Shigella/). Al igual que en EHEC, se espera 

que exista una gran cantielacl ele gt•nps cepa-específicos, entre los cuales se pudieran 

encontrar sistemas ele dos comporwntes responsables de regular los factores de 

virulencia específicos ele EPEC, qu(' le confieran las car<icterísticas de adaptación a los 

ambientes donde coloniza, así como sus propiedades patogénicas, en respuesta a 

scii<1lr.s C!SfJl!dficas. 

lrlV(]stigaciorws simil<ires a estu trLJb<ijo utilizando otros siste111c1s de dos componentes 

rnuy proliahlc>m(~lllf' IC'11g;111 r"xitn buscando c«111al(~S de comunicación entre los 

111f•c·c1nismo~ qu(~ n•gul.in vind('11cit1 l'll EPEC y l,1s SL•1iales del entorno que los 

moclul;in. 

47 



7. PERSPECTIVAS 

Carilclerizaciém ele las proleínils ele memhran;i externa inducid;is por DMEM. 

1 ,:¡..,¡,.,¡ prCJl<•Í11.i•, ¡¡<.,()( i.ul.is '''l 11H•111iir.111.1 t':'\lt•rn.i i11dtwid.1s pnr 1'1 11wdin D1\\E1\\ (Fig. 

(il3), las cuales no son expresadc1s di cultivarse EPEC l'l1 LB (Fig. 6Al. La inducción ele 

f!<.,l;1<; prot<·!Ínas en concliriorws dt' <'xpr<'sión ciP virulPnci,1 h,Kt' intNesante su 

c;.ir<.tcturiz;icicín. Qut!cl.i por V<!l"S<' si dichas proteín.is son espl!cific.is de EPEC o son 

inducid;1s lambic"n t•n olr.is n•p.is t•11tt•wp.ilt'igP1i.1s o no p.1tógl'n.is como E. co/i K-1 2. 

L<1 st!Cllt!nci<1c:ic'>11 y Cdr.iclt!riz.icit'in 111olc•cul.ir de Pst.is protc•í11,1s podri,1 gPrwr.ir 

avc!nidas inlerns<.rnlcs de invcstig.icic'in sobre l.i virull'nci,1 en EPEC. 

Estudio de lil respuest;i il limit;iciún de Mg' 1 a través de OmpR. 

Lc1 ddic:ic!nCiil 1~11 c•I crt!ci111ie11to dt• l,1 mut.intt• t!n omµI\ l'n conciiciorws li111it,111tes de 

milgnesio (Fig. 7), indicil un papel de este regulador en la respuesta adaptativa a 

dir:h<1~ co11dic:io1H~s. Se• wquit•rP11 t•stuclios simil.in's .i los rc•.iliz.idos con t'I sistl'm,1 

l'hoQ/PhoP (Soncini c~I él/, l 9'Jü; K.ito c~I él/, 1999; /\.linJgaw,1 et éll, 2003) pitra 

d1•l,!cl.1r posililt•o., g''llt's r<'gul<rclos por OmpR, l'fl n•s¡Hlt'st.i ,¡ l,1 concentr,ición de 

magrn~sio. 

Regulación de ol ros faclorcs de virulencia. 

Se h<111 deteclildo elementos fuera del LEE que al parecer juegan un papel en la 

virulericiil de EPEC, tales como und isla ele pi.ltogenicidad (Mellies et al, 2001 ), y 

prolPínas efectoras secretadas al tr<1vés del SSTT codificado en LEE (Deng et al, datos 

~onH•tidu~ pdr<i public.ición). Posihll'rnenll' los sistt•11i.1s an.ilizaclos en este trabajo 

puclil•rc1n est<1r regul<1ncfu Id lranscripción de estos factores probablemente 

involucrados en otros procesos que tienen que ver con la enfermedad in vivo. 
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