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RESUMEN 
 
 

 Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) es una variante patógena de la especie 

bacteriana E. coli que provoca colitis hemorrágica en humanos. Esta característica depende 

del Locus de eliminación de enterocitos (LEE), una isla de patogenicidad con cinco operones 

principales (LEE1-5) que codifica a los componentes de un Sistema de secreción tipo III. La 

expresión del LEE depende  de Ler, una proteína codificada en LEE1 cuya expresión alcanza 

su máximo durante el crecimiento exponencial a 37 ºC en medios de cultivo celular. Ler 

contrarresta la acción represora que ejerce el regulador global H-NS sobre los operones 

LEE2-5. 

 

 Se sabe que Ler regula la expresión del LEE y de varios genes de viruencia adquiridos 

por transferencia genética horizontal, pero se desconoce si tiene algún blanco relevante para 

la virulencia de EHEC en el genoma core de E. coli  (que incluye a los genes presentes en 

todas las cepas conocidas de la especie). Según un estudio reciente (Abe et al 2008), en el 

que se usaron técnicas de monitoreo global de la transcripción y de la unión proteína-DNA, 

Ler podría regular a varios genes presentes en EHEC y en E. coli K-12 (una cepa comensal). 

En este trabajo se caracterizó la regulación por Ler de 3 de estos genes (electos tras un 

análisis teórico de los datos de Abe et al): ompC, que codifica una porina de membrana 

externa, el gen fimbrial yehD y el gen de función desconocida ypjC. 

 

 Se utilizaron fusiones transcripcionales al gen reportero cat para medir el efecto de Ler 

sobre la expresión de ompC, ypjC y yehD. La expresión de Ler en E. coli K-12 desde un 

plásmido multicopia reprime la expresión de ompC-cat y aumenta la de ypjC-cat. Además, se 

comprobó que Ler se une directamente a las regiones reguladoras de ompC y ypjC mediante 

ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA). Sin embargo, al medir la expresión 

de las fusiones transcripcionales en EPEC y su mutante en ler se observó que la fusión ypjC-

cat es inactiva y que la fusión ompC-cat tiene el mismo nivel de expresión en ambos fondos 
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genéticos. Ler también se una a la región reguladora de yehD, pero la fusión yehD-cat fue 

inactiva en todas las condiciones estudiadas. 

  

. Puesto que Ler afecta la expresión de ompC-cat y ypjC-cat solo al ser 

sobreexpresada, es posible que estos efectos, así como la unión de Ler a las regiones 

reguladoras de ompC, ypjC y yehD se deba a la naturaleza inespecífica de la unión de Ler al 

DNA (que depende de su contenido AT y/o su curvatura). Sin embargo, no podemos 

descartar la posibilidad de que Ler regule a otros genes del genoma core y de que su 

regulación contribuya a la virulencia de EHEC.  
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I. INTRODUCCIÓN  
 

 Escherichia coli, el organismo procarionte más estudiado, es un bacilo Gram-negativo 

perteneciente a la clase gammaproteobacteria y a la familia Enterobacteriaceae. Se trata del 

anaerobio facultativo más abundante en la microbiota comensal del colon humano, nicho que 

comparte con más de 500 especies bacterianas, principalmente anaerobios estrictos (Berg 

1996; Prescott et al. 2005). 

 

 El uso de E. coli como organismo modelo es consecuencia de su cercanía al humano, 

la abundancia de sus variantes inocuas y la facilidad con que puede propagarse en 

diferentes medios de cultivo (ej. LB o medios selectivos como el McConkey). Estas 

condiciones propiciaron la obtención de diferentes aislados de E. coli a partir de heces 

humanas. Algunas cepas derivadas de estas muestras, como E. coli K-12, obtenida en 1922 

de un paciente con difteria, se convertirían en las cepas prototipo de la especie e importantes 

modelos de estudio en la bioquímica, la biología molecular, la genética y la biotecnología 

(Lederberg 2004). 

  

 Aunque el estudio de E. coli se ha centrado principalmente en cepas como K-12, en la 

actualidad se cuenta con las secuencias genómicas de un abundante número de cepas de 

diversas procedencias y fenotipos. Con esta información se ha mostrado que la diversidad la 

especie supera por mucho a la de sus cepas prototipo. El total de genes encontrados en la 

especie E. coli hasta el momento es alrededor de 16000 (el denominado pangenoma), 

mientras que en una cepa cualquiera hay al rededor de 5000 genes (4288 en K-12 MG1655) 

(Blattner et al. 1997; Lukjancenko et al. 2010). De estos genes aproximadamente 1000 los 

comparten por todas las cepas estudiadas (el genoma core), mientras que el resto son genes 

accesorios, que sólo están presentes en un grupo de cepas y probablemente son necesarios 

para contender con condiciones ambientales y nichos muy diversos (Lukjancenko et al. 

2010).  

 

 Conforme a su versatilidad genética, E. coli ocupa diversos nichos ecológicos. Si bien 
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se identificó como habitante del intestino humano, también se encuentra en el intestino de 

otros animales. Su prevalencia es alta en mamíferos, pero también se encuentra con menor 

frecuencia en aves y en reptiles. La aptitud de una especie como hospedero de E. coli 

depende del clima en el que habita, su dieta, su masa corporal y su cercanía con el humano 

(Gordon y Cowling 2003). Mas aún, E. coli puede ser un organismo de vida libre y se ha 

estimado que la mitad de la población de la especie se encuentra en nichos secundarios 

como el agua contaminada, los sedimentos y los suelos (Savageau 1983; Tenaillon et al. 

2010).  

  

 Entre los genes accesorios de E. coli existen grupos, principalmente localizados en 

material genético adquirido por transferencia genética horizontal (TGH), que confieren a la 

bacteria nuevas capacidades de colonización y un fenotipo virulento. Es así que hay 

variantes de la especie que son patógenas para para el humano u otros hospederos 

(patotipos), las cuales están asociadas a determinados padecimientos o síntomas clínicos y 

presentan mecanismos particulares de infección. En el humano, la mayoría de los patotipos 

tienen como nicho el intestino, donde causan padecimientos diarreicos, pero otros tienen la 

capacidad de infectar el tracto urinario o de diseminarse a través del torrente sanguíneo 

provocando sepsis y meningitis (Kaper et al. 2004).  

 

 Los patotipos que provocan diarrea se caracterizan por su capacidad para colonizar la 

superficie mucosa a pesar de sus movimientos peristálticos y de la competencia impuesta 

por la microbiota comensal. Esta capacidad depende, en gran parte, de la expresión de 

determinados factores de adherencia (ej. fimbrias distintas a las que expresan las variantes 

comensales), que pueden inclusive permitir la ocupación de nichos alternativos (ej. el 

intestino delgado, donde E. coli está usualmente ausente). No obstante, los patotipos 

también pueden expresar fimbrias que comparten con la E. coli comensal y que les permiten 

competir por los mismos nichos. Una vez establecida la colonización, la bacteria provoca 

diarrea por diferentes mecanismos: Producción de enterotoxinas (E. coli enterotoxigénica -

ETEC- y enteroagregativa -EAEC-), invasión de las células del lumen intestinal (E. coli 

enteroinvasiva -EIEC-) o adherencia íntima al epitelio intestinal e intervención de la 

maquinaria celular por inyección de diversas proteínas efectoras (E. coli enterohemorrágica -

EHEC- y enteropatógena -EPEC-) (Kaper et al. 2004; Nataro y Kaper 1998).  
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 Los patotipos de E. coli son un problema importante de salud pública, ya sea por su 

relación con brotes epidémicos (ej. de diarrea por EHEC) (Nataro y Kaper 1998) o como 

causantes comunes de enfermedad (ej. las variantes uropatógenas son responsables de 

alrededor del 80% de las infecciones del tracto urinario) (Ronald 2002). Sin dejar de lado su 

importancia médica, la presencia de organismos comensales y de patógenos dentro de la 

misma especie han hecho de E. coli un modelo ideal para estudiar la relación evolutiva entre 

el comensalismo y la patogénesis (Tenaillon et al. 2010). 

 

 
I.1 Los patotipos EHEC y EPEC 

 

 EPEC y EHEC son patotipos que están relacionados a nivel genético y fenotípico pero 

difieren en aspectos clínicos y epidemiológicos. 

  

 La infección por EPEC es un problema importante en los países en vías de desarrollo, 

donde este patógeno infecta a niños menores de dos años, en quienes provoca diarrea 

acuosa aguda, vómito y fiebre de baja intensidad. Aunque entre los menores de dos años 

existen portadores asintomáticos, EPEC se relaciona con tazas de mortalidad de hasta 30% 

en dicha población. En cambio, no existe una correlación significativa entre la presencia de 

EPEC y la enfermedad en niños mayores de dos años, pues la bacteria se aisla por igual en 

individuos sanos y enfermos (Nataro y Kaper 1998). Así mismo, se considera que los adultos 

no son susceptibles a la infección por EPEC, pues la infección y los brotes epidémicos son 

infrecuentes y se requiere administrar una dosis elevada de bacterias (108 a 1010 células) 

después de neutralizar el ácido estomacal para provocarla (Donnenberg et al. 1993; Levine 

et al. 1985). La transmisión de EPEC es fecal-oral y su reservorio son los niños (sintomáticos 

o asintomáticos) y los adultos que lo portan. Cabe mencionar que otros animales, como los 

conejos, los cerdos y los perros portan variantes de E. coli parecidas al patotipo humano 

EPEC, pero que no son las mismas que infectan al humano (Nataro y Kaper 1998). 

 

 Por su parte, EHEC provoca enfermedades de diversa gravedad, incluyendo diarreas 

leves, colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (hemolytic uremic syndrome -HUS-
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), un padecimiento renal potencialmente fatal (Kaper et al. 2004). En contraste con EPEC, 

EHEC se relaciona con brotes epidémicos e infecciones esporádicas en países 

desarrollados, pero provoca una baja morbi-mortalidad en los países en vías de desarrollo, 

cuyos individuos se especula que disfrutan de protección cruzada por exposición al patotipo 

EPEC durante su niñez (J. Mellies et al. 2007). La infección por EHEC afecta a niños y 

adultos y, en los últimos, la dosis infectiva es baja (100 a 200 bacterias). El ganado vacuno 

es el principal reservorio de EHEC y, en muchos casos, la infección se debe al consumo de 

carne de bovinos. No obstante, EHEC puede transmitirse de humano a humano y a través de 

otros alimentos (ej. vegetales crudos) y del agua (Nataro y Kaper 1998). 

  

 Los patotipos EPEC y EHEC comprenden varios serotipos que se distinguen por la 

expresión de un lipopolisacárido y un antígeno flagelar específicos. El serotipo O157:H7 de 

EHEC es el que se ha asociado más frecuentemente con brotes epidémicos, entre ellos 

eventos en Estados Unidos y en Japón, donde se aislaron las cepas prototipo EDL933 (Riley 

et al. 1983) y Sakai (Watanabe et al. 1996), respectivamente.  

 

 
I.2 Factores de virulencia de EHEC y EPEC  

 
 

I.2.a Sistema de secreción tipo III y proteínas efectoras 
 

 Como ya se mencionó, la virulencia en E. coli, depende de la presencia de elementos 

genéticos adquiridos por TGH. Tanto en EPEC como en EHEC, existen varios loci que 

contienen genes relacionados con la virulencia. Algunos de estos loci se encuentran en 

ambos patotipos y otros son característicos de uno de los dos, pero de todos ellos, el Locus 

de eliminación de enterocitos (LEE por sus siglas en inglés), una isla genómica presente en 

EPEC, EHEC y en el patógeno de ratones Citrobacter rodentium (causante de hiperplasia de 

colon transmisible) es el conjunto de genes más importante para la virulencia de estos 

organismos. El LEE codifica diversos factores de virulencia que confieren a la bacteria la 

capacidad de eliminar las microvellosidades intestinales y adherirse íntimamente a las 

células del epitelio intestinal, generando las llamadas lesiones de adherencia y eliminación 

(attaching y effacing -AE-) (Campellone 2010; Schmidt 2010).  
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 La mayoría de los genes del LEE están organizados en cinco operones denominados 

LEE1 a LEE5. En ellos están codificados los componentes de un sistema de secreción tipo III 

(SSTT) o inyectisoma, un complejo proteico que permite a la bacteria translocar decenas de 

proteínas hacia el interior de las células del epitelio intestinal (proteínas efectoras) (Figura 1). 

El SSTT es, en esencia, un conducto formado por los productos de alrededor de 20 genes 

que conecta el citoplasma bacteriano con el de la célula del hospedero. Los operones LEE1 

a LEE3 codifican para componentes del SSTT que atraviesan la superficie bacteriana 

mediante dos anillos: uno en la membrana bacteriana externa y otro en la interna, 

conectados a través del periplasma. El resto del SSTT consta de una aguja que se continua 

con un filamento, el cual protruye de la superficie bacteriana y termina en un anillo que se 

inserta en la membrana citoplásmica de la célula blanco. Estas estructuras están formadas 

por varias proteínas codificadas en LEE4 (Garmendia et al. 2005). 

 
 
Figura 1. Organización genética del LEE y estructura del Sistema de secreción tipo III 
(SSTT). Distribución de los genes (A) y de  las unidades transcripcionales (B) que conforman al 
LEE, tomando como modelo la isla de EPEC E2348/69 (Iguchi et al 2009). El Sistema de 
secreción tipo III (C) está compuesto por los productos de varios genes codificados en el LEE (ver 
colores similares en B y C). Las funciones que codifican los genes se explican con mayor 
profundidad a lo largo de la sección I.2.a. El mapa genético de la isla (A) se obtuvo en la base de 
datos KEGG (Kanehisa  y Goto 2000). 
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 Además de los componentes estructurales, el LEE codifica proteínas que se asocian al 

SSTT, ya sea para determinar el orden espacio-temporal de la secreción de proteínas o para 

proveer la energía necesaria para este proceso. Otros genes del LEE codifican chaperonas 

que favorecen la estabilidad o la secreción de las proteínas translocadas por el SSTT; más 

aún, varias de las proteínas efectoras secretadas están codificadas en diferentes posiciones 

del LEE. Por último, la isla codifica para FTs (Factores Transcripcionales) que actúan sobre 

ella misma y sobre genes de otros loci, regulando el proceso de infección y a la proteína 

intimina, que es esencial en la unión íntima entre la célula del patógeno y la del hospedero 

(Garmendia et al. 2005; J. Mellies et al. 2007) . 

 

 Las proteínas efectoras tienen funciones diversas. Tir (Translocated intimin receptor), 

la primera efectora en translocarse, está codificada en LEE5. Tras ser inyectada, Tir se 

inserta en la membrana plasmática del hospedero y sirve como receptor para la proteína 

intimina, localizada en la membrana bacteriana externa. De esta forma Tir e intimina 

garantizan la unión estrecha entre la bacteria y el hospedero. Otras proteínas efectoras 

codificadas en el LEE interfieren con el funcionamiento de las células del epitelio intestinal en 

varias formas, entre ellas, desestabilizando y remodelando el citoesqueleto (Map, EspF, 

EspG, EspH y EspB). Una consecuencia importante de estas actividades es la acumulación 

de actina, en forma de fibras de estrés, por debajo del sitio en que Tir e Intimina 

interaccionan, lo que conlleva la formación de una protuberancia sobre la superficie apical de 

la célula sobre la cual se encuentra la bacteria (un pedestal), fenotipo distintivo de la lesión 

AE. Los efectores codificados por el LEE también dañan el funcionamiento y la morfología de 

las mitocondrias, rompen las uniones estrechas (Map, EspF) e inician la cascada de muerte 

por apoptosis (EspF) (Campellone 2010; Dean y Kenny 2009; Garmendia et al. 2005). 

 

 Una importante cantidad de las proteínas efectoras secretadas por el SSTT están 

codificadas fuera del LEE. Los efectores NleA a NleF y NleH, cuya contribución en la 

virulencia es variada y aún poco entendida, se encuentran en profagos o islas genómicas 

tanto en EPEC como en EHEC. Otros, en cambio, son exclusivos de uno de los dos 

patotipos. Tal es el caso de EspFu (también llamada TccP), una proteína esencial para la 

formación de pedestales en EHEC, pero que no se requiere en EPEC (Frankel y Phillips 
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2008) y de EspG2, un homólogo de EspG que se encuentra sólo en algunos serotipos de 

EPEC (Garmendia et al. 2005).  

 

 
I.2.b Plásmidos de virulencia y toxinas Shiga 

  

 Además de la formación de lesiones de adherencia y destrucción, EPEC y EHEC 

muestran otros mecanismos de virulencia. No obstante, estos mecanismos (y los factores 

genéticos de los que dependen) no son compartidos.  

 

 Para empezar, EPEC porta un plásmido de 70 a 90 kb denominado EAF (EPEC 

adherence factor). Este plásmido codifica a los componentes de la fimbria BFP (Bundle 

forming pilus), un factor de adherencia que une a las bacterias entre sí y posiblemente con el 

epitelio intestinal. El BFP permite a EPEC adherirse a la superficie del epitelio intestinal 

formando microcolonias de entre 5 y 200 individuos, un fenotipo que se conoce como 

adherencia localizada y distingue a EPEC de EHEC. Aunque existen variantes atípicas de 

EPEC (aEPEC) que carecen de plásmido EAF, éstas muestran fenotipos parecidos al de 

adherencia localizada, pues cuentan con otros factores de adhesión que compensan la 

ausencia del BFP (Hernandes et al. 2006; Tennant et al. 2009; Trabulsi et al. 2002). Es 

importante mencionar que el plásmido EAF también codifica FTs importantes para la 

virulencia, que actúan sobre el mismo plásmido y (como se verá más adelante) sobre el  

LEE.  

 

 La producción de toxinas Shiga (Stx1 y Stx2) es una característica fundamental del 

patotipo EHEC. Estas toxinas, codificadas en profagos en el genoma de EHEC, se unen al 

glicolípido globotriosilceramida (Gb3) en la superficie del epitelio vascular, tras lo cual su 

porción catalítica (subunidad A) se internaliza y provoca el arresto de la síntesis de proteínas. 

Dependiendo de la cantidad de toxinas Shiga producidas, la vasculatura del colon puede 

resultar dañada, lo que puede dar origen a una colitis hemorrágica. Más aún, las toxinas 

pueden ser absorbidas a la circulación sistémica y afectar los sitios del endotelio vascular 

que presentan una mayor cantidad de Gb3 en su superficie. El riñón y el sistema nervioso 

central son los sitios más frecuentemente afectados. El daño en el riñón puede desatar el 
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HUS, que en casos graves culmina en la muerte del paciente por falla renal (Gyles 2007; 

Kaper et al. 2004). EPEC, que no produce toxinas Shiga, no provoca colitis hemorrágica ni 

HUS. 

 

 Aunque EHEC no tiene al plásmido EAF, la mayoría de sus aislados clínicos portan al 

plásmido de virulencia pO157, un replicón de entre 92 y 104  kb que codifica para varias 

proteínas que podrían estar implicadas en la patogénesis de EHEC (ej. la hemolisina HlyA). 

Pero a pesar de su amplia distribución en EHEC la importancia del plásmido pO157 para la 

virulencia no se entiende por completo (Lim et al. 2010).     

 

 
I.3 Regulación de los genes de virulencia en EPEC y EHEC 

 

 Para que EPEC o EHEC puedan establecer una infección exitosa requieren una 

regulación precisa de los genes de virulencia en respuesta a diferentes señales del ambiente. 

La expresión en el momento y lugar inadecuados de estos genes de virulencia puede ser 

desfavorable para la bacteria, dado el elevado costo metabólico que implica y la posibilidad 

de alertar al sistema inmune del hospedero sobre la presencia de la bacteria antes de haber 

logrado una colonización exitosa (Coombes et al. 2005). 

 

 La expresión de los genes de virulencia se coordina mediante una red transcripcional 

que involucra factores codificados en el genoma core de E. coli y otros codificados en las 

islas de patogenicidad, en los profagos y los plásmidos relacionados con la virulencia de 

EHEC y/o EPEC. 

 

 

I.3.a Regulación del LEE por H-NS y Ler 
 

 Gran parte del conocimiento sobre la regulación del LEE se obtuvo al estudiar a EPEC 

y/o C. rodentium. Dado el parecido entre las islas LEE de estos organismos y de EHEC, las 

observaciones más importantes relacionadas con el fenotipo AE se han extrapolado entre 

ellos. 
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 En EPEC, la secreción de factores de virulencia por el SSTT varía dependiendo de 

diversas condiciones que pueden ser controladas en el laboratorio y que en varios casos se 

considera mimetizan aquellas encontradas por la bacteria en el intestino del hospedero. 

Como ejemplo, la secreción es baja cuando se crece a EPEC en medios ricos como el LB y, 

en cambio, es favorecida en medios mínimos usados para cultivo celular, tales como el 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium). La secreción alcanza su máximo durante el 

crecimiento exponencial a 37ºC (la temperatura corporal del hospedero), pH. 7.0 y una 

osmolaridad fisiológica. Además, el calcio, el fierro y el bicarbonato de sodio favorecen la 

secreción, mientras que el amonio la inhibe (Kenny et al. 1997).  Algunos de estos estímulos, 

como el calcio, actúan a nivel postranscripcional (Ide et al. 2003), pero gran parte de ellos, 

como la temperatura y las condiciones determinadas por el medio de cultivo, actúan 

modificando la expresión del LEE (J. Mellies et al. 2007). 

 

 Como ya se mencionó, el LEE está conformado, principalmente, por cinco operones 

(LEE1 a LEE5). El regulador global H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein) codificado 

en el genoma core de E. coli y que se expresa constitutivamente, reprime la expresión de los 

operones LEE. La represión del operón LEE1 por H-NS depende de la temperatura y es más 

evidente cuando EPEC se crece a 27ºC, pero su acción se contrarresta a 37ºC por la acción 

de diferentes reguladores (Umanski et al. 2002). Es así que al crecer a EPEC en medio de 

cultivo celular a 37ºC, se expresa Ler, una proteína homóloga a H-NS codificada por el 

primer gen del operón LEE1. Ler es necesaria para el establecimiento de lesiones AE por 

EPEC y EHEC (Elliott et al. 2000; Friedberg et al. 1999) y para el establecimiento de una 

infección por rEPEC (“rabbit EPEC”) y C. rodentium en modelos animales (Deng et al. 2004; 

Zhu et al. 2006). Su función consiste en desplazar a  H-NS de los promotores de LEE2 a 

LEE5 y de otros promotores del LEE (cuya represión por H-NS no es temperatura-

dependiente), permitiendo la activación completa de la isla (ver más adelante) (J. Mellies et 

al. 2007; Umanski et al. 2002).  

  

 Cabe mencionar que la proteína Ler también interviene en la expresión de proteínas 

efectoras codificadas en elementos genéticos fuera del LEE tanto en EPEC como en EHEC 

(Elliott et al. 2000; Roe et al. 2007; Rojas-Lopez et al. 2011; Schwidder et al. 2011; Tree et al. 

2009). Así pues, Ler es un regulador global de la virulencia de estos organismos. 
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I.3.b Mecanismos de acción de H-NS y Ler 
 

  H-NS es una de las proteínas asociadas al nucleoide, implicadas en la organización y 

empacamiento del cromosoma bacteriano que también participa en la regulación 

transcripcional de más de 1000 de genes en E. coli K-12, actuando como represor en la 

mayoría de los casos. Esta proteína no reconoce una secuencia de DNA específica, sino que 

se une a regiones de alto contenido de A+T, que es característico de los elementos genéticos 

adquiridos por TGH. Con base en estas características se ha propuesto que H-NS ha 

actuado como un mecanismo de seguridad en la evolución de cepas patógenas, evitando la 

potencialmente peligrosa expresión del DNA exógeno. Si la información adquirida representa 

una ventaja adaptativa para la célula receptora podrían entonces desarrollarse mecanismos 

de control transcripcional, ya sea mediados por reguladores pre-existentes o mediante la 

adquisición de reguladores específicos, que permitan su adecuada expresión espacio-

temporal de acuerdo a la función que desempeñan (Navarre et al. 2007; Oshima et al. 2006). 

  

 La acción represora de H-NS se relaciona con su capacidad para formar dímeros que 

polimerizan a lo largo de las regiones de alto contenido de A+T, cubriendo a los promotores y 

en ocasiones a varias secuencias codificantes contiguas. Los dímeros de H-NS unidos a 

regiones adyacentes de DNA pueden interaccionar entre sí formando tetrámeros u 

oligómeros más complejos. De esta forma H-NS dobla el DNA evitando el acceso de la RNA 

polimerasa a los promotores o incluso atrapándola en el complejo nucleorepresor, con lo que 

impide la transcripción (Navarre et al. 2007; Oshima et al. 2006) .    

 

 Las proteínas H-NS y Ler son homólogas. En ambas pueden distinguirse una región 

de α-hélices en el extremo N-terminal que contiene un dominio “coiled-coil”. En el dominio C-

terminal (el más similar entre Ler y H-NS) se encuentra  a su vez un motivo HTH (“helix-turn-

helix”) de unión al DNA. Las regiones N-Terminal y C-terminal se encuentran unidas por una 

secuencia enlazadora o “linker”. En H-NS el dominio coiled-coil es necesario para la 

dimerización y participa, junto con el linker, en la formación de oligómeros de alto peso 

molecular (Dorman 2004). Se sabe que los tres dominios son importantes para la activación 
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 transcripcional por parte de Ler, no obstante, aunque el dominio N-terminal puede ser 

parcialmente sustituido por el de H-NS sin detrimento de la función de Ler, el linker y el 

dominio de unión a DNA son funcionalmente distintos y su reemplazo con los equivalentes de 

H-NS genera proteínas carentes de la actividad anti-represora de Ler (J. Mellies et al. 2008; 

Sperandio et al. 2000).  

 

 Al igual que H-NS, Ler forma oligómeros que cubren grandes regiones de DNA (J. L. 

Mellies et al. 2011; Sperandio et al. 2000) y conforme a la similitud de sus dominios C-

terminal, ambas proteínas se unen a las mismas regiones río arriba de los operones LEE2 y 

LEE5 (Haack et al. 2003; J. Mellies et al. 2007). La regulación de los operones divergentes 

LEE2 y LEE3 por Ler y H-NS es el caso mejor estudiado de regulación en el LEE. La región 

reguladora divergente de los operones LEE2 y LEE3  (Figura 2) la flanquean dos elementos 

importantes para su regulación denominados SRS1 y SRS2 (“silencing regulatory 

sequence”). H-NS se une a los dos silenciadores para reprimir a ambos promotores (pLEE2 y 

pLEE3); sin embargo, Ler se une sólo a SRS1 (rió arriba de LEE2). Con base en estos 

antecedentes, se propone que la proteína H-NS, unida a SRS1 y 2, interaccionan de lado a 

lado de la región promotora, formando un complejo nucleorepresor y que Ler desestabiliza el 

complejo desplazando a H-NS de SRS1 (Bustamante et al. 2001; Sperandio et al. 2000). Así 

pues, la función de Ler es desplazar a H-NS de algunos de sus sitios de unión cercanos a los 

 
Figura 2. Región reguladora de los operones LEE2 y LEE3. Los promotores de los operones 
divergentes LEE2 y LEE3 están flanqueados por los elementos de regulación SRS2 y SRS1 (que se 
traslapan con las secuencias codificantes  de sepZ  y orf12, respectivamente). H-NS se une a ambas 
secuencias reguladoras, mientras que Ler se une solamente a SRS2 (ver texto). 
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promotores para así evitar la formación de oligómeros y, por tanto, de complejos que evitan el 

acceso de la RNA polimerasa (Mellies, Barron et al. 2007; Bustamante et al., en preparación). 

Cabe notar que Ler no es un antagonista general de H-NS, pues no actúa sobre cualquier 

gen reprimido por este último (J. Mellies et al. 2007), aunque la secuencia o características 

estructurales del DNA que reconoce no han sido aún determinadas. 

 

 

I.3.c Otros reguladores del LEE que actúan a través de Ler 
 

 La expresión del operón LEE1, y por tanto de ler, también está regulada por un 

mecanismo dependiente de las proteínas reguladoras codificadas en el mismo LEE. Ler 

activa la expresión del operón grlRA, que forma parte del LEE. El activador GrlA codificado 

en este operón es necesario, a su vez, para la expresión de LEE1. Así pues, existe un 

circuito de regulación positiva conformado por Ler y GrlA (Barba et al. 2005). El regulador 

GrlA está conservado en EPEC y EHEC, por lo que se asume que funciona de forma similar 

en ambos organismos. Además, el regulador GrlR, codificado en el mismo operón que GrlA, 

regula en forma negativa la expresión de Ler (Deng et al. 2004; Lara, C. et al., en 

preparación). 

 

 También existen reguladores del LEE en otros elementos móviles presentes en EPEC 

o EHEC. Entre ellos destaca PerC de EPEC, cuyo gen se sitúa en el locus per del plásmido 

EAF. PerC no posee homología con los reguladores conocidos, ni presenta características de 

proteínas que se unen al DNA (ej. un dominio HTH); sin embargo, se requiere bajo ciertas 

condiciones de crecimiento para activar la expresión del operón LEE1 y de esta manera del 

resto de los genes del LEE a través de Ler  (Bustamante et al. 2001; J. L. Mellies et al. 1999). 

En EHEC hay 7 homólogos de PerC denominados PchA a E, PchX y PchY codificados en 

profagos. De ellos, PchA a C activan a LEE1 y su presencia conjunta es necesaria para la 

activación completa del LEE y, por lo tanto, para la adherencia de EHEC a células epiteliales 

humanas (Iyoda y Watanabe 2004). Cabe notar que en ensayos a gran escala (microarreglos 

y ChIp-chip) se ha observado que, al igual que Ler, las proteínas PchA-C también regulan 

algunos genes de virulencia diferentes al LEE y podrían considerarse reguladores globales 

de virulencia (Abe et al. 2008). Finalmente, en EHEC hay otro ejemplo de comunicación entre 
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los genes localizados en distintos loci de virulencia adquiridos por TGH. En este patotipo la 

isla de patogenicidad ETT2, que contiene genes homólogos a los de un SSTT, no es 

funcional ya que varios de ellos han sido inactivados por múltiples mutaciones (Ren et al. 

2004), pero posee dos genes, etrA y eivF, que son funcionales y sus productos reprimen la 

expresión del LEE, afectando así la secreción mediada por su SSTT y la adhesión a células 

intestinales humanas  (Zhang et al. 2004). 

 

 A la regulación del LEE mediada tanto por los reguladores específicos codificados en 

esta isla de patogenicidad, como por aquellos codificados por otros loci de virulencia, se 

añade la acción de FTs codificados en el genoma core de E. coli (J. Mellies et al. 2007). 

Además de H-NS, las proteínas IHF y Fis, que también están asociadas al nucleoide, regulan 

al LEE en EPEC, pero en contraste con H-NS actúan positivamente sobre la expresión del 

LEE1 y, por tanto, son importantes para el establecimiento de las lesiones AE sobre las 

células epiteliales (Friedberg et al. 1999; Goldberg et al. 2001). En EHEC se ha mostrado 

que la proteína Hha, también asociada al nucleoide, reprime a LEE1 (Sharma y Zuerner 

2004), mientras que la proteína BipA, de la familia de las GTPasas que se unen a ribosomas, 

activa a LEE1 en EPEC (Grant et al. 2003). 

 

 Los sistemas de detección del quórum (quorum sensing), con los que las bacterias 

monitorean la abundancia de los miembros de su especie o incluso de otras especies, juegan 

un papel importante en la regulación del LEE en EHEC. Un mecanismo de detección del 

quórum consta, en esencia, de una molécula de señalización denominada autoinductor, que 

se libera al medio, y de un receptor para el mismo autoinductor. El receptor puede ser una 

histidina-cinasa localizada en la membrana bacteriana o bien, una proteína reguladora 

intracelular (cuando el autoinductor difunde a través de la membrana). Tanto el autoinductor 

como el receptor son producidos por la misma especie o grupo de especies bacterianas 

(Taga y Bassler 2003). En EHEC existe un sistema de detección del quórum que activa a 

LEE1. El receptor de dicho sistema es el sistema de dos componentes QseCB, que detecta 

al autoinductor-3 (de estructura desconocida) y a las hormonas epinefrina y norepinefrina, 

que produce el hospedero. También el sistema de dos componentes QseEF activa la 

expresión del LEE y de la proteína efectora EspFu, que está codificada fuera del LEE, en 

respuesta a la adrenalina, los sulfatos y los fostatos (Hughes y Sperandio 2008).  
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I.4 Origen e importancia adaptativa del LEE en E. coli 
 

 Las cepas de la especie E. coli portan una gran cantidad de elementos genéticos 

obtenidos por TGH. Como ejemplo, el 17% del genoma de E. coli K-12 MG1655 (721 genes) 

es de origen extrínseco (Nakamura et al. 2004). El LEE proviene de una especie distinta a E. 

coli, como lo prueban su contenido GC (38%) menor al de los genomas secuenciados de la 

especie (50%) (Lukjancenko et al. 2010) y su ausencia en las cepas comensales de la 

misma. Además, los sitios de integración de la isla en los genomas de EPEC y EHEC (genes 

de tRNA) son puntos frecuentes de intregración de distintos elementos génicos móviles (Gal-

Mor y Finlay 2006; Donnenberg y Whittam 2001). 

 

Varios grupos filogenéticos o linajes de E. coli han adquirido en forma independiente al 

LEE. Así pues existen subgrupos de EPEC y/o EHEC en los linajes E, B1 y B2 de la especie, 

en los que también se incluyen cepas comensales y de otros patotipos  (Tenaillon et al. 2010; 

Ogura et al. 2009). Los subgrupos de EPEC y EHEC se distinguen entre otras cosas por el 

serotipo y el sitio de inserición del LEE en sus miembros (Donnenberg y Whittam 2001). 

Cabe mencionar que, al igual que el LEE, otros factores de virulencia distintivos de EPEC o 

EHEC (el plásmido EAF y los genes de las toxinas Shiga) fueron adquiridos en forma 

independiente por sus subgrupos (Reid et al. 2000). 

 

La distribución del LEE en E. coli indica que no se requiere un fondo genético 

específico de alguno de los linajes para la adquisición y expresión de la isla. Más aún, la 

expresión del LEE de EPEC E2348/69 (Iguchi et al. 2009) en E. coli K-12 confiere a esta 

cepa comensal la capacidad para formar lesiones AE en cultivos celulares (McDaniel y Kaper 

1997). En contraste, los factores de virulencia que se relacionan con infecciones 

extraintestinales están presentes en cepas de diferentes linajes, pero sólo en los grupos 

filogenéticos D y B2 de E. coli su presencia se asocia con un fenotipo patógeno (Escobar-

Páramo et al. 2004). 
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Existen datos que sugieren que la expresión del SSTT supone un costo para la 

adecuación. En un cultivo de Salmonella typhimurium los individuos que expresan al 

inyectisoma tienen una tasa de crecimiento menor que los que no lo hacen (Sturm et al. 

2011), mientras que en el patógeno de plantas Pseudomonas syringae las mutantes en que 

impiden el funcionamiento del SSTT crecen más rápido que una cepa silvestre (Schreiber et 

al. 2012). En este contexto las adquisiciones independientes del LEE, así como su 

permanencia y expresión en múltiples cepas de E. coli apuntan a que la isla confiere a la 

bacteria receptora una ventaja adaptativa que compensa la disminución de la adecuación 

(Reid et al. 2000).  

 

El contexto en el que el LEE representa una ventaja adaptativa para E. coli es un tema 

controversial. La isla pudo ser objeto de selección positiva por su participación en funciones 

distintas a la patogénesis. De hecho EHEC también tiene como hospedero a los bovinos, en 

quienes funge como comensal y en donde las proteínas Tir e intimina, codificadas en el LEE 

contribuyen a la colonización del recto terminal (Sheng et al. 2006). Por otro lado, parte de 

las cepas de Vibrio parahaemolyticus portan un SSTT (SSTT-2) que usan para matar a los 

protozoarios con quienes cohabitan en ambientes marinos y estuarinos (Matz et al. 2011). 

Este mismo sistema participa en la enteropatogénesis de V. parahaemolyticus en humanos, 

secundaria al consumo de alimentos contaminados de origen marino (Broberg et al. 2011).  
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II. ANTECEDENTES 
 

 Como se explicó anteriormente, aunque los loci que contienen genes de virulencia en 

EHEC se adquirieron en eventos independientes de TGH, la expresión de sus unidades 

transcripcionales está corregulada mediante FTs codificados en los mismos loci (ej. Pch y 

Ler). Más aún, los genes de virulencia no están aislados del resto de la red transcripcional de 

E. coli, sino que su expresión se ve afectada por FTs cuyos genes pertenecen al genoma 

core (conformado por loci presentes en la mayoría de las cepas de E. coli). Así pues, la 

virulencia de EHEC depende de una red transcripcional compleja. 

 

 La proteína Ler, codificada en el LEE, es central para la patogenicidad de EHEC por 

que permite la activación del LEE y de otros genes de virulencia de EHEC. Además, al ser 

Ler el principal regulador de la isla, es su expresión donde converge la acción de diversos 

FTs codificados en el genoma core y, por tanto, donde se integra la red de regulación 

compleja que controla a los genes de virulencia. Ahora bien, una posibilidad no explorada es 

que Ler, a su vez, haya sido integrado a la regulación de uno o más genes del genoma core. 

La corregulación de dichos genes con los factores de virulencia podría conferir alguna 

ventaja a EHEC, ya sea en la colonización o en la infección del hospedero. 

 
 Existen evidencias que sugieren que los FTs adquiridos por TGH y relacionados con la 

virulencia afectan la transcripción de genes del genoma core.  En EHEC el flagelo participa 

en la adhesión inicial a células epiteliales de bovinos, pero su expresión se reprime 

posteriormente durante la formación de las lesiones AE (Mahajan et al. 2009). Más aún, en 

condiciones en que se expresa el LEE (fase exponencial en DMEM a 37ºC) tanto EPEC 

como EHEC carecen de flagelo (Yona-Nadler et al. 2003). Este efecto se debe, al menos en 

parte, a la acción de GrlA (codificada en el LEE), aunque no se ha comprobado la unión 

directa de GrlA a los genes relacionados con la biosíntesis del flagelo. Se piensa que la 

regulación coordinada del LEE y los genes flagelares es necesaria porque el flagelo 

representa un impedimento estérico para la interacción del SSTT con el epitelio del 
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hospedero. En apoyo a esta teoría, la expresión constitutiva de flhDC (que codifican 

activadores de los genes flagelares) inhibe la adherencia a células intestinales (Iyoda et al. 

2006; Tree et al. 2009). 

 

 Además, otras funciones codificadas en el genoma core de E. coli son importantes 

para que esta especie colonice a su hospedador, lo cual las vuelve importantes para la 

patogénesis en el caso de EHEC O157:H7. Tal es el caso de los sistemas de resistencia a 

ácidos que le permiten a varias cepas de EHEC y cepas comensales sobrevivir a la acidez 

del estómago tras la ingesta oral (Lin et al. 1996). Por otra parte, hay evidencia de que ciertas 

funciones conservadas en E. coli podrían utilizarse en forma distinta en EHEC O157: H7 y en 

E  coli K-12. Como ejemplo, se ha observado que EHEC y E. coli K-12 utilizan un grupo 

diferente de fuentes de carbono durante la colonización del hospedero (Fabich et al. 2008).  

 

 En un estudio reciente Abe et al (2008) utilizaron técnicas de recolección de datos a 

gran escala para identificar a los genes que forman parte del regulón de Ler y PchA-C en 

EHEC O157:H7. Los autores tomaron como modelo a la cepa Sakai y a sus mutantes ∆ler, 

∆pchA ∆pchB y ∆pchA ∆pchB ∆pchC y realizaron 13 experimentos de microarreglos. En 

cada uno de ellos se comparó la expresión en una de las mutantes contra la cepa silvestre o 

en la misma cepa con distintos plásmidos (pler o ppchA que sobre-expresan a Ler o PchA 

respectivamente y un plásmido control pC). Cada comparación se realizó con RNA 

proveniente de cultivos crecidos en LB y también a partir de cultivos en DMEM.  

  

Abe et al (2008) obtuvieron los cambios de expresión para cada gen en los 13 

experimentos e identificaron aquellos con patrones de expresión similares (195 genes) u 

opuestos (147 genes) a los del LEE. Estos genes son posibles miembros del regulón de Ler 

y/o Pch, puesto que los patrones de expresión provienen de experimentos en los que se 

alteró la presencia de alguna de las dos proteínas. Los autores también midieron la unión de 

Ler y PchA a los genes de EHEC y EHEC ∆pchB ∆pchC respectivamente mediante Chip-

chip. Con ello observaron la unión de Ler a 85 de los genes con patrones de expresión 

similares u opuestos a los del LEE (PchA también se detectó unida a la mayoría de ellos). 

Interesantemente, 22 de los 85 genes están presentes tanto en EHEC como en E. coli K-12, 

por lo que podrían formar parte del genoma core de E. coli.  
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 Los resultados de Abe et al (2008) reafirman el papel de Ler y Pch como reguladores 

globales de virulencia y sugieren la existencia de nuevos blancos para estas proteínas.  Este 

es un buen punto de partida para investigar el posible papel de Ler, que es indispensable 

para la virulencia de EPEC y EHEC, como regulador de genes del genoma core de E. coli. 

Dichos genes podrían haber sido incorporados al regulón de Ler durante la evolución de 

estos patógenos por codificar funciones que proporcionaron ventajas adaptativas o, para el 

caso de genes que son aparentemente reprimidos por Ler, que representaron una desventaja 

para el establecimiento de una colonización o una infección exitosas. 

 

 

 

 

 

 

 
 

III. HIPÓTESIS 
 

Si la regulación conjunta de los factores de virulencia distintivos de EHEC 0157:H7 y 

los genes del genoma core de E. coli contribuye a la colonización e infección por parte de 

este patotipo, entonces el regulador global de virulencia Ler, podría regular también genes 

del genoma core. 
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IV. OBJETIVOS 
 
 

IV.1 Objetivo general 
 

Comprobar y, en su caso, caracterizar el efecto de Ler en la expresión de genes del 

genoma core de E. coli en EHEC O157:H7 

 

 
 

IV.2 Objetivos particulares 
 

Seleccionar a varios genes de interés entre los posibles blancos de Ler reportados por 

Abe et al (2008) con base en los datos de dicho estudio y en otras características 

previamente estudiadas de los genes. 

  

Medir el efecto de Ler sobre la expresión los genes seleccionados en distintas etapas 

de crecimiento, diferentes cepas de E. coli y en medios de cultivo que favorecen la expresión 

de la isla LEE o que la disminuyen. 

 

Si se observa un efecto de Ler en la expresión de los genes de interés, comprobar si 

este se debe a la unión directa de Ler a la región reguladora del gen.  

 

 Comparar la regulación mediada por Ler de los genes del genoma core de EHEC 

seleccionados, con el efecto de Ler en los genes correspondientes de E. coli K-12. 
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V. MÉTODOS 
 

 
V.1 Herramientas bioinformáticas 

 

 El contexto genético de varios genes de EHEC O157:H7 se estudió usando la 

herramienta GeConT II (Gene Context Tool II), disponible en 

http://bioinfo.ibt.unam.mx/gecont/ (Ciria et al. 2004).   

 

 Para calcular la magnitud de la respuesta transcripcional de diferentes genes de E. coli 

ante la sobre expresión o eliminación de Ler, se partió de los archivos depositados por  Abe 

et al (2008) en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Cada uno de estos archivos contiene los resultados 

para una sola lectura de microarreglo. Se tomaron en cuenta 4 experimentos, dos en los que 

se compara la expresión en EHEC O157:H7 Sakai ∆ler con la expresión en la cepa silvestre y 

dos en los que se compara a EHEC que porta un plásmido que sobreexpresa a Ler (pLer) 

con EHEC que porta un plásmido control. En cada caso un experimento se hizo partiendo de 

cultivos crecidos en LB y otro partiendo de cultivos en DMEM. Ya que cada experimento se 

realizó por duplicado se obtuvieron 8 archivos en total. 

 

Los archivos de Abe et al (2008) indican la intensidad de la señal para todos los genes 

de EHEC O157:H7 en a) la condición relevante (la mutante de ler o la sobreexpresión de Ler) 

y b) en la condición control (la cepa silvestre). A partir de cada archivo se calculó el cambio 

relativo en la señal para cada gen como: 

 

Cambio relativo= log2 (condición relevante/ condición control) 

 

 Una vez calculado el cambio relativo de la señal a nivel genómico se promediaron los 

valores de cambio para las dos réplicas de los mismos experimentos y, finalmente, se 
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encontraron los valores correspondientes a los 22 genes que según Abe et al (2008) tienen 

patrones de expresión relacionados con los del LEE y son unidos por Ler. Este procedimiento 

se llevó a cabo usando códigos de Java y comandos de la terminal de Linux. 

 
 Para analizar la conservación de genes en la especie E. coli se creo una tabla de 

ortólogos utilizando el programa DomClust disponible en la Microbial Genome Database 

(http://mbgd.genome.ad.jp/). Para tal fin se tomaron en cuenta los genomas de 30 cepas de 

E. coli; éstas son: ED1a, HS, IAI1, K12 (DH10B, W3110, MG1655 y BW2952), BL21(DE3), 

SE11, ATCC 8739 y rel606 (comensales); SECEC SMS-3-5 (aislado ambiental); EC4115, 

Sakai, EDL933, 11368, 11128 y TW14359 (aislados de EHEC); E2348/69, B171 y E22 

(aislados de EPEC); 536, CFT073, UTI89, IAI39, UMN026 y S88 (patógenos 

extraintestinales); E24377A (ETEC); 55989 (EAEC) y APEC 01 (APEC).  

 

 
V.2 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 

 

 Las cepas y los plásmidos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 1. Se 

usaron los medios LB (contiene 10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl 

por litro, ajustado a pH 7.5 con NaOH) y DMEM (Gibco BRL Life Technologies, contiene alta 

glucosa, L-glutamina e hidrocloruro de piridoxina. El medio LB se suplementó según fue 

requerido con los siguientes antibióticos: Amp (100-200 µg/ml),  Tc (6-12 µg/ml) y Strp (100 

µg/ml). 

 
 

V.3 Oligonucleótidos 
 

 Los oligonucleótidos utilizados se solicitaron a la Unidad de Síntesis del Instituto de 

Biotecnología-UNAM y se enlistan en la Tabla 2.  
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V.4 Construcción de fusiones transcripcionales 
 

 Para la construcción de las fusiones transcripcionales ompC-cat yehD-cat y ypjC-cat 

se utilizaron los oligonucleótidos listados en la Tabla 2. Con ellos se realizaron reacciones de 

PCR utilizando como molde DNA genómico de la cepa EDL933 (EHEC O157:H7). Para 

amplificar la región reguladora de ompC se uso Taq recombinante de alta fidelidad 

(Invitrogen) en presencia de MgSO4 1.5 mM, dNTPs (cada uno a concentración 1.5 mM) y 2 

ng/µl de cada oligo. En el caso de las regiones reguladoras de yehD y ypjC se utilizó la 

mezcla AccuprimeTM SuperMix II (Invitrogen) y 4 ng/µl de cada oligo. Los programas de 

amplificación fueron: 

 
 
 
Con Taq recombinante 

• 94ºC 10 min 

35 ciclos de:  
          94ºC 1 min  

          53ºC 1 min 

          72ºC 1 min 30 seg 
• 72ºC 10 min 

Con AccuprimeTM SuperMixII 

• 94ºC 2 min 

35 ciclos de:  
          94ºC 30 seg  

          53ºC 30 seg 

          68ºC 1 min 30 seg 
• 68ºC 10 min 

 

 

 

 Una vez obtenidos los productos de PCR, se purificaron utilizando los estuches 

comerciales AxyPrepTM PCR cleanup o AxyprepTM DNA gel extraction de Axygen de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR y el plásmido pKK232-8 

(purificado con AxyPrep plasmid miniprep Kit de Axygen) fueron entonces digeridos con las 

enzimas de restricción BamHI y HindIII o SalI de la siguiente manera:  
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  Región reguladora yehD pKK232-8 

Primera 
digestión 

Mezcla de reacción 
de 100 µl aforada con 
H20 desionizada 

Producto de PCR en 34 µl 
de H20 desionizada 

 Plásmido en 55 µl de H20 
desionizada  

  10 µl de buffer REact 3 (Invitrogen) y 2µl de BamHI  

 Condiciones de 
digestión:  3h a 37ºC 

Segunda 
digestión 

Mezcla de reacción 
de 100 µl  

Producto de la primera reacción purificado (región 
reguladora de yehD o pKK232-8) en 88 µl de H20 
desionizada  

  10 µl de buffer REact 10 (Invitrogen) y 2µl de SalI  

 Condiciones de 
digestión:  3h a 37ºC 

 

 

 

 

 

 

 Región reguladora 
ompC 

Región reguladora 
ypjC pKK232-8 

Volumen de la 
reacción: (aforado 
con H20 desionizada): 

50 µl 100 µl 100 µl 

Mezcla de reacción  PCR en 25 µl de  H20 
desionizada 

 PCR en 17 µl de  H20 
desionizada 

Plásmido en 58 µl de  
H20 desionizada 

 5 microlitros buffer 
Sure/Cut B (Roche) 

10 microlitros buffer 
Sure/Cut B 

10 microlitros buffer 
Sure/Cut B 

 2 µl de BamHI y 2 µl de HindIII en todos los casos 
Condiciones de 
digestión:  4h a 37ºC 
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 Tras cada digestión el plásmido pKK232-8 y cada región reguladora se purificaron con 

el AxyPrepTM PCR cleanup Kit. Finalmente, plásmido e insertos se ligaron utilizando la 

enzima T4 DNA ligasa (Promega), para lo cual se prepararon mezclas de 20 µl con 5 µl del 

vector y 5 µl del inserto (para la fusión ompC-cat) u 8 µl del vector y 9 µl del inserto (fusiones 

yehD-cat y ypjC-cat). A esto se añadieron 2 µl del amortiguador de la ligasa, 1 µl de  la ligasa 

y la cantidad correspondiente de H20 desionizada. La mezcla se incubó a 16ºC toda la noche 

y se purificó mediante una precipitación con glicógeno como se describe a continuación: Se 

agregó 1 µl de glicógeno a cada mezcla de ligación, mezclando por pipeteo. Se añadieron 

500 µl de etanol al 100%. Después de incubar la mezcla a -20ºC por 30 min, se centrifugó a 

14000 rpm por 15 min, se desechó el sobrenadante y se secó la pastilla en un Savant a 

temperatura alta por 15 min. Se resuspendió el DNA en 10-20 µl de H2O desionizada. 

 

 La cepa MC4100 se transformó con diferentes volúmenes de cada producto de 

ligación por electroporación, se recuperaron las células en medio SOC (contiene bacto 

triptona 2 g, extracto de levadura 0.5 g, NaCl 5M 0.2 ml, KCl 1M 0.25 ml, MgCl 1M 1 ml, 

MgSO4 1 M 1 ml y glucosa 0.36 g aforado a 100 ml) a 37ºC por 1 h y media y se cultivaron 

en agar LB con Amp 100 µg/ml para seleccionar a aquellas que tuvieran el plásmido. 

Posteriormente, se eligieron varias colonias para inocular cultivos de 5 ml de LB con Amp 

100 µg/ml y Strp 100 µg/ml, de donde se extrajo el plásmido por Miniprep como se describe a 

continuación: 

 

 Se centrifugaron 3 ml de cultivo por 6 min a 13000 rpm. Se resuspendió la pastilla en 

200 µl de solución GET (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.0), se 

adicionaron 200 µl de solución de lisis (NaOH 0.2 N y SDS 1%), se mezcló por inversión y se 

incubó en hielo por 5 min. La mezcla se centrifugó a 13000 rpm por 10 min, se recuperó el 

sobrenadante y se le agregaron 300 µl de fenol y 200 µl de cloroformo: alcohol isoamílico 

(24:1). Se centrifugó a 13000 rpm por 5 min y tras recuperar la fase acuosa en otro tubo se 

agregó 1 ml de etanol absoluto. La mezcla se incubó a -70ºC por 15 min y se centrifugó a 

14000 rpm por 10 min. Se decantó el sobrenadante y se lavó la pastilla con 1 ml de etanol al 

70% (centrifugando a 14000 rpm 5 min). Finalmente la pastilla se secó en un Savant a alta 

temperatura y se resuspendió el DNA en 50 µl de H20 desionizada.  
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 Para corroborar las construcciones se observó su movilidad electroforética con 

respecto al vector pKK232-8 vacío en un gel de agarosa al 1%. Una vez revisadas, las 

construcciones se purificaron con el estuche comercial High Pure Plasmid Isolation Kit 

(Roche) y se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación del Instituto de Biotecnología, 

UNAM. Los plásmidos que contenían fusiones transcripcionales sin mutaciones se usaron 

para transformar a las cepas de EPEC silvestre y ∆ler y a E. coli MC4100 (previamente 

transformada con pT3Ler o pMPM-T3) con el procedimiento ya mencionado. 

 

 
V.5 Ensayo de actividad de CAT 

 

 La determinación de la actividad de las fusiones transcripcionales al gen cat se realizó 

según el método ya descrito (Puente et al. 1996) En breve, las cepas transformadas con las 

fusiones transcripcionales se cultivaron a 37ºC en 5 ml de LB adicionado con Amp y Tc 

(cuando el fondo genético era MC4100) o con Amp y Strp (para los fondos genéticos EPEC y 

EPEC ∆ler). Estos precultivos se usaron para inocular un nuevo cultivo de 50 ml (LB con 

antibióticos -excepto Strp- o DMEM más LB 1%). El volumen del inóculo se calculó como: 

V(µl)=600/(DO600 del precultivo). 

 

 En diferentes etapas de crecimiento, se colectaron entre 0.5 y 2 ml de cada cultivo y 

las pastillas celulares se recuperaron por centrifugación (13000 rpm por 2 min). Las pastillas 

se lavaron con 1 ml de TDTT (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, DTT 3 µM) y, finalmente, se 

resuspendieron en en 0.5 a 1 ml de TDTT y se obtuvieron los extractos proteicos crudos 

sonicando por 3 min con pulsos de 10 seg (separados por intervalos de 10 seg). Los 

extractos se centrifugaron a 13000 rpm por 15 min y se recuperó el sobrenadante. 

 

 La concentración de las proteínas en el extracto se determinó con el estuche 

comercial BCA (Pierce) y la actividad de CAT mediante una cinética de actividad enzimática 

con acetil-CoA, cloranfenicol y  DNTB -Research Organics-) en un lector de microplacas 

computarizado tipo Ceres (Biotek) con el programa KC3. La actividad específica de CAT se 

determinó dividiendo la actividad obtenida entre la concentración de proteínas de cada 

extracto.  
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V.6 Expresión y purificación de Ler 

 
 La expresión y purificación de Ler-His6-Myc se realizó siguiendo el protocolo de 

trabajos previos (Barba et al. 2005). En resumen, la cepa de E. coli BL21/pLys21 

transformada con el plásmido pT6Ler, que expresa a Ler-His6-Myc, se cultivo hasta alcanzar 

la fase logarítmica media en 200 ml de LB a 37ºC. En este punto se añadió L-arabinosa al 

0.1% al cultivo y se continuó la incubación del cultivo por 4h más en las mismas condiciones. 

Tras este tiempo las células se cosecharon por centrifugación a 4ºC, se resuspendieron en 5 

ml de buffer de urea a pH 8 (urea 8M, NaH2PO4 20 mM, y Tris-HCl 2M) y se lisaron por 

sonicación. La suspensión resultante se centrifugó a 4ºC y el sobrenadante se vació en una 

columna previamente cargada con 2 ml de resina de níquel. Ler-His6-Myc se eluyó usando 

un gradiente de pH (pH 8.0 a 4.5) del buffer de urea.  

 

 Las fracciones de la elución se analizaron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato sódico) para identificar a las que contenían a Ler-His6-Myc. 

Las fracciones así seleccionadas se cargaron en un casete de diálisis Slyde-A-Lyzer 10K 

(Pierce) y se dializaron gradualmente a 4ºC en un buffer con Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), MgCl2 

10 mM, Glicerol 20%, NaCl 0.5 M, Tritón X-100 0.1% y diferentes concentraciones de urea (4, 

1 y 0.2 M), que se cambió cada 3h. El último paso de diálisis se llevó a cabo en un buffer con 

Tris-HCl (pH 7.5) 50 mM (pH 7.5), MgCl2 10 mM, Glicerol 20%, NaCl 240 mM, Tritón X-100 

0.1% y EDTA 3mM. La proteína purificada se guardó en alícuotas a -70ºC y su concentración 

se determinó mediante el método de Bradford. 

 
 

V.7 Ensayos de cambio de movilidad electroforética 
 

 Los ensayos de cambio de movilidad electroforética o EMSA (Electrophoretic mobility 

shift assays) se realizaron con base en el protocolo de Rojas-Lopez, et al (2011): Se usaron 

alrededor de 40 ng de cada uno de los fragmentos de interés (obtenidos con reacciones de 

PCR). Los fragmentos de DNA se mezclaron con concentraciones crecientes de Ler-His6-
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Myc en un buffer con HEPES 40 mM, MgCl2 8 mM, KCl 50 mM, DTT 1mM, Nonidet P40 

0.5% y BSA a 10 µg/ml. Las mezclas de reacción se incubaron por 30 min a 4ºC y después 

se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5%. Las bandas de DNA se tiñeron 

con bromuro de etidio y se visualizaron con un transiluminador UV. 
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VI. RESULTADOS 
 

 
VI.1 Selección de los posibles blancos de Ler 

 
  En un estudio en EHEC O157:H7 cepa Sakai, Abe et al (2008) usaron microarreglos y 

ChIp-chip para identificar a los genes cromosomales regulados por Ler y Pch. En sus 

microarreglos los autores compararon a: EHEC que porta a un plásmido que sobreexpresa a 

Ler o Pch con EHEC con un plásmido control; mutantes en Ler o Pch con una cepa silvestre; 

una mutante en ler que sobreexpresa contra una que no sobreexpresa a Pch y la triple 

mutante en pchA-pchB-pchC que sobreexpresa Ler con la triple mutante que no la 

sobreexpresa. En el análisis conjunto de estos experimentos se encontraron 172 genes de 

EHEC que mostraban patrones de expresión parecidos a los del LEE (195 genes) o 

aparentemente opuestos (147 genes). Los autores reportaron que Ler se unía a 85 de los 

172 genes mencionados (a la región codificante o cerca de la misma) (Figura 3A). Para fines 

de este estudio se consideró que estos 85 genes son el posible regulón de Ler (si bien Pch 

también se une a la mayoría de ellos).  

 
 Según el estudio de Abe et al (2008), hay 22 genes del regulón de Ler que también se 

encuentran en E. coli K-12. Con el fin de averiguar si estos genes formaban parte del 

genoma core de E. coli se buscaron homólogos en 30 cepas de esta especie, incluyendo 

aislados de diversos patotipos y comensales. Como se muestra en la Figura 3B, la mayoría 

 

 

Figura 3 (Siguiente página). Estudio y selección de los genes a estudiar a partir de los 
datos de Abe et al (2008). A) 85 genes de EHEC O157:H7 Sakai conforman el posible regulón 
de Ler. De éstos 22 tienen ortólogos en E. coli K-12. B) Cambio en los niveles de transcripción 
de los 22 genes mencionados en EHEC que sobreexpresa a Ler (pLer) o en la mutante en ler 
(∆ler) con respecto a la cepa silvestre (representados como heat map). Se indica la función para 
cada gen y el número de cepas de E. coli (de un total de 30) en las que se encontraron sus 
ortólogos (números azules, ver métodos). Los genes en amarillo son blancos de H-NS (Oshima, 
T. et al., 2006).  Se señalan los Grupos A y B y los genes seleccionados como objeto de este 
estudio. Los datos para varios genes del LEE aparecen como referencia. Las funciones de los 
genes se tomaron de las bases de datos KEGG y EcoCyc y de la literatura (ver texto).  
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de los genes conservados en E. coli K-12 también se encuentran en todas (o gran parte) de 

las cepas analizadas. Los 22 genes cuya pertenencia al genoma core se estudió se 

dividieron en dos grupos de acuerdo a su función (Figura 3B): 
 
  El Grupo A comprende 11 genes con funciones relativamente bien conocidas y que, en 

su mayoría, se han relacionado previamente con la patogénesis de EHEC. Estos genes 

están agrupados en dos loci, uno de los cuales es un operón formado por los genes hha, 

ylaD y tomB. El gen hha codifica para un represor de la expresión de Ler (ver sección I.3.c). 

El segundo locus agrupa los genes slp, hdeB, hdeA, hdeD, gadE, mdtE, gadX y gadW, 

relacionados con la resistencia de E. coli al estrés por ácidos (ver sección II). 

 

 Los 11 genes restantes están distribuidos en 10 loci y forman el Grupo B. Entre ellos 

figuran genes relacionados con el transporte de solutos a través de la membrana (ompC, 

mntH y nupC) (Anjem et al. 2009; Pratt et al. 1996) (Craig et al. 1994); leuL, que codifica al 

péptido líder del operón de leucina, necesario para la regulación por atenuación 

transcripcional del operón (Somers et al. 1973; Wessler y Calvo 1981), y genes cuya función 

se ha estudiado poco (los genes fimbriales yfgH y ykgK y la toxina hokE) o se desconoce. 

Este trabajo se enfoca en la regulación por Ler de los genes ompC, yehD y ypjC del grupo B, 

que se seleccionaron tomando en cuenta varios criterios (Figura 3B): 

 

a) Función asociada al gen: La expresión de fimbrias, que confieren a las bacterias la 

capacidad para adherirse entre ellas o a las células del hospedero es importante para la 

patogénesis de EHEC y EPEC (Saldaña et al. 2009; Torres et al. 2008; Xicohtencatl-

Cortes et al. 2007). Esto motivó el estudio del gen yehD en el presente trabajo.  

 

b) Cambio transcripcional ante la sobreexpresión o deleción de ler: El cambio relativo del 

nivel de transcripción se calculó a partir de los datos depositados por  Abe et al en la base 

de datos GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). De acuerdo a este cálculo, el gen de 

función desconocida ypjC se activa fuertemente al sobreexpresar Ler en DMEM (en 

comparación con otros genes del grupo B). La activación de ypjC se asemeja a la de 

sepZ (LEE2) y eae (LEE5) en la misma condición. 
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c) Regulación por H-NS: Ler evita la represión por H-NS de los operones del LEE al 

competir por sus sitios de unión. Por tal motivo nos interesamos en aquellos genes cuya 

represión por H-NS se ha observado previamente (Figura 3B, genes resaltados en 

amarillo). La represión de yehD, ypjC y ompC por H-NS se observó al estudiar el regulón 

de dicha proteína usando microarreglos y ChIp-chip (Oshima et al. 2006).  

 

d) Conservación de la posible región reguladora y contexto genético: Para explorar la 

posibilidad de que los genes ompC, yehD y ypjC hayan sufrido cambios que hagan posible 

su regulación por Ler, se alinearon las posibles regiones reguladoras de dichos genes de 

EHEC O157:H7 Sakai y E. coli K-12 MG1655. En los tres casos se observan diferencias en 

la posible región reguladora y en el caso de yehD y ypjC la cantidad de posiciones diferentes 

es mayor a 10% (Figura 4A-C). Por otro lado, la estructura del locus ypjC es diferente entre 

E. coli K-12 y EHEC O157:H7: en E. coli K-12 comprende dos genes, mismos que están 

fusionados en EHEC O157:H7. Esta situación se repite con los loci yqaDC y ygaRQ que 

están río arriba de ypjC (Figura 4C). Cabe mencionar que según su conservación en 

diferentes cepas de E. coli (Figura 3B), ypjC no pertenece al genoma core de la especie. 

Empero, sus homólogos están distribuidos en cepas comensales y patógenas a diferencia de 

los genes del LEE que son exclusivos de cepas patógenas, por lo que se decidió mantenerlo 

como parte de este estudio, considerando también que fue uno de los genes cuya regulación 

por Ler fue más clara en el análisis realizado por Abe et al (2008). 

 
 

 VI.2 Efecto de Ler en la expresión de los genes ompC, yehD y ypjC 
 
 Como primer paso para abordar la regulación por Ler de los genes seleccionados, se  

construyeron fusiones transcripcionales de sus posibles regiones reguladoras con el gen 

reportero cat (cloranfenicol acetil transferasa). Las fusiones ompC-cat, yehD-cat y ypjC-cat 

están contenidas en plásmidos multicopia derivados de pKK232-8 (Tabla 1). Las regiones 

clonadas se describen en la Tabla 2 y son las mismas cuya longitud y conservación se 

detallan en la Figura 4. La fusión sepZ-cat (Figura 5), correspondiente al primer gen del 

operón LEE2 (Bustamante et al. 2001), se usó como control positivo. 
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Figura 4. Contextos genéticos de los genes a estudiar. Se detalla la región del cromosoma de 
EHEC O157:H7 Sakai que rodea a los genes ompC (A), yehD (B) y ypjC (C). Además se hace un 
acercamiento a la posible región reguladora de dichos genes, mostrando los sitios que son 
diferentes entre E. coli K-12 y EHEC e indicando la cantidad y porcentaje de posiciones 
desapareadas en la región (según un alineamiento de ClustalW2). Para ompC se indican los 3 
sitios de inicio de la transcripción en rojo. En el caso de ypjC se comparan los contextos entre 
ambas cepas de E. coli. Los gráficos se generaron usando las herramientas pDRAW32 1.1.113 y 
CLC Sequence Viewer 6.6.2 



- 44 - 
 
 

 

 

Figura 5. Actividad de las fusiones transcripcionales ompC-cat, ypjC-cat y sepZ-cat en E. 
coli K-12 MC4100 en presencia o ausencia de Ler. La cepa MC4100 fue transformada con 
pT3Ler (que sobre expresa a Ler) o con el vector vacío pMPM-T3 y con cada una de las fusiones 
transcripcionales. La actividad de CAT se midió en extractos proteicos de cultivos obtenidos en 
diferentes fases de crecimiento en medio LB a 37ºC con agitación. A) Actividad de las fusiones 
transcripcionales ompC-cat, ypjC-cat y sepZ-cat en el inicio de la fase estacionaria (OD600=1) y en 
fase estacionaria tardía (OD600=1.6). B) Actividad de la fusión ompC-cat a lo largo de 5.5 h de 
cultivo (líneas discontinuas) y curvas de crecimiento de los cultivos correspondientes a ambas 
cepas (líneas continuas, el eje “y” secundario está en escala logarítmica). 
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VI.2.a La sobre expresión de Ler en E. coli K-12 activa a ypjC y afecta negativamente la 
expresión de ompC 

 

 La actividad de las fusiones transcripcionales se determinó en E. coli K12 MC4100 en 

presencia del plásmido pMPM-T3 o de su derivado pT3Ler, que sobreexpresa a Ler (Figura 

5).  

La fusión ompC-cat es activa en MC4100 y, aunque la presencia de pT3Ler no afecta 

su expresión en la fase exponencial ni en el inicio de la fase estacionaria, la reprime 

significativamente en etapas posteriores. La represión de ompC-cat por Ler es más clara 

cuando la DO600~1.6 (Figura 5A y B). Este efecto contrasta con el observado con sepZ-cat 

que, como se esperaba, que es fuertemente activada por Ler (Bustamante et al. 2001). En 

cambio, la fusión ypjC-cat es inactiva en el fondo MC4100, pero se activa al sobreexpresar 

Ler. El nivel de expresión de ypjC-cat en presencia de Ler es bajo comparado con el de 

ompC-cat o sepZ-cat (ver ejes “y” en la Figura 5A). Por su parte, la fusión yehD-cat no 

mostró actividad ni en presencia ni en ausencia de Ler.  

 

 

VI.2.b La actividad de ompC es similar en EPEC y EPEC ∆ler y ypjC es inactivo en EPEC 
 

 Con el propósito de determinar la influencia de Ler sobre la expresión de estas 

fusiones en un contexto genético donde naturalmente se produce Ler, la expresión de las 

fusiones transcripcionales se analizó en EPEC y EPEC ∆ler cultivadas en LB o DMEM 

(Figura 6). Bajo estas condiciones se observó que la expresión de ompC-cat es similar en 

ambas cepas (independientemente de la etapa de crecimiento y el medio de cultivo) y que la 

presencia del gen ler en EPEC no es suficiente para activar a ypjC-cat. La fusión yehD-cat  

también fue inactiva en ambos fondos, mientras que el control se comportó normalmente, 

siendo activado por Ler a bajos niveles en LB y fuertemente en DMEM (Bustamante et al. 

2001).  
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Figura 6. Actividad de las fusiones transcripcionales ompC-cat y sepZ-cat en EPEC y 
EPEC ∆ler. La actividad de CAT se midió en extractos proteicos de cultivos crecidos en LB (A) 
o DMEM (B) a 37ºC con agitación. Las muestras se tomaron durante la fase exponencial 
(OD600=0.6), en el inicio de la fase estacionaria (OD600=1.0) o en fase estacionaria tardía 
(OD600=1.6). Las barras representan el promedio y desviación estándar de 3 experimentos 
independientes. 
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VI.3 Ler interacciona específicamente con las regiones reguladoras de ompC, yehD y 
ypjC 

 
 Con el fin de determinar si el efecto de Ler en la actividad de ompC-cat y ypjC-cat, 

confirmado en E. coli MC4100 sobreexpresando Ler, se debía a la acción directa de la 

proteína sobre las regiones reguladoras de estos genes, se realizaron ensayos de cambio de 

movilidad electroforética (EMSA) usando a Ler-His6-Myc purificada y productos de PCR 

idénticos a las regiones contenidas en las fusiones transcripcionales yehD-cat, ompC-cat, y 

ypjC-cat. También se usó a la región reguladora de sepZ, que contiene un sitio de unión de 

Ler (Bustamante et al. 2001), como control positivo. Además, en todos los ensayos se añadió 

como control negativo un fragmento de DNA correspondiente a la región codificante del gen 

ler de EPEC (390 pb) (Figura 7). Estos experimentos demostraron que Ler se une a los 

fragmentos de DNA correspondientes a las regiones reguladoras de ompC, ypjC y yehD. La 

unión de Ler a dichos fragmentos sucedió a una concentración de proteína similar o menor a 

la que se requirió para retardar al control positivo, así pues, la afinidad de Ler por las 

regiones reguladoras de ompC, yehD y ypjC es parecida o superior a su afinidad por su sitio 

de unión río arriba de LEE2. Finalmente, la unión de Ler a los genes estudiados no se debe a 

que Ler se una inespecíficamente a la región reguladora de cualquier gen cromosomal, pues 

Ler no retarda a la región río arriba del operón malEFG. 
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Figura 7. Interacción de Ler con las regiones reguladoras de diferentes genes. 
Concentraciones crecientes de Ler fueron mezcladas con una concentración única de cada 
fragmento de DNA obtenido por PCR. En cada caso se incluyó en la misma mezcla una 
cantidad similar del control negativo. Los fragmentos y los complejos generados fueron 
separados por electroforesis en un gel de acrilamida al 5% y visualizados por tinción con 
bromuro de etidio. Para cada experimento se indica el gen al que corresponde cada fragmento. 
El fragmento ler corresponde a la región codificante de dicho gen y funge como control 
negativo. Las concentraciones de Ler-His6-Myc utilizadas son las mismas en todos los 
experimentos. 
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VII. DISCUSIÓN 
 

 La virulencia de EPEC y EHEC se relaciona con la presencia de diversos loci 

adquiridos por transferencia genética horizontal (TGH), entre los que el LEE juega un papel 

central. En ambos patógenos la proteína Ler, codificada en el LEE, funge como regulador 

global de la patogénesis, activando a los genes del LEE y a otros genes que codifican para 

factores de virulencia. A su vez, muchos FTs, codificados en el genoma core de E. coli o en 

los genes de patogenicidad regulan la expresión de Ler. Así pues, en  la red transcripcional 

que modula la patogénesis de EHEC y EPEC existen conexiones que van del genoma core y 

de elementos móviles (a través de diversos reguladores) hacia ler y conexiones desde ler (a 

través de Ler) hacia varios elementos móviles. No obstante, la existencia de conexiones 

desde ler hacia el genoma core de E. coli, que completarían esta red, se ha estudiado poco. 

Esta incógnita se abordó en el presente trabajo tomando como base el estudio del regulón de 

Ler y Pch realizado por Abe et al (2008) en EHEC O157:H7 Sakai. 

 

 Según los ensayos de microarreglos y ChIp-chip de Abe et al (2008), hay 22 genes 

compartidos entre EHEC y E. coli K-12 a los que Ler se une directamente y cuya expresión 

está regulada por Pch y/o Ler. Entre ellos se seleccionaron a los genes yehD, ompC y ypjC 

como objetos de este estudio. 

 

 El gen ompC, cuya pertenencia al genoma core de E. coli se constató, codifica una 

porina de membrana externa y según Abe et al (2008) es un gen inhibido por Ler. En E. coli 

K-12 OmpC es una porina abundante que controla el paso de iones y otros solutos 

hidrofílicos pequeños a través de la membrana externa. La cantidad de OmpC en la célula 

varía en respuesta a diferentes factores ambientales, incluyendo la temperatura, el pH, la 

osmolaridad, la limitación de nutrimentos y la presencia de antibióticos (Pratt et al. 1996). 

Entre los FTs que regulan a ompC figura H-NS, que se une directamente a la región 

reguladora de este gen (Oshima et al. 2006) inhibiendo su expresión. La reducción de los 

niveles de expresión de ompC por Ler podría contribuir en la virulencia si la presencia 

abundante de OmpC en la membrana representara un impedimento para la adhesión a las 



- 50 - 
 
 

células del hospedero o para el ensamblaje del SSTT o si alguna molécula que ingresa a 

través de esta porina afectara la expresión de los factores de virulencia. Estas y otras 

posibilidades que tendrían que analizarse en caso de comprobarse la importancia de OmpC 

para la virulencia.   

 

 Por su parte, el gen ypjC, cuya función se desconoce por completo, resulta 

particularmente interesante por la fuerte respuesta positiva que mostró ante la sobre 

expresión de Ler en DMEM (similar a la de algunos genes del LEE) en el estudio de Abe et al 

(2008). Por otro lado, H-NS se une a la secuencia codificante y a la región río arriba de ypjC 

(Oshima et al. 2006). Estas observaciones motivaron la inclusión de ypjC en el presente 

estudio a pesar de que el gen fue identificado en sólo 6 cepas de E. coli (patógenas y 

comensales). 

 

 Al estudiar la regulación por Ler de ompC y ypjC con fusiones transcripcionales, se 

observó que la sobre expresión de Ler en E. coli K-12 inhibía a la fusión ompC-cat en la fase 

estacionaria tardía y activaba a ypjC-cat (inactivo en ausencia de Ler). Además se constató la 

unión de Ler a la región reguladora de ambos genes, lo que indica que Ler afecta su 

transcripción en forma directa y no actúa a través de otro regulador. A excepción de la 

activación de ypjC en LB, que sólo se observó en este estudio, estas observaciones 

confirman los resultados de Abe et al (2008) para el caso de estos genes (Figura 3B). El 

efecto de Ler en ompC es de particular interés en vista de la controversia actual en cuanto a 

la acción de Ler como represor. Al igual que con ompC, la sobre expresión de Ler reprime a 

LEE1 bajo ciertas condiciones, aunque debe considerarse la posibilidad de que esto no 

ocurra en presencia de una dosis menor de Ler (Berdichevsky et al. 2005; J. Mellies et al. 

2007), como se observó para ompC-cat en este estudio en la cepa silvestre y mutante de 

EPEC. Cabe añadir que según datos preliminares, el gen ypjC no sólo se activa al 

sobreexpresar a Ler, sino también en E. coli K-12 mutante en hns (ver Apéndice 1). Esto 

sugiere la posibilidad de que Ler actúe evitando la represión de ypjC por H-NS, al igual que 

sucede con los promotores del LEE.  

 

 Para continuar se investigó el efecto de Ler, expresada desde el cromosoma de EPEC 

E2348/69, en la expresión de los genes seleccionados. Aunque cabía la posibilidad de usar a 
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EHEC y su mutante en ler como modelos de estudio, la mutación de ler en EHEC (mediante 

el método de Datsenko y Wanner) no tiene efecto sobre la expresión de los genes del LEE 

(Abe et al. 2008). Se desconoce la causa de este fenómeno, que también se ha observado 

en ensayos realizados en nuestro laboratorio y contrasta con la observación de que Ler es 

necesaria en EHEC para la expresión del LEE, la secreción a través del SSTT y la formación 

de lesiones AE (Elliott et al. 2000; Friedberg et al. 1999). Con esto en mente, se emplearon a 

las cepas de EPEC E2348/69 silvestre y su mutante en ler, con las que se observan efectos 

claros de Ler en la expresión del LEE (Bustamante et al. 2001).  

 

 La expresión de Ler a partir del gen ler de EPEC es insuficiente para reprimir a la 

fusión ompC-cat o activar a ypjC-cat en las condiciones utilizadas en este estudio. Esto 

sugiere que la dosis de Ler necesaria para cambiar la expresión de  ompC o ypjC es superior 

a la que existe en un contexto biológicamente relevante. Sin embargo, debe considerarse la 

posibilidad de que el fondo genético (EPEC en lugar de EHEC O157:H7) o las condiciones 

empleadas no sean las adecuadas para observar el efecto de Ler sobre ompC-cat o ypjC-cat. 

En el caso de ompC, alguna de las muchas condiciones que modifican su expresión (ej. un 

cambio de osmolaridad) podría hacer evidente su regulación por Ler. También es posible que 

la dosis endógena de Ler sí regule a las copias cromosomales de ompC y ypjC pero se 

vuelva insuficiente cuando las regiones reguladoras se encuentran en un alto número de 

copias, como en el caso de las fusiones transcripcionales. Por otro lado, otros reguladores 

presentes en EPEC pero no en E. coli K-12 podrían actuar sobre ompC y ypjC en EPEC 

impidiendo o enmascarando la regulación por Ler. De hecho, Pch también se une a los 

promotores de ompC, yehD y ypjC según Abe et al (2008), y en EPEC la proteína PerC es 

funcionalmente equivalente a Pch (pues PerC activa al LEE1 de EHEC) (Porter et al. 2005); 

sin embargo, a la fecha desconocemos cuál es el papel de PerC en la regulación de genes 

del core. 

 

 En cuanto a yehD, el gen se encontró en la mayoría de las cepas de E. coli analizadas 

(Figura 1) y pertenece al operón yehDCBA, que probablemente codifica un factor de 

adherencia tipo fimbria (Low et al. 2006). Una fimbria es un filamento proteico de longitud y 

grosor variable que facilita la adherencia de la bacteria a diferentes tipos de superficie. A 

diferencia de las cepas del patotipo EPEC, que colonizan el intestino delgado, EHEC 
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O157:H7 se adhiere a la parte distal del colon. Se ha sugerido que este tropismo se relaciona 

con la expresión de factores de adherencia específicos por parte de EHEC O157:H7 (J. 

Mellies et al. 2007). En EHEC O157:H7 se han identificado 16 clusters de genes que 

codifican factores de adherencia tipo fimbria (Low et al. 2006). De ellos, los operones ppdD, 

MAT y csgA, conservados en E. coli K-12 y EPEC, codifican factores relevantes para la 

adherencia de EPEC y EHEC O157:H7 a células epiteliales (Saldaña et al. 2009; 

Xicohtencatl-Cortes et al. 2007).  

 

 Por otro lado, el operón fimbrial lpf1, que se encuentra en EHEC y no en E. coli K-12 o 

EPEC (Low et al. 2006) y su producto (la fimbria LPF1) son importantes para la adherencia 

de EHEC en células epiteliales (Torres et al. 2008). Más aún, LPF1 contribuye en la 

adherencia específica de EHEC en el colon, ya que en ausencia de lpf1 EHEC O157:H7 se 

une también al intestino delgado (Fitzhenry et al. 2006). Al igual que con los operones del 

LEE, Ler activa a lpf1 y H-NS lo inhibe (Rojas-Lopez et al. 2011; Torres et al. 2008). Según 

Abe et al (2008) Ler se une a yehD y la sobre expresión de Ler en DMEM correlaciona con el 

aumento en la señal transcripcional del mismo. Además, en E. coli K-12 H-NS se une al 

operón yehDCBA, cuya expresión aumenta en ausencia de H-NS (Oshima et al. 2006). Esto 

último apoya un modelo de regulación como el descrito para lpf1. El operón yehDCBA es  

uno de los pocos operones fimbriales de EHEC cuya expresión se ha observado (Low et al. 

2006).  

 

 Aunque Ler se une directamente a la región reguladora de yehD, la fusión yehD-cat 

fue inactiva en todas las condiciones estudiadas. Según nuestros datos preliminares, la 

ausencia de H-NS es suficiente para observar la expresión de yehD-cat en MC4100, pero es 

posible que se requiera de algún factor diferente de Ler y exclusivo de EHEC para evitar el 

efecto de H-NS sobre yehD y observar la expresión del gen que se ha reportado previamente 

(Low et al. 2006).   

 

  Datos preliminares, obtenidos al fusionar las regiones reguladoras de los genes yehD, 

ypjC y ompC de E. coli K-12 a cat muestran comportamientos similares a los observados con 

las fusiones correspondientes a EHEC O157:H7. Aquí también, la sobre expresión de Ler 

reprime a la fusión de ompC y activa a la de ypjC, mientras que la fusión de yehD es inactiva 
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en presencia o ausencia de Ler. La confirmación de estos datos indicaría que los efectos 

observados con las fusiones de EHEC O157:H7 no se deben a adaptaciones de las regiones 

reguladoras de ompC o ypjC ocurridas en este organismo. Es muy posible que, al igual que 

su homólogo H-NS, Ler no reconozca una secuencia de DNA específica, sino que su unión 

dependa del contenido de A+T de sus blancos o de la curvatura del DNA (Navarre et al. 

2007). En tal caso, la sobre expresión de Ler podría ocasionar su unión inespecífica a varios 

loci genoma core de E. coli y, con ello, su activación o represión de los genes 

correspondientes. Si esto también sucede cuando Ler se encuentra en concentraciones 

fisiológicas, cabe suponer que sus efectos sobre los genes del genoma core serían 

principalmente de carácter neutral (no promueven ni disminuyen la viabilidad) o deletéreo (y 

tienden a eliminarse), pero no se puede descartar que alguno de estos eventos contribuya en 

el establecimiento de la infección. 

 

 En resumen, Ler tiene el potencial para modificar en forma directa la expresión de 

genes del genoma core de E. coli, no obstante, en el caso de los genes ompC y ypjC, este 

evento sólo se observa cuando Ler se expresa artificialmente a partir de un plásmido, lo cual 

confirma las observaciones realizadas por Abe et al (2008), para el caso de estos genes; sin 

embargo, dicha regulación no pudo ser comprobada en condiciones que se consideran más 

cercanas al contexto fisiológico de EHEC O157:H7. Mas aún, es posible que el efecto de Ler 

sobre ompC y ypjC no se deba a polimorfismos presentes en las secuencias de EHEC, sino 

que también ocurra con genes de una cepa comensal (E. coli K-12). Esto último descartaría 

que la regulación de ompC y ypjC por Ler sea un carácter que apareció y se seleccionó en 

EHEC O157:H7 aunque no comprueba que carezca de importancia para la virulencia. 

 

 Los resultados de este estudio son un primer abordaje para la siguiente pregunta: 

¿Qué blancos de Ler en el genoma core son importantes para la virulencia? ¿Cómo 

diferenciarlos de aquellos genes, probablemente más abundantes, cuya regulación por Ler 

no tiene impacto en la patogenicidad de E. coli? La respuesta a estas preguntas a nivel del 

genoma core completo de E. coli requiere de un estudio del regulón de Ler que tome en 

cuenta varios factores: 

 

 Para empezar, puesto que la sobrexpresión de Ler podría tener efectos globales 
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distintos a la de su dosis fisiológica, es importante contar con datos obtenidos con una 

mutante en ler. En el estudio de  Abe et al (2008) la obtención de dichos datos está 

oscurecida por el comportamiento inesperado de los genes del LEE en EHEC ∆ler. Una 

solución a esta dificultad sería el uso de EPEC y su mutante en ler, cuyo comportamiento se 

comprende a fondo, como modelos.  

 

 Por otra parte, es necesario tomar en cuenta los efectos de otros reguladores de 

virulencia que pudiesen interferir con la identificación del regulón de Ler. Entre estos 

reguladores destacan PchA-C de EHEC (o su homólogo PerC de EPEC), que según el 

estudio de Abe et al (2008) se une a la mayoría de los genes que Ler regula, dificultando la 

identificación del regulón de Ler. Por otro lado, el efecto de GrlA, cuya expresión está 

íntimamente ligada a la de Ler no se tomó en cuenta en el estudio de Abe et al (2008). En 

este aspecto, el modelo EPEC presenta la ventaja de que sus reguladores GrlA y PerC se 

han estudiado a fondo y este último puede ser eliminado curando a EPEC del plásmido EAF 

o eliminando específicamente el gen (en contraste con EHEC en donde existen varios genes 

pch cromosomales) (ver I.3.c).  

 

 Finalmente, el estudio de los efectos de Ler en cepas que no portan al LEE o en 

diferentes variantes de EPEC, planteado como herramienta en este estudio, podría llevarse a 

nivel global. La comparación de los blancos de Ler en varios linajes y en relación con 

diversos fenotipos de la especie E. coli nos daría luz sobre el valor adaptativo de diferentes 

eventos de regulación.  

 

 En la medida en que se tomen en cuenta los parámetros mencionados será posible 

entender hasta qué grado la regulación del LEE se ha integrado con la red transcripcional 

residente y qué cambios en el genoma core, si los hay, reforzaron su virulencia. Esta 

información reflejaría el nivel de adaptación de EHEC o EPEC para la patogénesis y con ello 

la importancia que ha tenido esta característica para su supervivencia 

 

 

 

 



- 55 - 
 
 

 
 

VIII. PERSPECTIVAS 
 

Confirmar los cambios en la expresión de  ompC-, ypjC- y yehD-cat, correspondientes 
a los genes de E. coli K-12, ante la sobre expresión o mutación de ler. Así como estudiar 

su expresión en MC4100 ∆hns y la unión de Ler a las regiones reguladoras 

correspondientes. 

 

Confirmar la expresión de las fusiones ompC-, ypjC- y yehD-cat, correspondientes a 
los genes de  EHEC O157:H7, en MC4100  ∆hns. 
 
Analizar el efecto de Ler en la expresión de las fusiones transcripcionales de los genes 
de interés (tanto los de EHEC O157:H7 como los de E. coli K-12) en EHEC O157:H7. 

Para investigar si la regulación por Ler de estos genes (y la expresión en el caso de yehD) 

sólo es posible en presencia de FTs exclusivos de EHEC O157:H7. 

 

Ampliar el espectro de condiciones a estudiar en EPEC y EPEC ∆ler con miras a 

identificar aquellas en las que la dosis fisiológica de Ler modifique la expresión de ompC y 

ypjC. En el caso de ompC se tomarían en cuenta las condiciones conocidas que alteran su 

expresión (ej. osmolaridad, pH, presencia de antibióticos). 

 

Determinar el efecto de Ler en la expresión de ypjC y ompC mediante PCR en tiempo 
real. Con esto se estudiaría el fenómeno sin intervención de variables propias de las fusiones 

transcripcionales como la longitud de la región reguladora fusionada al gen reportero o el 

número de copias del vector que las porta.  

 

Identificar los blancos relevantes de Ler en el genoma core. Como ya se mencionó, una 

nueva búsqueda del regulón de Ler será primordial como primer paso para contestar 

incógnitas fundamentales sobre el funcionamiento y la evolución de los patógenos que portan 

al LEE. En contraste con el estudio de Abe et al (2008), dicha búsqueda se enfocaría en el 

regulador Ler de EPEC E2348/69 y tomaría en cuenta los parámetros que se discutieron con 
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anterioridad para garantizar la relevancia biológica de los datos obtenidos.  

 

Explorar la participación de los genes que son blancos de Ler en el genoma core en la 
virulencia de los patógenos AE. Para tal fin se construirían mutantes en dichos genes en 

cepas modelo de EPEC, EHEC y/o C. rodentium y se mediría su capacidad para secretar 

proteínas efectoras y adherirse a células epiteliales en cultivo, así como para colonizar y 

formar lesiones AE en el intestino ratones (para el caso de C. rodentium). 
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