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ABREVIATURAS 

A  Antitoxina  

A/E  Adhesión y borrado 

Ap  Ampicilina 

APS  Persulfato de amonio 

CA  Complejo de aguja 

Cm  Cloranfenicol 

DAEC  Eschericha coli difuso adherente 

DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco 

EAEC  Eschericha coli enteroagregativa 

EIEC  Eschericha coli enteroinvasiva 

EMSA  ensayos de cambio en la movilidad electroforética 

EPEC  Eschericha coli enteropatogena 

EHEC  Eschericha coli enterohemorragica 

ETEC  Eschericha coli enterotoxigenica 

GB3  Globotriaosilceramida 

gfp  Proteína verde fluorescente 

HGT  Transferencia Horizontal de Genes 

HUS   Síndrome Urémico Hemolítico 

ITU  Infecciones del tracto urinario 

Km  Kanamicina 

LB  Luria-Bertani 

LEE  Locus de la Eliminación del Enterocito 

Ler  Regulador maestro Ler 

LPS  Lipopolisacárido 
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LT  Toxinalábil 

ORFs  Marcos de lectura abiertos 

PBS  Solución buffer de fosfatos  

PAIs  Islas de patogenicidad 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

SST3  Sistema de secreción tipo 3 

ST  Toxina termoestable 

Stx  Toxina tipo Shiga 

T  Toxina  

TA  Toxina-antitoxina 

TBE  Tris borato EDTA  

TEMED N,N,N´,N´-tetrametilentilendiamina 

Tir  Receptor translocadointimina 

UFC  Unidades Formadoras de Colonia 

UPEC  Escherichia coli uropatógena 
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1. Introducción 

Los sistemas de toxina-antitoxina (TA) tipo II se consideran como pares de proteínas en 

las que una toxina se asocia con una antitoxina (antídoto) formando un módulo. Por 

medio de una búsqueda bioinformática se identificó un sistema TA tipo II Z1059-Z1060 

en la cepa patógena EDL933 de Escherichia coli(E.coli) enterohemorrágica (EHEC, por 

sus siglas en inglés). Se generaron mutantes nulas por medio de la interrupción 

genética en un solo paso.  

Para analizar la expresión transcripcional del operón z1060-z1059, se clonó la región 

promotora de este sistema en un plásmido que lleva el gen reportero gfpmut3A. Se 

analizaron los niveles de expresión, detectando los niveles de fluorescencia por medio 

de citometría de flujo. La ausencia de la antitoxina Z1059 (EttB) incrementó los niveles 

de expresión del sistema Z1059-Z1060, observando que la antitoxina Z1059 (EttB) 

reprime su propia expresión. Además de lo anterior, se analizó la interacción directa de 

la antitoxina Z1059 (EttB) sobre su propia región promotora usando Ensayos de 

Cambio en la Movilidad Electroforética, (EMSA, por sus siglas en inglés). La antitoxina 

Z1059 (EttB) fue capaz de unirse a su propia región promotora observando complejos 

DNA-proteína.  

Interesantemente, la ausencia de la antitoxina Z1059 (EttB) afectó el crecimiento de 

EHEC a temperatura ambiente pero no a 37oC. Nuestros datos mostraron que el 

sistema Z1059-Z1060 fue estimulado a bajas temperaturas con respecto a 37oC.  

Las mutantes derivadas del sistema Z1059-Z1060 fueron analizadas en su interacción 

tanto a células animales (células vero, 37oC) como vegetales (lechuga, temperatura 
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ambiente). En línea con los datos de termorregulación, la mutante antitoxina z1059 

(ettB) estuvo afectada en la adherencia a células vegetales pero no a células 

animales, indicando que este sistema es relevante para la patogénesis de EHEC a 

temperatura ambiente.  
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2. Marco teórico 

2.1 Escherichia coli 

2.1.1 Características morfológicas y fisiológicas de E.coli 

El género Escherichia son bacterias Gram negativa pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae. El género está conformado por seis especies: Escherichia coli, 

Escherichia  hermannii, Escherichia fergusonii, Escherichia vulneris, Escherichia blattae 

y Escherichia albertii(1). Las bacterias del género Escherichia son oxidasa negativas y 

sonanaerobias facultativas que tienen tanto un tipo de metabolismo respiratorio y uno 

fermentativo. Tanto la generación de ácido y gas se forman a partir de la mayoría de 

los hidratos de carbono fermentables. 

La especie más frecuente e importante del género es E. coli, la cual fue aislada por 

primera vez de las heces de un niño en 1885 por el pediatra austriaco Theodor 

Escherich(2). E. coli es un bacilo Gram negativo de tamaño 0.3-1 x 1-6 µm, que juega 

un papel nutricional en el tracto intestinal al sintetizar vitaminas, particularmente 

vitamina K (3). Las cepas silvestres de E. coli rara vez requieren factores de 

crecimiento y son capaces de crecer utilizando una amplia variedad de fuentes de 

carbono y energía como azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, tiene requerimientos 

nutricionales sencillos: fermentan la glucosa y lactosa, son capases de reducir los 

nitratos a nitritos, son catalasa-positivos y presentan una cápsula prominente (4).  

E. coli es una cepa comensal del intestino delgado no patógena que forma parte de la 

biota intestinal tanto del humano como de muchos mamíferos. La pérdida y la ganancia 

de elementos genéticos móviles tienen un principal papel en la formación de los 
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genomas de bacterias patógenas.Grandes grupos de genes de virulencia, 

denominadas Islas de Patogenicidad (PAIs), se pueden encontrar en plásmidos o 

integrados en el cromosoma en bacterias patógenas, pero que no se encuentran en las 

bacterias no patógenas. Debido a estos mecanismos de recombinación se han 

generado patotipos de E. coli, los cuales forman parte de la misma especie pero con 

características de virulencia que las hacen diferentes a nivel de patogenicidad. Hasta la 

fecha, ocho patotipos y sus mecanismos de la enfermedad han sido ampliamente 

estudiados. Estos patotipos pueden ser ampliamente clasificados como: Eschericha coli 

Diarrogenicos y Eschericha coli Extraintestinales (ExPEC). Los seis patotipos 

diarrogénicos son: Escherichia  colienteropatógena (EPEC) Escherichia  

colienterotoxigénica (ETEC), Escherichia  colienteroinvasiva (EIEC), Escherichia  

colienteroagregativa (EAEC), Escherichia  colidifusoaderente (DAEC) y Escherichia  

coli enterohemorrágica (EHEC) y dos patotipos extraintestinales: Escherichia  

coliuropatógenica (UPEC) y Escherichia  coli meningitis neonatal (NMEC) (5) 

 

 

 

 

Figura1. Sitio de colonización de diferentes patógenos de Eschericha coli EPEC, ETEC y DAEC 
colonizan el intestino delgado, ocasionando diarrea, mientras que EHEC y EIEC ocasionan la diarrea en el 
intestino grueso; EAEC puede colonizar ambos intestinos. UPEC entra en el tracto urinario y viaja a la vejiga 
para causar cistitis, sin tratamiento, puede ascender a los riñones provocando pielonefritis. La septicemia 
puede ocurrir tanto con UPEC y NMEC meningitis neonatal, NMEC puede cruzar la barrera hematoencefalica, 
causando meningitis (5). 
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2.1.2 Epidemiología 

La importancia de EHEC como problema de salud pública se hizo presente después de 

un brote epidemiológico registrado en los Estados Unidos en 1982 cuando muchas 

personas enfermaron tras la ingestión de salchichas que no se calentaron lo suficiente 

(6), así como de una infección reportada en Las Vegas asociada con hamburguesas en 

1992 (7). Similarmente, en 1996 en Japón (8), un brote de EHEC provocó que más de 

9.000 escolares enfermaran por la ingestión de semillas germinadas de rábanos. Más 

de 1000 casos reportados y 2 muertes fueron registrados en Nueva York en 1999 

debido a la contaminación de pozos de agua por el escurrimiento de estiércol de 

ganado infectado (9) y en 2006 en 26 estados de Estados Unidos de América (10). 

En 2009 se documentaron en Alemania un total de 836 casos de infección de EHEC sin 

Síndrome Urémico Hemolítico (HUS, por sus siglas en inglés) según el Instituto Robert 

Koch, el 44% de ellos niños de menos de 5 años. En este contexto, hubo un brote 

epidemiológico en el verano del 2011 en el norte de Europa, donde cepas híbridas 

EHEC/EAEC encontradas en lechugas y otros vegetales causaron la muerte de cientos 

de personas (11). Estos últimos hallazgos mostraron la importancia de estas cepas 

patógenas y la plasticidad de su genoma. 

2.1.3 Cuadros clínicos ocasionados por Eschericha coli intestinales 

E. coli es una bacteria entérica habitual en el intestino del ser humano y de otros 

animales. La bacteria se transmite principalmente por el consumo de alimentos 

contaminados, como productos cárnicos poco cocidos, leche cruda, hortalizas 

contaminadas con materia fecal (12-14). 
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Las cepas de E. coli patógenas están asociadas a múltiples enfermedades que 

incluyen tanto gastroenteritis como infecciones extra intestinales, tales como como las 

Insuficiencia en el Tracto Urinario (ITU), meningitis y sepsis. Las cepas patógenas de 

E. coli están implicadas en diarreas en niños, siendo un grave problema de salud en los 

países en desarrollo. E. coli es responsable de un número considerable de infecciones 

del tracto urinario femenino (15, 16). 

La pérdida y la ganancia de elementos genéticos móviles tienen un principal papel en la 

formación de los genomas de bacterias patógenas. La Transferencia Horizontal de 

Genes (HGT, por sus siglas en inglés) es un mecanismo importante que difunde 

rápidamente nuevos rasgos. La adquisición de estas nuevas características es crucial 

en la promoción de la supervivencia de un patógeno, mientras que evoluciona con su 

anfitrión. Grandes grupos de genes de virulencia, denominadas islas de patogenicidad 

(PAIs, por sus siglas en inglés), se pueden encontrar en plásmidos o integrados en el 

cromosoma en patógena bacterias, pero que no se encuentran en las bacterias no 

patógenas. PAIs se suelen logran transmitir por medio de: elementos genéticos 

móviles, bacteriófagos, secuencias de inserción o transposones(17). 

Los 6 principales patotipos diarrogénicos, son: EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, ETEC, 

DAEC y EHEC (16). Los diferentes patotipos comparten muchas estrategias 

devirulencia y la adherencia a las células huésped es un requisito para todos los 

patotipos exceptuando EIEC.Después de la unión a la célula epitelial, debe evadir la 

respuesta inmune y lograr una colonización eficiente, para poder ocasionar la 

enfermedad(5). 
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Figura2. Patotipos de Eschericha coli por diferentes elementos móviles: plasmidos, fagos, PAI, 
transposones. Se ha propuesto que a partir de una E. coli comensal se han originado varios patotipos debido 
a la adquisición de factores de virulencia por transferencia horizontal codificados en elementos móviles, tales 
como plásmidos, transposones, islas de patogenicidad o DNA de bacteriófagos 

Los mecanismos de invasión de los diferentes patotipos diarrogenicos se representan 

en la figura 3, y son los siguientes: 

EPEC se adhieren a los enterocitos intestinales, destruyendo la arquitectura normal de 

microvellosidades, induciendo la fijación característica y lesión modesta. Alteraciones 

del citoesqueleto se acompañan de una respuesta inflamatoria y diarrea. Empieza con 

una adherencia inicial, seguida de la formación delSistema de Secreción Tipo 3 (SST3) 

y por último la formación del“pedestal”. 

EHEC también induce la formación de pedestales, pero en el colon. La característica 

distintiva de EHEC es la elaboración de la toxina Shiga (Stx), que puede conducir a 

mortales complicaciones. 
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ETEC se adhieren a los enterocitos intestinales e inducen diarrea acuosa por la 

secreción de dos enterotoxinas: termolábil (LT) y termoestable (ST). 

EAEC se adhiere a las células epiteliales intestinales formando una biopelículas gruesa 

mediada por la formación de fimbrias. 

EIEC invade la célula epitelial del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la 

célula por nucleación de microfilamentos de actina. Las bacterias pueden moverse 

lateralmente a través del epitelio por propagación directa de célula a célula o pueden 

salir y volver a entrar en la membrana plasmática. 

DAEC provoca un efecto de transducción de señal característica en enterocitos del 

intestino delgado que se manifiesta como el crecimiento de las proyecciones celulares 

largos en forma de dedos, que se envuelven alrededor de las bacterias (17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura3. Mecanismos de invasión de los diferentes patotipos diarrogénicos Esquema representativo de 
las seis categorías reconocidas de E. coli diarrogénicas cada uno tiene características únicas en su interacción 
con las células eucariotas. a) EPEC b) EHECc) ETECd) EAECe) EIEC f) DAEC  
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2.2 Eschericha coli enterohemorrágica 

2.2.1 Cuadro clínico 

Las infecciones pueden variar de diarrea acuosa leve a diarrea sanguinolenta (colitis 

hemorrágica) y presentar un riesgo para el desarrollo de Síndrome Urémico Hemolítico 

(HUS). El período de incubación antes de la aparición de los primeros síntomas es de 3 

días, siendo el primer síntoma la diarrea, que puede ser acompañada por fiebre y dolor 

abdominal con vómitos. 

Los pacientes pueden experimentar colitis hemorrágica en los días subsecuentes, con 

una resolución de la diarrea, pero se debe tener preocupación debido a la asociación 

de las infecciones con HUS, y puede desarrollarse entre los días 5 y 13 después de la 

aparición inicial de la diarrea. A largo plazo pueden presentarse secuelas cardíacas, 

HUS incluyendo complicaciones gastrointestinales, trastornos neurológicos, 

hipertensión, enfermedad renal crónica y cambios en el comportamiento (18). 

Las personas que sufren diarrea sanguinolenta o calambres abdominales intensos 

deben buscar atención médica. Los antibióticos no deben formar parte del tratamiento 

de los pacientes con enfermedad por EHEC, y posiblemente aumentan el riesgo de 

HUS posteriormente. 

El síndrome urémico Hemolítico (HUS) 

El síndrome urémico hemolítico (SUH) es un síndrome clínico caracterizado por la 

tríada de microangiopatíatrombótica, trombocitopenia y lesión renal aguda. Se 

presentan lesiones endoteliales secundarias debido a la toxina Shiga producidas por 
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las bacterias. El HUS familiar supone el 5-10% de los casos. En algunos de estos 

pacientes se encuentra una deficiencia o forma anómala del Factor H del complemento 

(19). 

El HUS se observa principalmente en niños, sobre todo tras una infección digestiva por 

E. coli, en general del serotipo O157:H7, asociado a una diarrea sanguinolenta grave. 

El HUS se encuentra también en adultos, sobre todo, asociado a la exposición a 

diversos fármacos (mitomicina C, ticlopidina, ciclosporina, tacrolimús, quinina o 

quimioterapia combinada),en elperíodo posparto, en la inmunosupresión o tras el 

trasplante de médula óseao de órganos. (20-22), La disfunción renal es el rasgo 

dominante y con frecuencia necesita diálisis. Los síntomas neurológicos son en general 

menos llamativos. El HUS suele cursar como un episodio único. La proteinuria, la 

hematuria y el aumento de las concentraciones de nitrógeno ureico y creatinina en 

sangre reflejan el grado de insuficiencia renal. Otros datos de laboratorio incluyen una 

anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia y aumento de Lactato 

Deshidrogenasa (LDH)(23).  

Infección del sistema urinario 

E. coli es la causa más frecuente de infección de las vías urinarias y contribuye a casi 

90% de las primeras infecciones urinarias en mujeres jóvenes. Los síntomas y signos 

consisten en polaquiuria, disuria, hematuria y piuria. El dolor en la fosa rena (región 

lumbar unilateral) que se relaciona con infección urinaria alta. Ninguno de estos 

síntomas o signos es específico de la infección por E. coli. La infección del sistema 

urinario puede ocasionar bacteriemia con signos clínicos de septicemia (24). La mayor 
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parte de las infecciones urinarias que afectan a la vejiga o al riñón en un hospedador, 

por lo demás “sano”, son causadas por un pequeño número de tipos de antígeno o que 

han elaborado específicamente factores de virulencia que facilitan la colonización y las 

infecciones clínicas subsiguientes. Tales microorganismos se designan como E. coli 

uropatógena. Por lo general estos microorganismos producen hemolisina, que es 

citotóxica y facilita la invasión de los tejidos. Las cepas que producen pielonefritis 

expresan el antígeno K (capsular) y elaboran fimbrias P (pili) (25). 

Septicemia 

De forma característica, proviene de infecciones del aparato urinario o digestivo, como 

puede ser una perforación gastrointestinal que provoca una infección intraabdominal. 

La mortalidad que se asocia a la septicemia es elevada en pacientes cuya inmunidad 

está alterada, o en los que la infección primaria se localiza en el abdomen o en el SNC.  

Cuando las defensas normales del hospedador son inadecuadas, E. coli puede llegar al 

torrente sanguíneo y producir septicemia. Los recién nacidos son muy susceptibles a 

septicemia con E. coli porque carecen de anticuerpos IgM. La septicemia puede 

presentarse como consecuencia de la infección del sistema urinario. 

Meningitis neonatal 

Meningitis bacteriana neonatal es infrecuente pero devastadora. La morbilidad entre los 

sobrevivientes sigue siendo alta. Los tipos y la distribución de los patógenos están 

relacionados con la edad gestacional, la edad postnatal, y región geográfica. 

Confirmación del diagnóstico es difícil. Los signos clínicos son a menudo sutiles, 

punciones lumbares se difieren con frecuencia, y los cultivosde líquido cefalorraquídeo 
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(LCR) puede verse comprometida por la exposición a antibióticos. Los niños con 

meningitis bacteriana pueden tener hemocultivos negativos y los parámetros normales 

del LCR. Pruebas prometedoras, tales como la PCR requieren un mayor análisis. El 

tratamiento oportuno con antibióticos es esencial(26). 

2.2.2 Factores de virulencia 

EHEC posee una amplia variedad de factores de virulencia además de los factores 

generales que comparten todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae, como 

son el lipopolisacárido (LPS) y capsula. Las cepas de EHEC poseen factores de 

virulencia especializados, tales como las adhesinas y las exotoxinas (27). 

También se encuentran presentes 2 principales factores de virulencia: el sistema de 

secreción tipo 3 (SST3) codificado en la isla de patogenicidadLEE y la Toxina tipo 

Shiga (Stx).  

Lipopolisacárido (LPS) 

El LPS es el principal antígeno de la pared celular y está formado por tres 

componentes: el polisacárido somático O más externo, una región central 

polisacarídica compartida por todas las enterobacterias, conforma el antígeno común 

enterobacteriano y el lípido A (figura 4) 
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Figura4. Pared celular deenterobacterias. La pared de las enterobacterias se compone de el 
lipopolisacárido , que es el principal antígeno de la pared celular, conformado por el polisacárido O, 
polisacaridocentral y lípido A(21). 

La actividad delLPS depende del componente lípido A del lipopolisacárido que se libera 

durante la lisis celular. Muchas de las manifestaciones sistémicas de las infecciones 

por bacterias Gram negativas se inician por el LPS, entre ellas las siguientes: 

activación del complemento, liberación de citocinas, leucocitosis, trombopenia, 

coagulación intravascular diseminada, fiebre, disminución de la circulación periférica, 

shock y muerte (29). 

Cápsula 

La formación de la cápsula protege de la fagocitosis mediante los antígenos capsulares 

hidrofílicos, los cuales repelen la superficie hidrofóbica de la célula fagocítica. Estos 

antígenosinterfieren en la unión de los anticuerpos a las bacteriasy son poco 

imunógenos o activadores del complemento. Sin embargo, el papel protector de la 

cápsula se reduce cuando el paciente desarrolla anticuerpos anticapsulares 

específicos. 
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Las adhesinas son un grupo de proteínas en E. coli enterohemorrágica (EHEC) que 

están implicados en la unión o la colonización de este patógeno a las superficies 

biológicas, tales como las que se encuentran en el aparato urinario o en el aparato 

digestivo como consecuencia de su capacidad de adherencia a las células en estas 

localizaciones para evitar ser eliminado por el efecto de arrastre de la orina que se 

expulsa con la micción o por la motilidad intestinal. Las cepas de E. coli poseen 

numerosas adhesinas muy especializadas. Estas incluyen factores antígenos del factor 

de colonización (CFA/I, CFA/II, CFA/lll), fimbrias de adherencia y agregación (AAF/I, 

AAF/III), pili que forman haces (Bfp), intimina, pili P que se une a los antígenos del 

grupo sanguíneo P, proteína Ipa (antígeno del plásmido de invasión) y fimbrias Dr, que 

se unen a los antígenos del grupo sanguíneo Dr(30). 

Exotoxinas 

E. coli produce también un espectro variado de exotoxinas. Estas incluyen las toxinas 

Shigas (Stx-1, Stx-2), las toxinas termoestables (STa, STb) y las toxinas termolábiles 

(LT-I y LT-II). 

2.2.3 Sistemas de secreción 

Se han descrito seis vías de secreción de proteínas en las bacterias: sistemas de 

secreción tipos I, II, III, IV, V y VI. Dependiendo del sistema de secreción, los sustratos 

secretados tienen tres posibles destinos:que permanecen asociadas con la membrana 

externa bacteriana (OM), que se liberen al espacio extracelular o pueden ser 

inyectados a una célula diana (eucariota o bacteriano)(22). 
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En las bacterias Gram negativas, estos mecanismos se pueden dividir en dos 

categorías; aquellos que abarca tanto la membrana interna y la membrana externa (IM 

y OM por sus siglas en inglés, respectivamente), y aquellos que abarcan la OM 

solamente (23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura5. Sistemas de secreción de proteínas de bacterias Gram negativasSe esquematizan los cinco 
Sistemas de secreción de las bacterias Gram negativa. Las vías dependientes de Sec y Tat suministran 
proteínas del citoplasma a espacio periplasmico. Los sistemas de tipo II,V y IV completan el proceso de 
secreción por una vía dependiente de Sec. El sistema Tat parece suministrar proteínas solo a la vía de tipo II 

2.2.4 LEE 

E. coli O157: H7 forma lesiones de adhesión y borrado (A/E, por sus siglas en inglés) 

en las células epiteliales, caracterizado por la unión íntima a la superficie de la célula 

huésped, la alteración del citoesqueleto de actina y la formación del "pedestal"(15, 24). 

Deigual manera EPEC yCitrobacterrodentium, también producen el fenotipo de A/E en 

las células huésped. La formación de lesiones de A/E (18, 25) se ha atribuido a una isla 

de patogenicidad (PAI, por sus siglas en inglés) de 35 kb (PAI) denominada locus de 

eliminación de enterocitos (LEE, por sus siglas en inglés). La isla LEE contiene todos 
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los genes necesarios para la formación de un SST3 funcional. LEE tiene un contenido 

de Guanina-Citosina (GC) de 38,3%, que es en contraste con el 50,8% deuna cepa de 

E. coli comensal K-12, lo que sugiere que la LEE fue adquirido por un evento de 

transferencia horizontal de genes(26, 27).  

LEE contiene 41 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) que 

incluyen genes que codifican el aparato basal y de secreción del SST3. Los 41 ORFs 

se encuentran organizados en cinco operonespolicistronicos: LEE1 a LEE5 (28). Los 

operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican para las proteínas del SST3, las cuales forman 

un complejo de aguja (Ca)o inyectisoma; LEE4 codifica para las proteínas que se 

secretan a través del SST3 las cuales se conocen de forma colectiva con el nombre de 

Esp (proteínas secretadas por EPEC); y en LEE5 están codificadas tanto la adhesina 

bacteriana intimina y su receptor llamado Tir,que es translocado por la misma bacteria 

a través del SST3 hacia el interior de la célula huésped (29, 30). 

 

 

 

 

Figura6. La regulación central de la isla LEE.Los operones LEE 1-5 se indica en negro con los activadores 
maestros ORF:Ler en azul y GrlRAen verde. Las flechas grises punteadas corresponden a productos 
traducidos de estos genes. Las líneas azules representan los puntos de entrada de positivo regulación 
transcripcional, mientras que las flechas rojas indican una regulación negativa(31). 

El ORF 1 localizado en LEE1 codifica para el regulador maestro Ler, el cual regula 

positivamente los operones LEE2 a LEE5. Además de Ler, existe un segundo sistema 

regulador maestro: GrlRA. El operón grlRA está situados entre los operones LEE1 y 
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LEE2, y es activado por Ler y forma un sistema de retroalimentación positivo de la 

expresión de LEE1(26). En contraste, la isla LEE se encuentra reguladanegativamente 

por la proteína nucleoide H-NS, donde la proteína Ler(32) actúa como un antagonista 

de la proteína H-NS, contrarrestando el silenciamiento de la expresión de la isla(33). 

La expresión de LEE está estrechamente regulada en respuesta a múltiples estímulos: 

la temperatura del anfitrión de 37°C proporciona una óptima expresión de LEE, 

ocasionando una fase de crecimiento exponencial(34). Experimentalmente, la isla LEE 

puede ser inducida por el crecimiento en medio de cultivo celular DMEM (35) ya que 

estas condiciones mimetizan el entorno fisiológico in vitro de temperatura, pH, 

osmolaridad, calcio, hierro y concentraciones de sal. La regulación transcripcional de 

LEE es extremadamente compleja. Se controla a nivel central en dos integrante 

regulatorio sistemas codificados dentro de LEE, Ler y GrlRA(31). 

 

 

 

 

 

 

Figura7. Lesiones histopatológicas inducidas por adhesión y borrado (A/E) patógenos, codificado por 
LEE A) Micrografía electrónica de barrido de pedestales inducidos por bacterias adherentes..B) Micrografía 
electrónica de transmisión mostrando lesiones A/E intestinales C) diagrama que ilustra la organización 
genética del locus de enterocitoeferente(LEE) (36). 

2.2.5 Toxina Shiga 
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Aún más importante que la isla LEE en EHEC, el principal factor de virulencia de este 

patotipo es la toxina tipo Shiga (Stx), la cual es básicamente idéntica que la toxina 

Shiga producida por Shigelladisenteriae. La toxina Stx es la causante del síndrome 

hemolítico urémico (HUS), un trastorno que se caracteriza por insuficiencia renal 

aguda, trombocitopenia y anemia hemolítica microangiopática. El HUS se ha asociado 

sobre todo a la producción de Stx-2, que destruye las células endoteliales del 

glomérulo. Las lesiones en las células endoteliales inducen activación de las plaquetas 

y acumulación de trombina, lo que a su vez da lugar a disminución del filtrado 

glomerular e insuficiencia renal aguda (37, 38). 

Las cepas de EHEC expresan la toxina Shiga (Stx-1, Stx-2, o ambas), inducen lesiones 

de A/E en las células epiteliales y poseen un plásmido de 60 MDa que contiene genes 

que codifican para otros factores de virulencia. Stx-1 es esencialmente idéntica a la 

toxina Shiga producida por Shigelladysenteriae; Stx-2 presenta una identidad del 60% a 

Stx1. Ambas toxinas se adquieren a partir de bacteriófagos lisogénicos. Ambas toxinas 

poseen una subunidad A y cinco subunidades B, y estas últimas se unen a un 

glucolípido específico de la célula del organismo anfitrión llamado globotriaosilceramida 

(GB3). Hay una alta concentración de receptores de GB3 en las vellosidades 

intestinales y en las células endoteliales del riñón. Tras la internalización de la 

subunidad A, la toxina se escinde en dos moléculas, y el fragmento Ai se une al ácido 

ribonucleico ribosómico (rRNA) 28S e interrumpe la síntesis de proteínas. La 

destrucción de las vellosidades intestinales da lugar a disminución de la absorción y 

aumento relativo de la secreción de líquidos. El HUS se ha asociado sobre todo a la 

producción de Stx-2, que destruye las células endoteliales del glomérulo. Las lesiones 
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en las células endoteliales inducen activación de las plaquetas y acumulación de 

trombina, lo que a su vez da lugar a disminución del filtrado glomerular e insuficiencia 

renal aguda. Las toxinas Stx estimulan la expresión de citocinas inflamatorias (factor de 

necrosis tumoral-α [TNFα], interleucina-6), que entre otros efectos, aumentan la 

expresión de globotriaosilceramida (GB3).(37) 

2.3 Sistemas Toxina-antitoxina 

Además del SST3 y de la toxina Stx se han descrito otros factores de virulencia como 

reguladores transcripcionales y adhesinas (15, 39, 40).  

Existen 5 diferentes tipos de sistemas TA descritos, de los cuales el más estudiado es 

el sistema tipo II. En este sistema los genes toxina y antitoxina se encuentran 

codificados en un operón bicistrónico. La antitoxina además de neutralizar la toxina por 

interacción proteína-proteína, funciona como un represor transcripcional de su propia 

expresión. Generalmente, la antitoxina reconoce una secuencia palindrómica localizada 

próxima a la caja -10 y -35 de la región promotora del operón. 

2.3.1Clasificación de los sistemas Toxina-Antitoxina 

La principal característica de los sistemas de Toxina-Antitoxina es que están formados 

por dos componentes. Uno es una toxina de larga vida media y el otro una antitoxina, 

con una vida media mucho más corta, capaz de antagonizar el efecto toxico de la 

toxina. Estos sistemas se clasifican según la naturaleza de la antitoxina en cinco tipos.  

 

Tipo I 
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Está basado en el apareamiento de bases del RNAde la antitoxina que es 

complementario con el mRNA de la toxina. La traducción del mRNA se inhibe o bien 

por la degradación a través de RNasa III o mediante la oclusión de la secuencia del 

sitio de unión al ribosoma. A menudo, la toxina y la antitoxina están codificados en 

cadenas opuestas del DNA. El 5 'o 3' de la región de solapamiento entre los dos genes 

es el área involucrada en el apareamiento de bases complementarias, por lo general 

con entre 19-23 pares de bases contiguos. 

Las toxinas de los sistemas de tipo I son pequeñas proteínas hidrófobas, que confieren 

toxicidad por las membranas celulares perjudiciales. Pocos dianas intracelulares de las 

toxinas de tipo I se han identificado, posiblemente debido a la naturaleza difícil de 

analizar las proteínas que son tóxicos para sus huéspedes bacterianos. 

El tipo I de sistemas a veces incluyo un tercer componente. En el caso de que el 

sistema Hok/sok bien caracterizado, además de la toxina y la antitoxina Hok/sok, hay 

un tercer gen, llamado Mok. Este ORF casi en su totalidad se solapa con el de la 

toxina, y la traducción de la toxina es dependiente de la traducción de este tercer 

componente. Por lo tanto la unión de antitoxina a la toxina es a veces una 

simplificación, y la antitoxina, de hecho, se une un tercer RNA, que a su vez afecta la 

traducción de la toxina. 

Tipo II 

Son generalmente de mejor comprensión que el tipo I. En este sistema, una antitoxina 

es una proteína lábil que se une fuertemente e inhibe la actividad de una toxina estable. 

La familia más grande de toxina-antitoxina sistemas de tipo II es VapBC, que se ha 



24 
 

encontrado a través de búsquedas bioinformática para representar entre el 37 y el 42% 

de todos los loci de tipo II predichos. 

Los sistemas de tipo II están organizados en operones con la proteína antitoxina 

típicamente situado aguas arriba de la toxina. La antitoxina inhibe la toxina por la 

regulación negativa de su propia expresión. Las proteínas son típicamente alrededor de 

100 aminoácidos de longitud 

Los sistemas toxina antitoxina tipo II se expresan genéticamente en un operón 

bicistrónico, que es autorregulado ya sea por el complejo toxina-antitoxina o solamente 

por la antitoxina. Proteasas celulares como Lon o ClpP, degradan proteolíticamente a la 

antitoxina, que en consecuencia provocan la liberación de las toxinas. La toxina libre 

puede actuar sobre un blanco celular específico que provocael arresto del crecimiento 

de la célula bacteriana o su posterior lisis (41). 

Tipo III 

Este tipo de sistema TA se basan en la interacción directa entre la proteína toxina y el 

RNA de la antitoxina. Los efectos de la proteína toxina son neutralizados por el RNA de 

la antitoxina.  

Tipo IV 

El sistema tipo IV fue propuesto para las proteínas YeeU/YeeV (también llamado 

CtbA/CtbB) descrito enE. coli. El análisis funcional de este módulo TAreveló que la 

toxina YeeVactúainterfiriendocon proteínasdelcitoesqueleto bacteriano.  

Tipo V  
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Recientemente, el módulo TA GhoS/GhoT de E. coli fue designado como un sistema 

tipo V. Las proteínas GhoS codifican para una antitoxina que tiene actividad de 

endorribonucleasa, degradando específicamente el mRNA de la toxina GhoT y por lo 

tanto impide su traducción. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura8. Los cinco tipos de sistemas Toxina-Antitoxina. Modelo esquemático de los 5 sistemas de Toxina-
antitoxina. La diferencia de los sistemas TA radica principalmente en la naturaleza estructural de la antitoxina y 
su modo de neutralización. 

2.3.2. Sistemas Toxina-Antitoxina tipo II y patogénesis 

En el sistema TA tipo II la antitoxina inestable inhibe la toxina estable. La inestabilidad 

de la antitoxina puede explicarse por una estructura menos ordenada, lo que resulta en 

una mayor sensibilidad a la degradación proteolítica. La actividad bioquimica de la 

toxina tipo II más común es como una ribonucleasa. 

Los sistemas TA tipo IIhan emergido como potenciales factores de virulencia de 

bacterias patógenas.Estos sistemas se han asociado a la virulencia de muchos 
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patógenos humanos importantes;se encuentran frecuentes en muchos genomas de 

bacterias y han sido implicados también en la formación de biopelículas y la 

persistencia celular(42). Los sistemas TA tipo II son ampliamente prevalentes en 

bacterias y se ha propuesto que son benéficos en condiciones hostiles favoreciendo la 

persistencia (43). En el 2005, en una búsqueda de más de 100 genomas procarióticos 

se encontró que los sistemas TA tipo II fueron abundantes en procariotes de vida libre 

pero raramente encontrados en bacterias asociadas a hospederos (44). Yersiniapestis, 

el agente de la peste, codifica al menos 10 sistemas TA tipo II cromosomales(45). 

Mycobacterium tuberculosis tiene al menos 60 sistemas TA tipo II, mientras que la 

bacteria saprófita Mycobacteriumsmegmatistiene solo dos (44). Rickettsiaspp. que son 

bacterias intracelulares estrictas, presentaron hasta 14 sistemas TA y fueron capaces 

de inducir muerte celular en células endoteliales (46). Un estudio reciente estableció 

que un sistema TA tipo II promovió la colonización de vejiga y riñones de ratón por 

Escherichia coli uropatógena (UPEC) (42). Además, un sistema TA tipo II llamado 

SehAB fue importante para la virulencia de Salmonella enterica serotipo Typhimurium 

cuando fue inoculada por vía oral (47). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El SST3 y la toxina shiga son los facores de virulencia más importantes de EHEC. 

Recientemnete, se han descrito los sistemas toxina antitoxina tipo II como potenciales 

factores de virulencia en diversas bacterias patógenas. En una búsqueda 

bioinformática identificamos el sistema TA tipo II Z059-Z1060 que está presente en 

EHEC y ausente en una E. coli comensal, por lo que probablemente deben conferirle a 

EHEC un papel importante en la patogenia con respecto a la E. coli comensal. Por lo 

tanto, se plantean las siguientes preguntas de investigación: 

1. ¿Cuál es la ventaja del sistema TA tipo II Z1059-Z1060 en el crecimiento de 

EHEC?  

2. ¿El sistema TA tipo II Z1059-Z1060) está involucrado en la patogénesis de 

EHEC? 

3. ¿En el sistema TA tipo II Z1059-Z1060, la antitoxina Z1059 reprime directamente 

la expresión transcripcional del sistema?  

 

4. HIPÓTESIS 

Si el sistema TA tipo II Z1059-Z1060 está presente en EHEC y ausente en la E. coli 

comensal, este sistema conferirá una ventaja adaptativa ya sea en su viabilidad o en la 

virulencia. Siendo un sistema TA tipo II, la antitoxina Z1059 se unirá específicamente a 

su propio promotor, autoregulando negativamente su propia expresión. 
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5. OBJETIVO 

Objetivo general 

 Analizar el papel del sistema TA tipo II Z1059-Z1060 en la patogénesis de 

Escherichia  coli enterohemorrágica. 

Objetivos específicos 

 Generar mutantes nulas en el sistema Z1059-Z1060 por el método de 

interrupción en un solo paso (48). 

 Caracterizar el crecimiento de las mutantes generadas por medio de una cinética 

de crecimiento.  

 Evaluar la expresión transcripcional del sistema TA tipo II Z1059-Z1060. 

 Analizar por medio de EMSA la interacción directa de la antitoxina Z1059 sobre 

su propia región promotora 

6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 Tipo de estudio: Experimental, prospectivo. 

 Población de estudio:Cepas del Hospital de Pediatría, Centro Médico Nacional 

Siglo XXI- IMSS: EHEC EDL933, EHEC z1059::Km, EHEC z1060::Km, EHEC 

z1059-60::Km, EHEC z1059::Km pBAD-Z1059. Unidad de Investigación Médica 

en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos que se describen en esta sección fueron proporcionados por 

el laboratorio de Microbiología Molecular de la Unidad de Investigación Médica en 

Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatría, Centro Médico 

Nacional Siglo XXI- IMSS. Se presentan una lista de cepas utilizadas en este trabajo.  

Listado de cepas y características 

Lista de cepas  

Cepas Características 

EHEC EDL933 Cepa silvestre de EHEC; patógena 

EHEC pKD46 Cepa silvestre de EHEC con el 

plásmido que expresa la 

recombinasaλ –red 

EHEC z1059::Kmr Cepa mutante en la antitoxina 

Z1059  

EHEC z1059::Kmr pBAD-Z1059 Cepa mutante en la antitoxina 

Z1059 (EttB) complementada con 

un plásmido que expresa la 

antitoxina Z1059 bajo el control de 

un promotor de arabinosa 

EHEC z1060::Kmr Cepa mutante en la toxina Z1060 

EHEC z1059-60::Kmr Cepa mutante en el sistema toxina-
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Medio de cultivo 

Se utilizó para el cultivo de E. coli el medio Luria-Bertani (LB) 

Composición de medio LB 

Composición 

NaCl 5g 

Triptona 10g 

Extracto de levadura 5g 

Agua desionizada 1000mL 

Medio esterilizado en autoclave a 120°C, 15 Bar durante 20 min 

Para los ensayos de adherencia se utilizó medio DMEM LG 

Antibióticos 

Los medios fueron suplementados al medio estéril atemperados con los antibióticos 

correspondientes 

 Ampicilina (Ap): 200g/mL 

 Cloranfenicol (Cm) : 30g/mL 

antitoxina Z1059-Z1060 

MC4100 Cepa silvestre de E. coli comensal 

MC4100 pKD4 Cepa de E. coli con el plásmido que 

codifica la resistencia a Kanamicina 

(Kmr) 
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 Kanamicina (Km): 30g/mL 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

La amplificación de secuencias de DNA genómicas o plasmídicas se realizó en 100 µl 

de reacción que contenía: 

Mezcla de reacción de la PCR 

Mezcla de reacción (100 μl) 

Taq DNA Polimerasa 1µL 

Amortiguador (10X) 10 µL 

Cloruro de Magnesio (25 mM) 6 µL 

dNTPs (10 mM) 2 µL 

Oligonucleótidos c/u (100 mM) 2 µL  

DNA 2 

H2O c.b.p. 100µL 

Programa básico de amplificación: 

 Desnaturalización inicial: 94ºC, 5min 

 Desnaturalización: 94°C, 50 seg 

 Hibridación: 50°C, 50seg 

 Extensión: 72°C, 30seg 

 Extensión final: 72°C, 5min 

 

 

30 ciclos 
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Electroforesis de DNA 

Se usaron geles horizontales de agarosa al 1%. La electroforesis se realizó en 

un amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X, a voltaje constante 100V. Los geles se 

tiñeron con Bromuro de Etidio y el DNA se visualizó en untransiluminador con lámpara 

de UV. 

Generación de mutantes Δz1059::Km (A), Δz1060::Km (T) y Δz1059-60::Km (TA) 

La generación de las mutantes sencillas y dobles en los genes Z1059 y Z1060 de 

EHEC se llevaron a cabo por medio de la metodología reportada por Datsenko y 

Wanner (48). Se usará la cepa silvestre de EHEC EDL933.  

En resumen, la metodología de generación de mutantes es la siguiente:  

El casete de resistencia a kanamicina(Kmr) del plásmido pKD4 se amplificó por PCR 

con los siguientes oligonucleótidos: 

Z1059-H1P1 

GCT TCT TGA TTG AGG TGA AAA ATG AGC GAT AAA TTA CAA ATG ATGTGT 

AGG CTG GAG CTG CTT CG 

Z1059-H2P2 

GGT AAA TCA TTT GCA AAC ATT TTA CTT TGC AAA AAC TTC CGG CCC CAT 

ATG AAT ATC CTC CTT AG 

Z1060-H1P1 
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TAA ACA TTA CCA CAA GGA TGG ATGGGT GTG TAT AAG GCA AGG CGA TGT 

AGG CTG GAG CTG CTT CG 

Z1060-H2P2 

TCT TCC AGC ATC ATT TGT AAT TTA TCG CTC ATT TTT CAC CTC AAT CAT ATG 

AAT ATC CTC CTT AG 

La cepa silvestre fue transformada con el plásmido pKD46, el cual expresa la 

recombinasa lamba-red (λ Red). 

Se prepararon células electrocompetentes con la cepa silvestre que contiene el 

plásmido pKD46, creciéndolas aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente y 

siendo inducidas con L-arabinosa a una concentración final de 1%. Las bacterias 

fueron transformadas con el producto de PCR que amplificó la resistencia al antibiótico 

y posteriormente serán recuperadas 3 horas a temperatura ambiente. 

El producto de la transformación se plaqueó en cajas de LB con el antibiótico 

correspondiente y se incubaron toda la noche a 42oC. 

 

 

 

 

Figura9. Generación de mutantes por el método de interrupción por un solo pasoProceso mutagénico: 
H1 y H2 son las regiones de homología del gen, y P1 y P2 a las regiones de homología con el plásmido 
pKD46(48). 
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Electroporación 

Se llevó a cabo la transformación de células bacterianas, al permitir la permeabilización 

de la membrana al inducirle una descarga eléctrica. 

A partir de un inóculo crecido toda la noche (cultivo “overnight”), se inocularon 200 µl de 

este cultivo a saturación en 20 mL de medio LB y se incubó en agitación por 3 horas en 

agitación a temperatura ambiente. 

Se centrifugó el cultivo a 5,000 rpm por 10min a 4oC. Se efectuaron 3 lavados con H2O 

estéril a 4°C (en hielo) agregando 20 mL, centrifugándose y eliminando el 

sobrenadante. Se resuspendió la pastilla bacterianaen 200 µlde H2O estéril de y se 

transfirieron 80 µl de la suspensión bacteriana a tubos Eppendorf estéril y se agregaron 

10 µl del producto dePCR (para el caso de transformaciones convencionales diferentes 

a la mutagénesis, con 3 µl de DNA plásmídico es suficiente). Se transfirióla mezcla 

bacteria/DNA a las celdas de electroporación incubadas en hielo. Los Parámetros del 

electroporador fueron: 

Parámetros empleados en la electroporación de bacterias transformantes. 

Parámetros de Electroporación 

Modo E coli 2.5 kV 

Capacitancia µF 

Resistencia 200 Ω 

Voltaje de la descarga 2500 
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Una vez efectuada la electroporación se resuspendió en 1mL de medio LB estéril y el 

producto de transformación fue transferido a tubos Eppendorf estériles, incubándolos a 

37°C con agitación por 3h a temperatura ambiente (en el caso de transformaciones 

convencionales con 1 hora a 37oC es suficiente).Posteriormente, se plaquearon en 

medio LB agar con el antibiótico correspondiente, y se incubaron toda la noche a 42oC. 

Se seleccionaron colonias aisladas y se corroboró la inserción del gen de resistencia 

por medio de PCR y secuenciación. 

Cinética de crecimiento 

A partir de un inóculo crecido toda la noche, se colocaron 100 µL del cultivo a 

saturación en50 mL de LB estéril en matracesErlenmeyer de 250 mL. Los cultivos 

fueron incubadosa diferentes temperaturas (temperatura ambiente y 37°C) y en 

agitación a 200 rpm.Cada hora se tomó una muestra de 800 µl, por un periodo de 8h, y 

se midieron las absorbancias en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 600 

nm. 

Generación de fusiones transcripcionales al gen reportero gfp 

Se amplificó por medio de PCR la región reguladora del sistema Z1059-Z1060 usando 

oligonucleótidos específicos que contienen los sitios de restricción para las 

enzimasEcoRI y BamHI en el 5’ y 3’, respectivamente (De la Cruz et al., datos no 

publicados).El PCR fue limpiado y posteriormente digerido con las enzimas de 

restricciónEcoRI-BamHI. El DNA fue purificado y clonado en el plásmido pFPV25(49), 

el cual fue previamente digerido con las mismas enzimas de restricción. La reacción de 

ligación fue transformada en células competentes de E. coli y se seleccionaron colonias 
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candidatas resistentes a ampicilina (Apr). Se originó el plásmido ettAB-gfp que lleva la 

región promotora delsistema Z1059-Z1060 fusionado al gen que codifica para la 

proteína GFP (proteína verde fluorescente, por sus siglas en inglés). 

 

 

 

 

 

Figura10. Generación de la fusión transcripcionalettAB-gfp. Esquema de la fusión transcripcional 
mostrando la amplificación por PCR de la región promotora. El PCR fue digerido y clonado en el vector 
pFPV25 originando el plásmido ettAB-gfp. 

Preparación de células para citometría de flujo  

A partir de un cultivo crecido toda la noche, se colocaron 100 µL del cultivo del cultivo a 

saturación en 5 mL de medio LB fresco en tubos Falconde 15 mL, en agitación a 37°C 

durante 4h, hasta llegar a fase exponencial.Se tomó1mL de la suspensión bacteriana y 

se centrifugó a 12,000 rpm, desechando el sobrenadante. Se realizaron tres lavados 

con 1mL PBS 1x, centrifugándose a 12,000 rpm y se eliminó sobrenadante. Se fijaron 

las bacterias con PBS-formaldehido 1.5%, colocándolas a 4°C para su posterior 

análisis. 

Purificación de la proteína Z1059 (antitoxina) 

Se preparó un cultivo toda la noche de la cepa BL21 (DE3) conteniendo elplásmido 

pBAD-Z1059. Se inocularon 1 mL del cultivo a saturación en 100 mL de medio LB a 
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37°C suplementado con 200 g/mL de ampicilina. Después de 3 horas de crecimiento 

se le agregó L-arabinosa a una concentración final del 0.1% y se incubó 3 h adicionales 

en las mismas condiciones. Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifugó a 5,000 

rpm por 10min a 4°C. La pastilla bacteriana fue resuspendida en 10 mL de 

amortiguador urea 8M y se procedió a sonicar (10 pulsos de 1 min con pausas de 1 

min) en frio. La suspensión fue centrifugada a 5,000 rpm por 20 min a 4oC y el 

sobrenadante fue transferido a una columna con resina de agarosa-níquel previamente 

tratada con amortiguador urea 8M. Se procedió a lavar la columna con 100 mL de 

amortiguador PBS con 50 mMimidazoly en el lavado final se usó 5 mL de amortiguador 

PBS con 500 mMimidazol con las cuales se colectaron 5 fracciones que fueron 

posteriormente analizadas por electroforesis de proteínas. 

Ensayos de retardamiento en gel (EMSA) 

Se preparó un gel de acrilamida nativo al 8% usando la siguiente mezcla: 

Componente  Cantidad 

Acrilamida  3mL 

TBE10X 1.5mL 

H2O 10.52mL 

APS  100µL 

TEMED  16µL 

Para los ensayos de retardo en gel se utilizó un fragmento de 600pb que contenía la 

región promotora del operón z1060-z1059.El DNA se incubó con concentraciones 

crecientes de la antitoxina Z1059 (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4µM) durante 30 min, atemperatura 
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ambiente, en amortiguador de unión 1X (PBS-glicerol 50%).Se usó como control 

negativo, usando el DNA de fbpA (que codificapara una fimbria de Mycobacterium 

tuberculosis). 

La electroforesis se realizó a voltaje constante (100V), duranteaproximadamente1:30 h, 

al término del cual,se tiño con bromuro de etidio y se observa el gel en un equipo de 

transiluminación de UV. 

Ensayos de adherencia en hojas de lechuga 

Se cortaron hojas de lechuga con la boca de un tubo Falcón de 15 mL y se colocó en el 

fondo de cada pozo de una placa de 24 pocillos. Posteriormente, se realizaron lavados 

con una solución de cloro al 1% por 2 min y se lavó la lechuga tres veces con solución 

PBS estéril. Se le agregó a cada pocillo 1mL de DMEM LG (lowglucose, 1.0 g/L) y 10µl 

del cultivo bacteriano crecido toda la noche, incubándose por 4h a temperatura 

ambiente. Se procedió a realizar 3 lavados con PBS estéril. Se transfirieron las hojas a 

tubos Eppendorf de 2mL y fue agregado 1mL de tritón X-100 0.1% con 

aproximadamente 10 perlitas de vidrio, Vortexearpor 2 min. Se realizaron diluciones 

seriadas: 900 µL de PBSestéril y 100 µL de la muestra. Para plaquear se inocular 20 

mL de cada dilución por triplicado en una placa de agar LB con ampicilina (200 g/mL)y 

se incubo a 37°C toda la noche. 

Ensayos de adherencia a células Vero 

Se contó con una placa de 24 pocillos con una monocapa de células vero, previamente 

cultivadas, con medio DMEM y cultivadas a 37°C y 5% CO2; se realizaron tres lavados 

con solución PBS estéril. Se le agregó a cada pocillo 1mL de DMEM LG (lowglucose, 
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1g/L) y 10µL del cultivo bacteriano, incubándose por 4h a 37°C y 5% CO2. Después de 

las 4 horas, se retiró el medio y realizaron 3 lavados con PBS estéril. Se eliminó el 

sobrenadante y fue agregado 1mL de tritón X-100 0.1% y se procedió a raspar la base 

de los pozos para transferir este lisado en tubos Eppendorf de 1.5 mL.Se realizaron 

diluciones seriadas: 900 µL de PBS estéril y 100 µL de la mezcla. Para plaquear se 

inocular 20 L de cada dilución por triplicado en una placa de agar LB con ampicilina 

(200 mg/mL) y se incubo a 37°C toda la noche. 

Representación esquemática del diseño experimental utilizado 
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8. RESULTADOS 

El sistema toxina-antitoxina Z1059-Z1060 está presente en patotipos de E. coli 

Se han descrito muchos sistemas TA tipo II en la E.  coli comensal K-12. Mediante una 

búsqueda bioinformática de genes homólogos TA tipo II en la cepa EDL933 de EHEC, 

fue identificado un sistema presente en esta cepa patógena pero ausente en la cepa no 

patógena de E. coli K-12. Este sistema está anotado en el genoma de EHEC como 

z1060-z1059. La presencia de z1060-z1059en EHEC y su ausencia en E. coli K-12 

sugiere un probable papel en la patogénesis. Además de EHEC, dicho sistema también 

fue identificado en EAEC, el cual es otro patotipo de E. coli. Debido a los fenotipos 

mostrados en termoregulación, estos genes fueron renombrados como 

ettAB(Eschericha coli termoregulatedToxin-Antitoxin): el gen ettA(z1060) codifica para 

la toxina mientras queettB(z1059)para la antitoxina. 

|Escherichia  coliThermoregulatedToxin-Antitoxin 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.El sistema toxina-antitoxina Z1059-Z1060 está presente en patotipos de Eschericha coli La 
adquisición de este sistema TA presente en la versión patógena con respecto a la comensal sugiere un papel 
en la patogenia. 
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Generación de mutantes por el método de interrupción en un solo paso  

Se generaron tres mutantes en los genes ettAB, insertando un casete de resistencia a 

usando la cepa EDL933 que lleva el plásmido pKD46 el cual expresó la recombinasa-

red: ettA (z1060), ettB (z1059) y ettAB (z1060-59). 

La ausencia de la antitoxina EttB afecta el crecimiento de EHEC a temperatura 

ambiente 

Para caracterizar las mutantes en el sistema TA tipo II EttAB, se realizaron cinéticas de 

crecimiento a 37oC y a temperatura ambiente en medio LB, comparándolas con la cepa 

silvestre. Mientras que a 37oC las mutantes en el sistema TA tipo II EttAB no estuvieron 

afectadas, la mutante antitoxina ettB presentó una disminución en el crecimiento. 

Interesantemente, la doble mutante ettAB, donde ya está ausente la toxina y la 

antitoxina, recuperó el crecimiento similar a la cepa silvestre. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura12.Cinetica de crecimiento de la cepa silvestre (wt) y las diferentes mutantes ΔettA, ΔettB y 
ΔettAB. Se muestran las curvas de crecimiento en los diferentes fondos mutantes durante un periodo de 8 
horas de crecimiento a 37oC y a temperatura ambiente.  
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Análisis transcripcional del operón ettAB: evidencia de termorregulación. 

Para evaluar la expresión del sistema EttAB, se introdujo la fusión ettAB-gfpen la cepa 

silvestre de EHEC y derivadas mutantes ettA, ettB y ettAB. Por medio de citometría 

de flujo se evaluaron los niveles de fluorescencia (GFP) emitidos por las fusiones 

transcripcionales.En la cepa silvestre, la fusión ettAB-gfp mostró altos niveles de 

expresión a temperatura ambiente con respecto a 37oC. En ausencia de la toxina EttA 

(ettA) no hubo termoregulación. Los niveles de expresión de la fusión 

trasncripcionalettAB-gfp fueron desreprimidos en la ausencia de la antitoxina EttB 

(ettB) y aún en este fondo genético hubo evidencia de termoregulación. La doble 

mutante ettABpresentó un comportamiento similar a la mutante sencilla antitoxina 

ettAB.Estos datos muestran que el sistema TA tipo II EttAB presentó termoregulación 

siendo estimulado transcripcionalmente a temperatura ambiente con respecto a 37oC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura13. Niveles de expresión a dos temperaturas de crecimiento 37°C y Temperatura ambientela cepa 
silvestre (wt) y las diferentes  utantes generada (ΔettA, ΔettB y ΔettAB).Existen mayores niveles de 
expresión, transcripción de la fusión ettAB-gfp a temperatura ambiente que a 37°C, evidenciando 
termoregulación de este sistema TA. 
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La antitoxina EttB es capaz de unirse específicamente a su propio promotor 

Usando un sistema heterólogo en una cepa de E.coliBL21(DE3) se sobre-expresó la 

antitoxina EttB que contiene en su extremo carboxilo terminal una etiqueta de Myc y 

seis histidinas (Myc-6Xhis) (De la Cruz et al., datos no publicados). Usando una resina 

de agarosa-níquel se purifico la proteína y las fracciones colectadas fueron analizadas 

en un gel de proteínas como puede ser visto en la siguiente figura: 

 

 

 

 

 

 

Figura14. Análisis de las fracciones de la antitoxina EttB-Myc-6XHis purificada. Gel de poliacrilamida 
desnaturalizante teñido con azul de Coomassie. El gel muestra el marcador de proteínas (M)y las diferentes 
franccioneseluidas (F1-F5). En la fracción F3 se observó la mayor concentración de proteína.  

Con la antitoxina purificada se procedió a realizar ensayos de cambio en la movilidad 

electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés). Se amplificó por medio de PCR 

laregión promotora de los genesettABy este DNA (100 nM) fue incubado con 

cantidades crecientes de la antitoxina purificada. La mezcla DNA-proteína fue resuelta 

en un gel nativo de poliacrilamida al 8% y posteriormente teñido con bromuro de etidio 

para visualizar el DNA. La antitoxina EttB-Myc-6XHis se unió específicamente con la 

región promotora a una concentración de 400 nM (0.4 M) observándose 

retardamiendo del DNA y la formación de complejos DNA-proteína. Como control 

negativo se usó el DNA del gen fbpA que codifica para una fimbria de Mycobacterium 
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tuberculosis. A una concentración de 400 nM no se observó ni retardo ni formación de 

complejos DNA-proteìna por lo que la interacción de la antitoxina EttB-Myc-6XHis con 

su propia región promotora fue específica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura15.La antitoxina EttB-Myc-6XHisse unió específicamente a su propio promotor. La región 
promotora fue amplificada por PCR y se incubó con diferentes concentraciones de antitoxina purificada (0-0.4 
M). Se observa la formación de complejos DNA-proteína a auna concentración de 0.4 M. El gen fbpA de 
Mycobacterium tuberculosis fue usado como control negativo. 

La mutante antitoxina ettBestá afectada en la adherencia a células 

vegetalespero no a células animales 

Para caracterizar las mutantes en el sistema TA tipo II EttAB, se evaluó la capacidad de 

las mutantes para adherirse a células Vero y a hojas de lechuga. Las células Vero son 

células epiteliales de riñón de macaco y es el modelo celular más usado para los 

ensayos de infecciones con EHEC (50-52). Las hojas de lechuga es un modelo que 

recientemente fue usado debido a que ha sido demostrado que esta bacteria es capaz 

de adherirse a este tipo de células vegetales (53, 54) y sobre todo por los brotes 
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epidemiológicos donde EHEC fue encontrada en lechugas y espinacas (55-57). Las 

mutantes sencillas y dobles en el sistema EttAB no estuvieron afectadas en su 

adherencia a células Vero, sin embargo, la mutante antitxotinaettB estuvo afectada en 

la adherencia a hojas de lechuga. Este dato es relevante ya que muestra la importancia 

de la antitoxina EttB en la adherencia de EHEC a células vegetales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Adherencia de EHEC y derivadas mutantes en el sistema TA tipo II EttAB.Las cepaswt,ΔettA, 
ΔettB, ΔettAB fueron analizadas en su capacidad de aherirse a células Vero y hojas de lechugas. La 
adherencia es mostrada como las UFC/mL de las diferentes bacterias obtenidas por conteo de diluciones 
seriadas. Los datos representan la media de tresexperimentos repetidos en diferentes días, por triplicado. *p= 
0.0115 estadísticamente significativo. 
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9. ANALISIS DE RESULTADOS 

Los sistemas TA tipo II han emergido como potenciales factores de virulencia en 

diversas bacterias patógenas. El presente estudio identificó y caracterizó el papel del 

sistema TA tipo II EttAB (Z1060-Z1059) en la patogénesis de Escherichia  coli 

enterohemorrágica. Dicho sistema no ha sido ni identificado y mucho menos 

caracterizado por lo que los datos generados en este trabajo son novedosos e 

interesantes en el campo tanto de los sistemas TA como de la patogénesis de EHEC. 

Usando el sistema de mutagénesis de Datsenko y Wanner (46), fuimos capaces de 

generar mutantes sencillas y nulas en los genes ettAB, los cuales codifican para la 

toxina (ettA, z1060) y antitoxina (ettB, z1059) de un sistema TA tipo II. Debido a que 

estos sistemas regulan el crecimiento y el metabolismo bacteriano (58-60), evaluamos 

su efecto sobre el crecimiento de EHEC mediante una cinética de crecimiento tanto a 

37oC como a temperatura ambiente (Fig. 12). La ausencia de la antitoxina EttB afectó 

el crecimiento de EHEC a temperatura ambiente pero no a 37oC; la doble mutante 

ettAB restableció el crecimiento similar a la cepa silvestre, indicando que la toxina libre 

afecta el crecimiento a temperatura ambiente. Estas observaciones sugerían un efecto 

de la temperatura en la actividad y/o transcripción de la toxina EttA. Para evaluar la 

expresión del sistema EttAB, evaluamos la fusión transcripcionalettAB-gfpen la cepa 

silvestre y derivadas mutantes ettA, ettB y ettABtanto a 37oC como a temperatura 

ambiente. Interesantemente, la expresión de la fusión ettAB-gfp fue estimulada a 

temperatura ambiente con respecto a 37oC mostrando termoregulación (Figura 13). 

Similar a otros sistemas TA tipo II, la ausencia de la antitoxina EttBdesreprimió la 

expresión del sistema indicando que la antitoxina regula negativamente su propia 
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expresión. En ausencia de la toxina EttA y de la antitoxina EttB (ettAB) la expresión 

transcripcional fue similar a la ausencia de la antitoxina EttB indicando que solamente 

la antitoxina EttB y no la toxina EttA, reprime la transcipción de su propia expresión. 

Sorprendentemente, el efecto de termoregulación se perdió en la mutante sencilla 

toxina ettA pero continuó observándose en la mutante sencilla antitoxina ettB y doble 

mutante ettAB. Estos datos muestran la complejidad del efecto de la temperatura en 

la expresión de los genes ettAB. 

En un sistema “clásico” TA tipo II, la antitoxina es capaz de unirse a su propio promotor 

(59, 60). Efectivamente, la antitoxina EttB-Myc-6XHis se unió específicamente a una 

concentración de 400 nM observándose la formación de complejos DNA-proteína 

(Figura 15). Este dato es concluyente respecto a que el sistema EttAB es un sistema 

TA tipo II.  

EHEC es capaz de adheririse tanto a células animales como vegetales (15, 39, 53, 54, 

61). La unión a células Vero no mostró algún fenotipo relacionado a la adherencia de la 

bacteria a las células eucarióticas. En contraste, usando el modelo vegetal con hojas 

de lechuga, pudimos observar que la mutante antitoxina ettBresutó afectada en la 

adherencia a este tipo de células (Figura 16). La disminución de la adherencia 

probablemente sea por el efecto de la mutante antitoxina ettB visto en el crecimiento a 

temperatura ambiente, sin embargo, no se puede descartar que dicho sistema regule 

algunos factores de virulencia, tales como la isla LEE o agún factor de adherencia. 

Futuros experimentos en el laboratorio, buscarán mostrar si dicho sistema TA tipo II 

está relacionado con otros factores de virulencia.  



48 
 

Interesantemente, los genes TA tipo II ettABestán presentes en las cepas patogénicas 

de EHEC y EAEC (Fig. 11, datos no mostrados). La presencia de dicho sistema en 

ambas cepas podría sugerir una ventaja patoadaptativa en células vegetales, 

correlacionado que solamente dichos patotipos han sido encontrados en organismos 

vegetales, tales como espinacas y lechugas (53, 54). 

Los datos generados en este trabajo ayudarán a mejorar el entendimiento de los 

sistemas TA tipo II, tanto en la regulación de su expresión como su papel en la 

virulencia. Este trabajo abre la perspectiva de la importancia del sistema EttAB en la 

patogénesis de EHEC, donde experimentos futuros como la relación estructura-función 

de dichas proteínas, nos demostrarán la relevancia de estos genes en la virulencia de 

esta bacteria patógena.  
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10. CONCLUSIONES 

El presente trabajo generó las siguientes conclusiones: 

 El sistema EttAB en EHEC codificó para un sistema “clásico” TA tipo II, en el 

cual la antitoxina EttB reprimió directamente su propia expresión, uniéndose 

específicamente a su región promotora.  

 Los genes ettAB presentaron termorregulación a nivel transcripcionales, 

estimulándose su expresión a temperatura ambiente con respecto a 37oC. 

 La ausencia de la antitoxina EttB afectó el crecimiento de EHEC a temperatura 

ambiente y no a 37oC 

 La mutante antitoxina ettB estuvo afectada en la adherencia a células 

vegetales pero no a células animales, sugiriendo el papel relevante de dicho 

sistema en su colonización a células vegetales. 

 El sistema EttAB le confirió una ventaja adaptativa a EHEC cuando la bacteria 

crece a temperatura ambiente y cuando dicha bacteria se adhiere a células 

vegetales. 
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11. PERSPECTIVAS 

El trabajo generó las siguientes perspectivas: 

 Evaluar la estabilidad de las proteínas EttA y EttB a 37oC y a temperatura 

ambiente para evaluar el efecto de la temperatura a nivel post-traduccional. 

 Analizar el papel de las proteasas Lon y ClpXP en la transcripción-traducción del 

sistema EttAB, analizando la expresión de la fusión ettAB-gfp en los fondos 

mutantes de proteasas antes mencionadas. 

 Identificar los residuos aminoacídicos relevantes para la función del sistema 

EttAB por medio de mutagénesis sitio-dirigida en sistemas plasmídicos. 
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12. GLOSARIO 

Actina Proteína contráctil que forma parte de los filamentos finos de las fibras 
musculares. 

Anemia Trastorno de la sangre en el cual el número de glóbulos rojos funcionales o su 
contenido de hemoglobina están por debajo de lo normal. 

Anemia hemolítica microangiopáticaAnemia en la cual se fragmenta y destruyen 
glóbulos rojos por varios tipos de traumatismos mecánicos en los pequeños vasos 
sanguíneos. 

BacteriemiaDescarga pasajera de bacterias en la sangre a partir de un foco infeccioso, 
que se manifiesta por temblores y aumentos de temperatura. 

CitotóxicaQue tiene un efecto tóxico sobre determinadas células. 

Coagulación intravascular diseminadaEs un trastorno grave en el cual las proteínas 
que controlan la coagulación de la sangre se vuelven demasiado activas 

Colitis hemorrágicaTipo de gastroenteritis en la que EHEC infecta al intestino grueso 
y produce toxinas que causan diarrea súbita con sangre. Se caracteriza por retortijones 
abdominales intensos y de comienzo súbito, junto con diarrea acuosa que se vuelve 
sanguinolenta en las primeras 24 horas. 

DisuriaDificultad o dolor en la evacuación de la orina. 

EMSA (Ensayos de Cambio en la Movilidad Electroforética) Técnica electroforética 
para identificación de ligaciones de un compuesto al otro. Márcase un compuesto para 
seguir su movilidad durante la electrofóresis. Si el compuesto marcado presentarse 
unido a un otro compuesto, entonces la movilidad del compuesto marcado por el medio 
electroforético será retardada. 

EnzimasEcoRIEnzima de restricción producida por E. coli que posee una diana de 
restricción en el ADN de cadena doble dependiente de una secuencia 
metiladapalindrómica y asimétrica, sobre la cual su actividad catalítica hidrolasa genera 
extremos cohesivos.  

Enzimas BamHIenzima de restricción de tipo II producida por el microorganismo 
Bacillusamyloliquefaciens que posee una diana de restricción en el ADN de cadena 
doble dependiente de una secuencia no metilada, palindrómica y asimétrica, sobre la 
cual su actividad catalítica hidrolasa genera extremos cohesivos. 

Factor de necrosis tumoral-α (TNFα) es miembro de un grupo de otras citocinas que 
estimulan la fase aguda de la reacción inflamatoria. 
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FagosomaEs una vesícula que se forma en el interior de la célula unida a la 
membrana, formada durante el proceso de la fagocitosis, contiene microorganismos o 
material extracelular, fusionándose con otras estructuras intracelulares como los 
lisosomas, conducen a la degradación enzimática del material ingerido. 

Globotriaosilceramida (GB3) está constituido por una ceramida unida a una cadena 
de azúcares formada por una glucosa y dos galactosas... 

Hematuria Presencia de sangre en la orina. 

HemolisinaDestrucción de los hematíes o glóbulos rojos de la sangre que va 
acompañada de liberación de hemoglobina. 

Interleucina-6 (IL-6)La IL-6 es una glucoproteína segregada por los macrófagos, 
células T, células endoteliales y fibroblastos. Su liberación está inducida por la IL-1 y se 
incrementa en respuesta a TNFα. Es una citocina con actividad antiinflamatoria y 
proinflamatoria. 

Islas de patogenicidades una fracción del ADN genómico de un microorganismo 
patógeno que le faculta como virulento. Suele estar contenido en plásmidos, y su 
origen es una transferencia horizontal de material genético. 

Lactato Deshidrogenasa (LDH)es una enzima catalizadora que se encuentra en 
muchos tejidos del cuerpo, pero su presencia es mayor en el corazón, hígado, riñones, 
músculos, glóbulos rojos, cerebro y pulmones. Su análisis se utiliza, por lo general, 
para detectar si existen lesiones en el tejido. 

ProteínasLony ClpPson dos proteasas mitocondriales ATP-dependientes 

Marco de lectura abierto (ORF)Secuencia de ARN comprendida entre un codón de 

inicio (AUG) de la traducción y un codón de terminación, una vez establecido el marcos 

de lectura por el codón de iniciación, la secuencia se encuentra "abierta" para la 

traducción porque carece de codón de terminación. 

MeningitisInflamación de las meninges debida a una infección vírica o bacteriana. 

MicroangiopatíaAfectación de los pequeños vasos sanguíneos 

Módulo TA GhoS/GhoT Sistema Toxina-Antitoxina tipo V, donde GhoTcodifica para la 

toxina y GhoS es la proteína antitoxina que inhibe la toxina escindiendo 

específicamente su mARN. 
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OperónUnidad genética funcional formada por un grupo o complejo de genes capaces 

de ejercer una regulación de su propia expresión por medio de los sustratos con los 

que interaccionan las proteínas codificadas por sus genes. 

PielonefritisInfección del riñón y de la pelvis renal. 

PiuriaPresencia de pus en la orina. 

PolaquiuriaEs un signo urinario, componente del síndrome miccional, caracterizado 

por el aumento del número de micciones durante el día, que suelen ser de escasa 

cantidad y que refleja una irritación o inflamación del tracto urinario. 

Proteínas YeeU/YeeV (CtbA/CtbB) . Sistemas TA de E.coli, inhibe la polimerización 

de las proteínas del citoesqueleto bacterianas. La antitoxina YeeU, funciona como un 

antagonista de la toxicidadYeeV. 

RibonucleasaEs una enzima (nucleasa) que cataliza la hidrólisis de ARN en 

componentes más pequeños. 

SepticemiaInfección grave y generalizada de todo el organismo debida a la existencia 

de un foco infeccioso en el interior del cuerpo del cual pasan gérmenes patógenos a la 

sangre. 

Síndrome Urémico Hemolítico (HUS)es un trastorno que ocurre generalmente 

cuando una infección en el aparato digestivo produce sustancias tóxicas que destruyen 

los glóbulos rojos, causando lesión a los riñones. 

SistemaHok/sokEs un mecanismo de eliminaciónpostsegregational empleado por el 

plásmido R1 en E. coli.Es un sistema de tipo I debido a que la toxina es neutralizada 

por un ARN complementario. 

Toxina Shiga (Stx)Es una familia de toxinas relacionadas con dos grupos principales, 

Stx1 y Stx2, cuyos genes se considera que son parte del genoma de los profagos 

lambdoide1  
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Transferencia Horizontal de Genes (HGT)Es un proceso en el que un organismo 

transfiere material genético a otra célula que no es descendiente.  

TransposonesSecuencia de ADN que puede moverse de manera autosuficiente a 

diferentes partes del genoma de una célula, un fenómeno conocido como 

transposición. 

Trombocitopenia Disminución del número de trombocitos o plaquetas por debajo de 

100.000/mm3 

TrombopeniaDisminución de la cantidad de plaquetas circulantes en el torrente 

sanguíneo inferior a 100.000/mm³. 

VapBC.(Proteínas de virulencia asociados B y C, por sus siglas en inglés) es la mayor 

familia de sistema toxina-antitoxina tipo II en procariotas. Las toxinas esinhibida por la 

co-expresión de la antitoxina, de una manera análoga a un veneno y antídoto. 
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