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RESUMEN 
 

Muchas bacterias patógenas, como Escherichia coli enteropatógena (EPEC), utilizan el sistema de 

secreción tipo III (SST3) para inyectar proteínas de virulencia directamente al interior de la célula 

hospedera. Recientemente se demostró que el complejo ATPasa del SST3 está  relacionado 

evolutivamente con componentes de la F0F1 ATP sintasa. En EPEC este complejo está formado 

principalmente por 3 proteínas diferentes: una ATPasa (EscN), un regulador negativo de la 

ATPasa (EscL) y la proteína EscO. La primera proteína, la ATPasa EscN, forma un anillo 

hexamérico similar al anillo /β de la F0F1 ATPasa. La segunda proteína, denominada EscL, 

tiene similitud con las subunidades b y δ de la F0F1 ATP sintasa, que forman el tallo lateral que 

conecta el sector F0 con el F1 y que funciona como estator durante la catálisis rotacional. Por 

último la tercera proteína, denominada EscO, presenta similitud con la proteína FliJ del SST3 

flagelar que funciona como la subunidad γ de la F1 ATPasa, promoviendo la oligomerización de 

la ATPasa e incrementando su actividad hidrolítica.  

 

En el presente trabajo se demuestra que EscO es una proteína multifuncional que participa en 

varias etapas del proceso de secreción, al interaccionar con las chaperonas y las proteínas del 

complejo ATPasa. EscO interacciona con las proteínas chaperonas, participando probablemente 

en un proceso de reciclaje de las mismas para facilitar la  secreción de sustratos. EscO 

interacciona con la ATPasa EscN estimulando su actividad enzimática y favoreciendo el proceso 

de secreción. Asimismo, EscO interacciona con el regulador negativo de la ATPasa, EscL. 

Adicionalmente se demostró que EscO restaura parcialmente el defecto en el nado de la cepa 

mutante fliJ, y es capaz de estimular la actividad de la ATPasa flagelar FliI. En resumen, 
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nuestros resultados indican que EscO es el equivalente de la proteína FliJ en el sistema de 

virulencia de EPEC. 
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ABSTRACT 

 

Many pathogenic bacteria, such as Escherichia coli (EPEC), use the type III secretion system (T3SS) 

to inject virulence proteins directly into the host cell. It was recently demonstrated that the T3SS 

ATPase complex is evolutionarily related to components of the F0F1 ATP-synthase. In EPEC this 

complex consists principally of 3 different proteins: an ATPase (EscN), a negative regulator of 

the ATPase (EscL) and the EscO protein. The EscN ATPase forms a hexameric ring similar to the 

/β ring of the F0F1. The second protein, EscL, has sequence identity with the b and δ subunits 

of F0F1 ATP synthase that form the lateral stalk connecting the F0 sector to F1. Finally, the EscO 

protein has similarity to the flagellar T3SS FliJ protein. FliJ functions as the γ subunit of the F1 

ATPase, promoting ATPase oligomerization and increasing its hydrolytic activity.  

 

In the present work we demonstrate that EscO is a multifunctional protein involved in several 

steps of the secretion process, interacting with chaperones and proteins of the ATPase complex. 

EscO interacts with chaperones, and it is probably involved in a process of recycling proteins to 

facilitate the secretion of substrates. EscO interacts with the ATPase, stimulating its enzymatic 

activity. EscO also interacts with the negative regulator of the ATPase, EscL. Additionally, we 

demonstrate that EscO partially restores the swimming defect of the flagellar mutant strain fliJ, 

and is capable of stimulating FliI ATPase activity. In summary, our results indicate that EscO is 

equivalent of the FliJ protein in the virulence system. 
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INTRODUCCIÓN  
 

Diarrea: aspectos generales 
 

Las infecciones gastrointestinales son una de las causas más importantes de morbilidad y 

mortalidad infantil en todo el mundo (Kosek, Bern et al. 2003). Se ha reportado que estas 

infecciones causan en promedio 3.2 episodios de diarrea por año en niños menores de un año en 

países en vías de desarrollo. También se ha estimado que las infecciones gastrointestinales son 

una de las 3 primeras causas de mortandad a nivel mundial, solo precedida por infecciones en 

las vías respiratorias bajas y el VIH/SIDA (Lopez, Mathers et al. 2006). Se estima que en el 

mundo 21% de las muertes en niños menores de 5 años están relacionadas con infecciones 

diarreogénicas (Kosek, Bern et al. 2003).  

 

Previamente, la diarrea se definía como la evacuación de heces más blandas de lo normal o 

acuosas por lo menos 3 veces en un periodo de 24 horas (WHO 2005). Actualmente el término de 

diarrea se describe como un síntoma, el cual puede ser causado por infecciones del tracto 

gastrointestinal (también llamada gastroenteritis infecciosa), por infecciones sistémicas y por 

condiciones no-infecciosas. Existen 3 tipos principales de diarrea clínica: aguda, persistente y 

sanguinolenta. La diarrea aguda y la persistente no son padecimientos diferentes, pero presentan 

una duración diferente. Mientras que la diarrea aguda se detiene en los primeros 7 días, la 

diarrea persistente puede durar 14 días o más (Alam and Ashraf 2003). Por otro lado, la diarrea 

sanguinolenta se define como diarrea con rastros visibles o microscópicos de sangre en las heces, 

causada por daño local de la mucosa gástrica o por hemorragia intestinal. De estos 3 tipos de 
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diarrea, la aguda es la más común, produciendo 80% de todos los casos de diarrea infantil y un 

50% de los casos de mortalidad (WHO 2005). 

 

La fisiología intestinal se altera por infecciones entéricas, principalmente en una de las siguientes 

formas:  

1. Cambiando el flujo de agua y electrolitos en el intestino delgado. 

2. Por destrucción inflamatoria o citotóxica de la mucosa intestinal. 

3. Por penetración microbiana al sistema retículo-endotelial. 

 

Un gran número de patógenos pueden ser responsables de causar diarrea, entre los que se 

encuentran el rotavirus, y bacterias como: Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Vibrio,  y 

algunas cepas de Escherichia coli. 

  

Escherichia coli: de comensal a patógeno 
 

E. coli se describió por primera vez en 1885 por Theodore Escherich bajo el nombre de Bacterium 

coli. Este nombre se utilizó hasta 1919, cuando el género Escherichia se definió por Astellani y 

Chalmers (Borriello, Murray et al. 2005). Esta bacteria Gram negativa, es miembro de la familia 

Enterobacteriaceae. Es un bacilo de 2-6 µm de largo y 1.1-1.5 µm de ancho. Las cepas 

pertenecientes a la especie E. coli pueden ser cultivadas tanto anaeróbica como aeróbicamente, 

poseen requerimientos nutricionales simples y no forman esporas. La mayoría de las cepas son 



 
 

8 
 

móviles. Bioquímicamente la especie  E. coli es generalmente oxidasa negativa, catalasa positiva, 

fermenta glucosa, reduce nitrato, es positiva a una reacción o-nitrofenil-β-lactamasa, no produce 

urea o H2S y fermenta lactosa (Rodriguez-Angeles 2002).  

 

E. coli es un comensal tanto en el intestino humano, como de otros mamíferos y de aves,  donde 

constituye una de las especies anaerobias facultativas más prevalentes con 107  unidades 

formadoras de colonias (UFC) por gramo de materia fecal (Borriello, Murray et al. 2005). Sin 

embargo, esta especie está presente en mucho menor número que las bacterias aerobias las 

cuales forman más del 99% de las bacterias totales en heces (1010-1011 UFC/g de heces) (Moore 

and Holdeman 1974). 

 

Además de desempeñar un papel importante como comensal humano, algunas cepas de E. coli 

causan varios tipos de infecciones intra- y extraintestinales. Estas cepas patógenas poseen 

factores de virulencia específicos, los cuales se han clasificado en 2 grupos dependiendo de su 

función (Kaper, Nataro et al. 2004): uno de estos, consiste en la colonización y capacidad de las 

bacterias de sobrevivir en la superficie de la mucosa o invadir al hospedero; el segundo grupo 

consiste en toxinas y proteínas efectoras las cuales pueden inducir daño en el hospedero. Incluso, 

algunos de los factores de virulencia permiten a la bacteria evadir la respuesta inmune del 

hospedero. De acuerdo a su perfil de virulencia, las cepas patógenas de E. coli se han clasificado 

en diversos grupos, los cuales se revisarán más adelante. 
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Por muchos años, la serotipificación ha sido una de las herramientas disponibles para identificar 

las variantes patógenas de E. coli. Este método, establecido por Kauffman en los años 40´s, se 

basa principalmente en la identificación antigénica de un lipopolisacárido termoestable y un 

antígeno flagelar termolábil denominados “O” y “H” respectivamente. Esta clasificación 

permitió la identificación de 174 serogrupos “O” y 53 antígenos “H” (Vidal, Canizalez-Roman et 

al. 2007).  

 

La capacidad de ciertas cepas de E. coli de causar diarrea se reportó por primera vez en 1887, sin 

embargo, la primera cepa patógena se aisló en 1945 (Clarke, Haigh et al. 2002). Durante las tres 

siguientes décadas, algunos serotipos de E. coli (O111, O55 y O127) se diagnosticaron 

frecuentemente en casos de diarrea infantil en países industrializados. El potencial patogénico de 

estos serotipos se confirmó en diversos estudios con voluntarios, durante la primera mitad de los 

años 50´s. Además, estos serotipos se aislaron en mayor porcentaje a partir de niños enfermos 

que presentaban diarrea que de niños sanos (Levine and Edelman 1984).  

 

El término “E. coli enteropatógena” (EPEC) se introdujo por primera vez en 1955 por Neter, para 

describir a un grupo de E. coli que estaba epidemiológicamente implicado en diarrea infantil 

(Neter, Westphal et al. 1955). Durante este periodo más del 50% de los casos de mortalidad 

infantil se relacionaron con brotes de diarrea causados por EPEC. Fue en los años 60s cuando la 

incidencia y letalidad de EPEC en países industrializados disminuyó por razones desconocidas 

(Nataro and Martinez 1998).  
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Durante los años 60-70´s, se identificó la presencia de diferentes factores de virulencia en los 

serotipos que se habían clasificado originalmente como EPEC, lo que llevó a una nueva 

clasificación de las cepas de E. coli asociadas a diarrea. Las cepas que poseen enterotoxinas 

termolábiles o termoestables se denominaron E. coli enterotoxigénicas (ETEC), las cepas 

invasivas se denominaron enteroinvasivas (EIEC), las cepas que se adhieren de manera no 

específica se clasificaron como de adherencia difusa (DAEC), las cepas productoras de toxinas 

tipo Shiga se describieron como enterohemorrágicas (EHEC), las cepas que se agregan se 

nombraron enteroagregativas (EAEC) y las cepas que no poseen estas características 

permanecieron en el grupo de EPEC. Cabe mencionar que todos estos grupos poseen 

características fenotípicas y genéticas diferentes (Kaper, Nataro et al. 2004). 

 

Escherichia coli enteropatógena: patogenicidad 
 

EPEC es uno de los patógenos de niños más importantes  en todo el mundo, debido a su 

prevalencia en la comunidad y en los hospitales. Dado que el diagnóstico de estos patógenos 

está basado principalmente en el diagnóstico molecular, se ha producido un cambio importante 

en la determinación de la prevalencia y distribución de estos microorganismos. No está claro si 

las infecciones causadas por EPEC han disminuido debido a las medidas preventivas adoptadas, 

como la difusión de la importancia de la lactancia materna, o si los estudios de diagnósticos 

previos no eran tan exactos como los utilizados actualmente (Nataro and Kaper 1998).  
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EPEC ocasiona un fenotipo histológico distintivo, caracterizado por una adherencia localizada en 

células en cultivo de tejidos y por la capacidad de producir lesiones de adherencia y 

esfacelamiento (lesión A/E). En la lesión A/E las bacterias se unen fuertemente a la membrana 

de la célula huésped causando una interrupción de la superficie celular que conduce a la 

desaparición de las microvellosidades del epitelio intestinal, el reordenamiento de la F-actina y 

la formación subsecuente de estructuras en forma de pedestal por debajo del sitio de adherencia 

(Figura 1). La unión al enterocito está mediada por una adhesina de la membrana externa de la 

bacteria denominada intimina y por un efector de virulencia translocado por EPEC hacia la 

célula eucarionte, conocido como Tir. La interacción intimina-Tir desencadena una respuesta que 

conduce al reclutamiento de proteínas del citoesqueleto debajo de las bacterias adheridas (Caron, 

Crepin et al. 2006). Una vez que la bacteria se ha unido íntimamente al enterocito, se induce una 

serie de señales intracelulares, promovidas por una serie de proteínas que han sido translocadas 

desde la bacteria al citosol del enterocito a través del sistema de secreción tipo III. Como 

resultado de esta transducción de señales, la actividad fisiológica normal del enterocito se ve 

comprometida al alterarse la secreción de electrólitos al espacio extracelular, la permeabilidad de 

las uniones estrechas intracelulares y la remodelación de la región apical del enterocito; dando 

como resultado una diarrea acuosa en el individuo infectado (DeVinney, Knoechel et al. 1999).   
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Figura 1. Lesiones histopatológicas causadas por EPEC. A. Fotografía de microscopía electrónica de barrido 
mostrando los pedestales producidos EPEC (flechas blancas). B. Fotografía de microscopía electrónica de 
transmisión mostrando la eliminación de microvellosidades en los sitios de adherencia y la formación del pedestal 
(flecha negra) (Wong, Pearson et al. 2011).  

 

Todos los elementos genéticos requeridos para producir la lesión A/E están organizados en una 

isla de patogenicidad, localizada en el cromosoma de EPEC, denominada Locus de 

Esfacelamiento Enterocítico (LEE) (McDaniel, Jarvis et al. 1995, McDaniel and Kaper 1997). LEE 

contiene genes que codifican para la adhesina de membrana externa (intimina), la maquinaria 

del SST3 (Esc), las proteínas efectoras y componentes que se secretan (Esp, Tir y Map), las 

proteínas chaperonas (Ces) y algunos reguladores de secreción (Sep) y transcripcionales (Ler, 

GrlR y GrlA) ( 

Figura 2 y Apéndice) (Jarvis, Giron et al. 1995). La regulación transcripcional del LEE es un 

proceso muy complejo, regido por diversos reguladores entre los que se encuentran tanto 

proteínas codificadas dentro de la isla, como reguladores globales de E. coli como H-NS, IHF, y 

aquellos que participan en la detección del quórum y la respuesta SOS (Friedberg, Umanski et al. 

1999, Mellies, Elliott et al. 1999, Sperandio, Mellies et al. 1999, Elliott, Sperandio et al. 2000, 

Sperandio, Mellies et al. 2000, Bustamante, Santana et al. 2001, Yona-Nadler, Umanski et al. 2003, 

Berdichevsky, Friedberg et al. 2005, Iyoda, Koizumi et al. 2006, Mellies, Haack et al. 2007). EPEC 
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utiliza las proteínas efectoras codificadas en el LEE, así como otras proteínas efectoras, 

codificadas fuera de la isla LEE (Nle, non LEE encoded proteins), para subvertir y modular las 

funciones celulares y la barrera intestinal del huésped (Dean and Kenny 2009).  

 

 

Figura 2. Esquema representativo de la isla de patogenicidad LEE de EPEC. Las flechas negras indican los 

principales operones que conforman la isla LEE(Modificada de (Romo-Castillo 2010).   

 

EPEC se considera un patógeno no invasivo y depende de un SST3 para suministrar las 

proteínas efectoras directamente en las células huésped. La cepa E2348/69 (serotipo O127:H6) se 

ha utilizado en todo el mundo como una cepa prototipo para estudiar la biología, genética y  

virulencia de EPEC.  

 

Sistema de secreción tipo III: una jeringa molecular 
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El sistema de secreción tipo III (SST3) es una nanomáquina macromolecular que permite a un 

gran número de bacterias patógenas de humanos, de otros animales y de plantas inyectar 

proteínas de virulencia directamente dentro del citoplasma de células hospederas. La diversidad 

de las proteínas inyectadas, denominadas proteínas efectoras, produce diferentes alteraciones 

dentro de las células hospederas que van desde el reordenamiento del citoesqueleto, la alteración 

de la membrana celular y las uniones estrechas hasta la apoptosis. Este sistema presenta una 

notable similitud entre diferentes especies bacterianas (Cornelis 2006, Galan 2009). 

 

El SST3, también llamado inyectisoma, está compuesto principalmente por 3 partes: el cuerpo 

basal, la aguja y el translocón (Figura 3A). El cuerpo basal es un sistema de anillos múltiples y un 

eje, que atraviesa ambas membranas bacterianas. La aguja es una estructura extracelular hueca a 

través de la cual viajan las proteínas en un estado semidesplegado. El translocón está formado 

por una proteína hidrofílica (que puede formar un filamento extracelular) y dos proteínas 

hidrofóbicas que forman un poro que se inserta en la membrana de la célula hospedera (Blocker, 

Deane et al. 2008, Mueller, Broz et al. 2008, Gendrin, Sarrazin et al. 2010, Mattei, Faudry et al. 

2011). El cuerpo basal está íntimamente asociado con proteínas citoplásmicas y membranales que 

conforman el aparato de exportación. El aparato de exportación dirige el proceso de secreción de 

forma jerárquica y ordenada (Diepold, Amstutz et al. 2010, Wagner, Konigsmaier et al. 2010).  
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Figura 3. Estructura del SST3. A. Representación de la estructura del inyectisoma de EPEC. MH: membrana de la 
célula hospedera. ME: membrana externa bacteriana. MI: membrana interna bacteriana. B. Representación de las 
proteínas conservadas entre el inyectisoma y el flagelo.  

 

El ensamblaje del SST3 involucra a más de 20 proteínas, de las cuales 9 están evolutivamente 

relacionadas con el flagelo bacteriano (Blocker, Komoriya et al. 2003) (Figura 3B). Muchas de las 

proteínas que participan en la biogénesis del inyectisoma se producen en el citoplasma 

bacteriano en complejo con sus chaperonas, y su expresión, secreción y translocación, se 

encuentra bajo una regulación muy fina (Izore, Job et al. 2011). 

 

El ensamblaje del SST3 y la secreción de sustratos ocurre de manera secuencial e involucra 4 

pasos principales (Figura 4): (1) Formación del cuerpo basal, (2) Ensamblaje del eje y la aguja 

(secreción de sustratos tempranos), (3) Secreción y ensamblaje de las proteínas que forman el 

poro de translocación, también llamadas translocadores (secreción de sustratos intermedios) y 

(4) Translocación de las proteínas efectoras al citosol de la célula hospedera (secreción de 

sustratos tardíos) (Izore, Job et al. 2011). 
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Figura 4. Ensamblaje del SST3. El ensamblaje del SST3 involucra 4 pasos esenciales: la formación del cuerpo basal, 
el ensamblaje del eje y la aguja (sustratos tempranos; EscI y EscF) la secreción de los translocadores (sustratos 
intermedios; EspA, EspB y EspD) y la secreción de los efectores (sustratos tardíos: Tir, Map, EspX, NleX). MH: 
membrana de la célula hospedera. ME: membrana externa bacteriana. MI: membrana interna bacteriana.  

 

Estructura del SST3: cuerpo basal 
 

El cuerpo basal consiste de 2 grupos de anillos posicionados tanto en la membrana externa (ME) 

como en la membrana interna (MI) de la bacteria  (Figura 5). El anillo en la ME está formado por 

un componente de la familia de las secretinas (InvG en Salmonella y EscC en EPEC). Esta familia 

de proteínas posee una región N-terminal periplásmica y una región C-terminal altamente 

conservada, que se inserta en la membrana externa denominada “región homóloga a la 

secretina”. Las secretinas forman oligómeros altamente estables, típicamente de 12 a 14 

subunidades. La oligomerización de las secretinas forma un poro central lo suficientemente 

amplio para permitir la secreción de proteínas desplegadas o parcialmente plegadas y dicha 

estructura se encuentra conservada en diferentes sistemas de secreción bacterianos (Chami, 
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Guilvout et al. 2005, Hodgkinson, Horsley et al. 2009, Schraidt, Lefebre et al. 2010). 

Recientemente se han obtenido  cristales de las secretinas y las estructuras terciarias muestran 

que la región N-terminal forma un “cuello” que conecta el anillo de ME con el anillo de MI 

(Spreter, Yip et al. 2009) (Figura 5). Por otro lado,  los anillos de MI están formados por las 

proteínas (YscJ/YscD, MxiJ/MxiG, PrgK/PrgH y EscJ /EscD en Yersinia, Shigella, Salmonella y 

EPEC, respectivamente) que oligomerizan para formar dos anillos concéntricos de diámetros 

diferentes. 

 

Figura 5. El cuerpo basal del SST3. A. Representación del cuerpo basal y los componentes de los anillos de 
membrana externa (ME) y membrana interna (MI). InvG/EscC, PrgK/EscJ, PrgH/EscD son los homólogos 
correspondientes en Salmonella y EPEC respectivamente. B. Estructuras cristalográficas de la secretina EscC21-174 

(PDB: 3GR5), PrgH170-362 (PDB: 3GR0) y EscJ21-190 (1YJ7), y su localización propuesta en el SST3 (Spreter, Yip et al. 
2009). 

Se postula que en la membrana  interna se localiza el aparto de exportación, el cual incluye tanto 

a proteínas membranales como a proteínas citoplásmicas asociadas a la membrana, que son 

indispensables para la secreción. Las proteínas membranales del aparato de exportación están 

conservadas en los SST3 de diferentes especies bacterianas. Interactuando con estos 

componentes membranales se encuentran al menos 3 componentes citoplásmicos, denominados 

complejo ATPasa, los cuales también son indispensables para la secreción. Estos componentes se 
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han caracterizado como una ATPasa, un regulador negativo de la ATPasa y una proteína  de 

función desconocida. 

 

Aparato de exportación: el complejo ATPasa 
 

El SST3 requiere de una ATPasa (InvC/Spa47/YscN/EscN en Salmonella/ Shigella/ Yersinia y 

EPEC, respectivamente), la cual está altamente conservada entre las proteínas del aparato de 

exportación, aunado al hecho de que posee una alta similitud de secuencia con la ATPasa 

flagelar FliI (Akeda and Galan 2004, Andrade, Pardo et al. 2007, Zarivach, Vuckovic et al. 2007, 

Johnson and Blocker 2008). La ATPasa del SST3 está implicada en el reconocimiento y 

disociación de los complejos chaperona-sustrato, así como en el desplegamiento de los sustratos 

a secretarse, de una forma dependiente de la hidrólisis de ATP (Radics, Konigsmaier et al. 2014). 

Aunque se ha visto que la función de estas ATPasas en los SST3 de virulencia es indispensable 

para llevar a cabo eficientemente el proceso de exportación, también se ha demostrado que la 

fuerza protón motriz (proton motive force, PMF) desempeña un papel importante (Lee, Zmina et 

al. 2014). La ATPasa del SST3 forma un homohexámero (Figura 6) o un doble anillo hexamérico 

con un diámetro interno de 2.5 a 3.0 nm, cuya formación se induce por la unión de Mg2+ y ATP 

(Claret, Calder et al. 2003, Pozidis, Chalkiadaki et al. 2003, Muller, Pozidis et al. 2006, Kazetani, 

Minamino et al. 2009, Ibuki, Imada et al. 2011). La oligomerización y el contacto con la 

membrana permiten a esta ATPasa incrementar su actividad. La oligomerización de la ATPasa 

también puede inducirse por interacción con proteínas chaperonas, como se demostró en 

Salmonella, donde la chaperona multicargo SrcA interacciona con la ATPasa SsaN y promueve la 

formación de hexámeros (Cooper, Zhang et al. 2010). Por otro lado, se ha visto que la liberación 
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de ADP y Pi, productos de la hidrolisis de ATP, induce la desestabilización del anillo 

hexamérico, lo que sugiere que la formación del oligómero de la ATPasa en la base del aparato 

de exportación es temporal (Minamino and Namba 2008, Kazetani, Minamino et al. 2009). 

 

 

 

Figura 6. Anillo hexamérico de la ATPasa del SST3. A. Modelo del anillo hexamérico de FliI (ATPasa flagelar, azul 

y amarillo) realizado sobre el anillo heterohexamérico  del dominio F1 de la ATP-sintasa (verde y naranja). Al 

centro del hexámero se encuentra la subunidad  (rosa)  (Imada, Minamino et al. 2007). B. Vista superior del modelo 
hexamérico de la ATPasa EscN (EPEC), realizado utilizando el mismo molde que en A (Zarivach, Vuckovic et al. 
2007). C. Fotografía de crio-microscopía electrónica del anillo hexamérico de FliI (Ibuki, Imada et al. 2011). Barra de 
escala =5 nm. 

 

Las estructuras cristalográficas tanto de la ATPasa EscN de EPEC como de la ATPasa flagelar 

FliI, muestran una similitud estructural con las subunidades α/β de la F0F1 ATPsintasa (Imada, 

Minamino et al. 2007, Zarivach, Vuckovic et al. 2007) (Figura 7). La F0F1 ATP sintasa consiste de 

un dominio membranal denominado F0 y un dominio soluble denominado F1. El dominio F1 está 

formado por un hexámero de subunidades α y β organizadas alrededor de un tallo central, 

denominado subunidad . Un segundo tallo periférico, el cual contiene a las subunidades b y  δ, 

conecta el dominio F0 y el dominio F1; y éste comparte similitud de secuencia con los miembros 



 
 

20 
 

de la familia YscL (SsaK/MxiN/YscL/EscL/FliH en Salmonella/Shigella/Yersinia/EPEC y el 

flagelo).  Las proteínas de esta familia interaccionan con la ATPasa y además son reguladores 

negativos de su actividad enzimática (Pallen, Bailey et al. 2006). Se ha propuesto que este 

regulador negativo pudiera estar evitando la hidrólisis de ATP previo a la activación del sistema 

de secreción (Minamino and MacNab 2000). En el sistema flagelar se demostró que FliH forma 

un complejo soluble con la ATPasa (FliH2FliI) y que esta proteína es responsable de localizar a 

FliI en el aparato de secreción (Minamino and MacNab 2000, Auvray, Ozin et al. 2002, Gonzalez-

Pedrajo, Fraser et al. 2002). La ausencia de FliH produce una pérdida en la movilidad bacteriana, 

pero este fenotipo puede suprimirse al sobreexpresar la ATPasa FliI, lo que indica que FliH per se 

no es esencial para el ensamblaje y la funcionalidad del SST3 (Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 

2003). FliI y FliH se localizan en la membrana interna principalmente, pero no están embebidos 

en ésta (Kubori, Yamaguchi et al. 1997). Estas proteínas interaccionan de manera estable a través 

del N-terminal de FliI y el C-terminal de FliH (Auvray, Ozin et al. 2002, Gonzalez-Pedrajo, Fraser 

et al. 2002). La actividad de FliI se incrementa en presencia de fosfolípidos, sin embargo, este 

incremento en la actividad no sucede cuando FliI está interactuando con su inhibidor FliH. Estos 

resultados indican que la asociación intrínseca con la membrana es crítica para la función de FliI 

(Auvray, Ozin et al. 2002). Se ha propuesto que durante el proceso de exportación, el anillo 

multimérico de la ATPasa se localiza junto con otros componentes en la base del anillo interno 

de la MI. Aunque el mecanismo de exportación no se conoce con exactitud se cree que la 

hidrólisis de ATP está involucrada con la disociación del complejo sustrato-chaperona (Akeda 

and Galan 2005). 
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Figura 7. Comparación de la estructura de las ATPasas FliI y EscN del SST3 y la subunidad  de la F0F1 ATP 

sintasa. A. Estructura de FliIΔ1-18 (color cian, PDB: 2DPY) superpuesta en el estado E de la F1 (color verde, PDB: 
1H8E) (Imada, Minamino et al. 2007). B. Estructura de EscNΔ1-102/V393P (color rojo, PDB: 2OBL) superpuesta con la 

estructura de la subunidad  (color azul, PDB: 1H8E) (Zarivach, Vuckovic et al. 2007).  

 

Se ha identificado que la ATPasa del SST3 interacciona con diversos componentes del SST3, 

como son algunas proteínas del aparato de exportación, su regulador negativo y algunas 

proteínas chaperonas (Jouihri, Sory et al. 2003, Minamino, Gonzalez-Pedrajo et al. 2003, Blaylock, 

Riordan et al. 2006, Johnson and Blocker 2008, Minamino, Kinoshita et al. 2012). 

 

Estudios previos en el sistema flagelar han demostrado que FliJ interacciona con diversos 

componentes del SST3 como son los sustratos del eje-gancho, sustratos del filamento, la ATPasa, 

el regulador negativo de la ATPasa, proteínas del aparato de exportación, y algunas chaperonas; 

lo que sugería que funcionaba como una chaperona general del SST3 (Minamino, Chu et al. 2000, 

Minamino and MacNab 2000, Minamino and MacNab 2000, Fraser, Gonzalez-Pedrajo et al. 2003, 

Evans, Stafford et al. 2006, Gonzalez-Pedrajo, Minamino et al. 2006). Posteriormente se demostró 
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que FliJ no reconoce a los sustratos libres ni al complejo chaperona-sustrato, sino que reconoce a 

algunas chaperonas libres.  Las chaperonas, reclutadas por FliJ,  reconocen a las proteínas 

adaptadoras entre gancho y filamento, denominadas haps, así como a la proteína de la tapa del 

filamento, denominada cap. Sin embargo, FliJ no interacciona con la chaperona del filamento. Por 

tal motivo, se propuso un modelo en el cual FliJ participa en un proceso de reciclaje de las 

chaperonas de las proteínas haps y cap, para facilitar su secreción;  ya que estas proteínas 

compiten con las miles de subunidades del filamento (Evans, Stafford et al. 2006). 

 

Recientemente se obtuvo la estructura cristalográfica de FliJ y se reportó que, a pesar de no 

poseer similitud de secuencia, estructuralmente es muy similar al dominio coiled-coil formado 

por el N-terminal y C-terminal  de la subunidad  de la F0F1 ATP-sintasa (Figura 8). FliJ favorece 

la formación del hexámero de FliI al incubarlos en una relación molar 1:6 FliJ/FliI, por lo que se 

ha propuesto que FliJ actúa como núcleo para la formación del anillo, y lo estabiliza; ya que el 

anillo hexamérico de FliI es inestable aún en presencia de ATP y fosfolípidos. Sin embargo, al 

analizar la formación de anillos hexaméricos, en esta relación molar,  disminuye respecto a la 

relación molar 6:1 FliI:FliJ. Con estos resultados se propuso que la formación del anillo 

hexamérico FliI no es necesaria para que la ATPasa alcance su actividad máxima. Debido a que 

el sitio catalítico de la enzima está localizado en la interfase entre las subunidades de FliI y que 

FliJ facilita el ensamblaje de FliI, una mayor probabilidad de formar estructuras como dímeros y 

trímeros, puede ser suficiente para incrementar la actividad de la ATPasa. Así mismo, se 

identificó que FliJ interacciona con el C-terminal de la ATPasa FliI, lo que es comparable con la 

región de la subunidad β que interacciona con la subunidad  de la F0F1 ATPsintasa (Ibuki, 

Imada et al. 2011). 
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Figura 8. Similitud estructural entre FliJ y la subunidad  de la F1 ATP sintasa. A. Estructura cristalográfica de FliJ 

(PDB: 3AJW). B. Estructura cristalográfica de la subunidad  de la F0F1 ATP sintasa (PDB: 1E79). Las hélices α1 y α2 

están coloreadas en rojo y azul. El dominio central de la subunidad  que no posee similitud con FliJ está coloreado 
en verde. 

 

En el 2013 se reportó que FliJ de S. enterica serovar Typhimurium tiene una función similar a la 

del rotor de la A3B3 de Thermus themophilus (Kishikawa, Ibuki et al. 2013). Se demostró que la 

estructura coiled-coil antiparalela de FliJ funciona como rotor en A3B3, sugiriendo que el rotor de 

las ATPasas rotatorias y FliJ tienen un origen evolutivo común. 

 

De igual forma, la similitud estructural y funcional entre los componentes solubles del aparato 

de exportación del SST3 y algunos componentes de la F0F1 ATP sintasa sugieren que el complejo 

ATPasa del SST3 está relacionado evolutivamente con dicha enzima.   
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La F0F1 ATP sintasa 
 

Como se mencionó, las ATPasas tipo F están conformadas por 2 sectores, el dominio catalítico F1 

y el complejo transmembranal F0 (Figura 9). La región F1 está conformada por 5 subunidades 

(33), mientras que la región F0 está conformada por sólo 3 (ab2c10). En el complejo F1, las 

subunidades homólogas  y  poseen un plegamiento idéntico y se encuentran alternadas en un 

anillo heterohexamérico. Durante el proceso catalítico para la síntesis e hidrólisis de ATP se 

requieren los 3 sitios catalíticos que se encuentran en la subunidad , en la interfase entre las 

subunidades  y las subunidades . En el sector F0, los protones son transportados a través de un 

ácido carboxílico conservado en cada subunidad c; y se transportan a través de un canal 

transmembranal en la interfase, entre las subunidades a y c (Figura 9) (Fillingame, Angevine et 

al. 2003). 

 

Figura 9. Estructura de la F0F1 ATP sintasa. La composición mínima de F1 está formada por las subunidades 
α3β3γδε, mientras que F0 está conformada por las subunidades  ab2c8-15 (Kinosita 2012). 
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La arquitectura multi-subunidad permite a las F-ATPasas acoplar la reacción química para 

sintetizar ATP y para translocar protones de manera muy eficiente. Un componente clave en esta 

eficiencia es la alta cooperatividad de interacción entre los 3 sitios catalíticos. Estas interacciones 

son parte crítica para el primer mecanismo catalítico propuesto por Paul Boyer, quien acuñó el 

término de “mecanismo de unión-cambio” el cual involucra un movimiento rotacional como 

parte de un estado catalítico continuo (Boyer 1997). Este modelo catalítico predice que 

simultáneamente cada sitio catalítico se encuentra en diferente estado conformacional. Esto se 

demostró al obtener la estructura del complejo F1 de mitocondria de corazón de bovino, en 

donde se puede observar que las 3 subunidades  se encuentran en diferente conformación 

(Figura 10). A las diferentes conformaciones que puede adquirir  se les ha denominado TP 

(retiene el ATP y cataliza la hidrólisis o síntesis), DP (retiene los productos disociados: ADP+Pi) 

y E (libera los productos disociados para regresar a la conformación TP) (Abrahams, Leslie et al. 

1994). Esta asimetría conformacional se relaciona con la rotación de la subunidad  (Noji, Yasuda 

et al. 1997, Omote, Sambonmatsu et al. 1999). Sin embargo, para la enzima de Bacillus se ha 

demostrado que las subunidades  pueden adquirir estas diferentes conformaciones en la 

ausencia de la subunidad  (Uchihashi, Iino et al. 2011). 
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Figura 10. Diferentes conformaciones de la subunidad β de la F1 ATPasa. A. Vista lateral de la estructura atómica 
de la F1-ATPasa mitocondrial de bovino (Gibbons, Montgomery et al. 2000). B. Vista inferior del complejo F1. Los 
nucleótidos se muestran en rojo. Las subunidades se designaron de acuerdo a los nucleótidos encontrados en los 
sitios catalíticos (Abrahams, Leslie et al. 1994): TP, sitio entre βTP y αTP une un análogo del ATP (AMP-PNP), el 
sitio DP es el sitio del ADP y el sitio E está vacío. La línea negra vertical en (a) y el punto en (b) representan el eje de 

rotación de la subunidad  La flecha indica el plano utilizado para la vista inferior (Wang and Oster 1998).  
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ANTECEDENTES 
 

EscO: importancia durante el proceso de secreción vía SST3 
 

Previamente se analizó la relevancia de la proteína EscO (antes Orf15) (Romo-Castillo 2010). El 

gen escO (375 pb) se encuentra codificado en el operón LEE3, de la isla de patogenicidad LEE. La 

proteína EscO tiene una masa molecular predicha de 16 kDa, un punto isoeléctrico alcalino de 

9.6 y una estructura secundaria principalmente α-helicoidal, con alta probabilidad de formar 

estructuras tipo coiled-coil (hélices super-enrolladas). Estas características las comparte con las 

proteínas codificadas por genes sinténicos en el SST3 de otros patógenos como Spa13 (Shigella), 

SpaM/InvI (Salmonella), YscO (Yersinia), Cpn0706 (Chlamydophila), CdsO (Chlamydia) y HrpO 

(Pseudomonas); así como con la proteína flagelar FliJ.  

 

En el 2012 se reportó que la proteína codificada por el gen orf15 (escO), denominada entonces 

EscA, no poseía ningún equivalente funcional en otro SST3 por lo que se propuso que era una 

proteína única de EPEC. También se identificó que EscA es una proteína que se encuentra tanto 

asociada a la membrana interna como en la fracción periplásmica. La región N-terminal de EscA, 

principalmente los primeros 19 residuos de aminoácidos, son los responsables de localizar a la 

proteína en la membrana interna, mientras que no se necesitan para su transporte a periplasma. 

El transporte de EscA al periplasma es independiente del SST3. Debido a que la secuencia de la 

proteína no predice tener secuencia señal típica para ser transportada al periplasma, se ha 

sugerido que posee una secuencia señal no identificada. EscA interacciona con la proteína EscC, 

la cual se encarga de formar el anillo en la membrana externa de EPEC; sin embargo, la 
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importancia de esta interacción no se ha determinado aún (Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al. 

2012). En el presente trabajo se muestran las pruebas necesarias para demostrar que esta 

proteína, renombrada EscO, es equivalente a FliJ/YscO. 

 

La purificación de la proteína recombinante His-EscO permitió observar la presencia de formas 

oligoméricas resistentes a SDS (en ausencia de un agente reductor como el β-mercaptoetanol) 

que equivalen a homodímeros de la proteína. La secuencia de EscO posee dos cisteínas (C37 y 

C52), las cuales podrían ser responsables de esta oligomerización. Sin embargo, no se conoce la 

importancia o funcionalidad de este dímero. La purificación de la proteína recombinante His-

EscO permitió a su vez la generación de anticuerpos policlonales. 

 

Al analizar el fenotipo de una cepa mutante ΔescO::kan, se identificó una supresión en el proceso 

de secreción de proteínas efectoras y translocadoras, lo que indica que EscO es una proteína 

indispensable para el funcionamiento del SST3 y que muy probablemente forma parte del 

aparato de exportación.  

 

Adicionalmente, se analizó el efecto de la sobreproducción de EscO en la secreción de la cepa 

silvestre de EPEC E2348/69. Los resultados indicaron que la sobreproducción de EscO suprime 

la secreción de proteínas vía SST3, lo que podría sugerir que EscO interacciona con algunas 

proteínas indispensables para el proceso de secreción como la ATPasa EscN. Para analizar si la 

función de EscO pudiera estar relacionada con la ATPasa, se sobreprodujo la proteína EscN en la 
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cepa ΔescO::kan, lo que permitió restaurar parcialmente la secreción. Este resultado sugiere que 

la función de EscO está relacionada con la de la ATPasa, ya sea facilitando su localización en la 

base del aparato de exportación o teniendo algún efecto sobre su actividad para mantener el 

proceso de secreción de manera eficiente.  

 

Estos datos sugieren que EscO es una proteína esencial para el proceso de secreción como parte 

del aparato de exportación, y cuya función está relacionada con la ATPasa y con otros de los 

componentes que participan en el proceso de secreción, como el regulador de la ATPasa (EscL) y 

las proteínas chaperonas. Por tal motivo se planteó como objetivo de esta segunda etapa del 

proyecto analizar la importancia de la interacción de EscO con diferentes componentes del SST3 

de EPEC.  
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OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar la interacción de EscO con diferentes componentes del SST3 y la importancia de estas 
interacciones durante el proceso de secreción. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

Identificar la interacción de EscO con las diferentes chaperonas del SST3. 

Caracterizar la interacción de la proteína EscO con la ATPasa EscN. 

Analizar la actividad de la ATPasa EscN en presencia de EscO. 

Caracterizar la interacción de EscO con la proteína EscL. 

Analizar la actividad de la ATPasaEscN en presencia de EscO y EscL. 

Analizar el papel de la dimerización de EscO durante el proceso de secreción. 

Comparar la complementación heteróloga entre EscO y la proteína flagelar FliJ en las respectivas 

mutantes. 

Analizar el efecto de EscO sobre la actividad de la ATPasa flagelar FliI. 

Diseñar un modelo in silico de la estructura de la proteína EscO. 

Identificar residuos conservados entre EscO y la familia YscO, importantes para la función de las 

proteínas. 

Diseñar un modelo de la función de EscO 
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METODOLOGÍA 

 

Cepas y condiciones de crecimiento. 
  

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se enlistan en la Tabla 1. Las cepas bacterianas se 

crecieron a 37 °C en agitación a 250 rpm en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) enriquecido 

con una solución de vitaminas. De acuerdo con los requerimientos, el medio fue suplementado 

con antibióticos en las siguientes concentraciones: 100 gml-1 de Ampicilina (Amp), 25 gml-1 

de Cloranfenicol (Cm), 50 gml-1 de Kanamicina (Kan), 25 gml-1 de Estreptomicina (Stp), o 25 

gml-1 de Tetraciclina (Tc).  

 

Para el ensayo de secreción de proteínas de virulencia, las cepas de EPEC se crecieron en el 

medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) en condiciones estáticas a 37 °C en una 

atmósfera de CO2 al 5%. 

 

Para el ensayo de doble híbrido en levadura, se utilizó medio SD (synthetic-dropout médium, 

Clontech) de baja y mediana astringencia (SD -Trp –Leu y SD –Trp –Leu –His respectivamente). 

Las levaduras se crecieron a 30 °C. 
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Tabla 1. Cepas utilizadas en el estudio. 

Nombre 
Genotipo 

Descripción Referencia 

E. coli 

Top10 
F- mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 
deoR nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 
galU galK rpsL(StpR) 
endA1 λ- 

Posee una eliminación parcial 

del gen lacZ; lo que permite la -
complementación. Permite 
obtener transformaciones más 
eficientes. Reduce la probabilidad 
de que haya una recombinación 
no deseada del ADN.  Presenta 
resistencia a Stp. 

Invitrogen 

XL1-Blue 
endA1 gyrA96 (nalR) 

thi-1 recA1 relA1 lac 
glnV44 F'[ ::Tn10 
proAB+ lacIq Δ(lacZ) 
M15] hsdR17 (rK- mK+) 

 

Cepa derivada de E. coli K12. 
Mutante en la endonucleasa I. 
Reduce la probabilidad de que 
haya una recombinación no 
deseada del ADN. Posee una 
eliminación parcial del gen lacZ; 

lo que permite la -
complementación. Permite 
obtener transformaciones más 
eficientes. Presenta resistencia a 
Tc. 

Stratagene 

BL21(DE3)pLysS 
E. coli B F_dcm ompT 

hsdS (rB-mB-) gal λ(DE3) 
[pLysS Camr] 

 

Cepa derivada de E. coli B. 
Carece de las proteasas Lon y 
OmpT lo que ayuda a una mejor 
expresión de genes. Posee el gen 
de la RNA polimerasa T7 bajo el 
control del promotor lacUV5. Es 
capaz de producir la lisozima T7 
para reducir los niveles de 
expresión basal y posee 
resistencia a Cm. 

Stratagene 

M15(pREP4) 
naIr, strr, rifr, thi-, lac-, 

ara+, gal+, mtl-, F-, recA+, 
uvr+, lon+ [pREP4 Kanr] 

Cepa derivada de E. coli K12. 
Posee el plásmido represor 
pREP4 el cual inhibe la 
producción de proteínas previo a 
la inducción con IPTG. Se utiliza 
para la expresión de proteínas en 
el vector pQE30.  

Qiagen 
 

Salmonella 

JR501 
r-m+ 

 

Cepa utilizada para convertir 
plásmidos a compatibilidad con 
Salmonella. 

(Ryu and Hartin 
1990) 
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SJW1103 Cepa silvestre para biogénesis 
del flagelo y nado. 

(Yamaguchi, Fujita et 
al. 1984) 

SJW1368 
ΔcheW-flhD 

Cepa de Salmonella mutante en 
el operón maestro. Cepa utilizada 
para producir proteínas 
codificadas en el vector pTrc99A, 
así como control negativo en los 
ensayos de nado. 

(Ohnishi, Ohto et al. 
1994) 

MKM40 
ΔfliJ 

 

Cepa de Salmonella mutante en 
el gen fliJ. 

(Minamino, 
Yoshimura et al. 
2009) 

MKM30 

    fliI 
    Cepa de Salmonella mutante en 
el gen fliI. 

(Minamino, Kazetani 
et al. 2006) 

Escherichia coli enteropatógena 

EPECWT  
E2348/69- O127:H6 

Cepa prototipo de E. coli 
enteropatógena. Resistente a Stp.  

(Levine, Caplan et al. 
1977) 

ΔescN Cepa mutante en el gen escN. 
Resistente a Stp. 

(Gauthier, Puente et 
al. 2003) 

ΔescO 
escO::kan 

Cepa mutante en el gen escO. 
Posee un casete de resistencia a 
Kanamicina insertado por 
recombinación homóloga en el 
sitio del gen escO. Resistente a Stp 
y Kan.  

(Romo-Castillo 2010) 

Saccharomyces 

AH109 
MATa, trp1-901, 

leu2-3, 112, ura3-52, 
his3-200, gal4∆, gal80∆, 
LYS2::GAL1UAS-
GAL1TATA  

 

Cepa reportera para ensayo de 
doble híbrido. Cepa gal4- y gal80- 
lo cual previene una interfase de 
la regulación nativa de proteínas 
con los elementos de regulación 
del sistema de doble híbrido. 

Clontech 
(James, Halladay et 
al. 1996) 

 
 

 

 

Manipulación de ADN 
 

Los ensayos de restricción enzimática, la electroforesis en geles de agarosa, la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR), la extracción de plásmido, la ligación de ADN, la transformación 
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bacteriana y otros procedimientos de rutina, se realizaron como se ha descrito anteriormente 

(Sambrook 2001). Los plásmidos y cebadores utilizados en este estudio se muestran en las Tablas 

2 y 3 respectivamente. 

Tabla 2. Plásmidos utilizados en el estudio. 

Plásmido Descripción  Referencia 

pACTrc Vector de expresión. Promotor trc. Origen 
de replicación p15A. Resistencia a Cm. 

(Gonzalez-Pedrajo, 
Minamino et al. 2006) 

pET19b Vector de expresión. Promotor T7. Permite 
la producción de proteínas recombinantes 
con una etiqueta de 10 Histidinas en la 
región N-terminal. Resistencia a Amp. 

Novagen 

pGEM T-Easy Vector de clonación. Promotores T7 y SP6. 
Vector digerido con EcoRV con una 
timidina terminal 3´ en ambos extremos 
para insertar productos de PCR generados 
por polimerasas termoestables. Resistencia a 
Amp. 

Promega 

pTrc99A Vector de expresión. Promotor trc. 
Resistencia a Amp. 

Amersham-Pharmacia 

pTrc99A_FF4 Vector pTrc99A modificado. Promotor trc. 
Resistencia a Amp. 

(Ohnishi, Fan et al. 1997) 

pGADT7 Vector del sistema de doble híbrido en 
levadura. Contiene el dominio de activación 
de Gal4 y el marcador nutricional LEU2. 

Clontech 

pGBKT7 Vector del sistema de doble híbrido en 
levadura. Contiene el dominio de unión a 
ADN de Gal4 y el marcador nutricional 
TRP1. 

Clontech 

pGADT7-T Vector del sistema de doble híbrido en 
levadura. Posee el antígeno largo T de SV40 
fusionado al dominio de activación de Gal4. 
Por este sistema interacciona con p53, por lo 
que se utiliza como control positivo.  

Clontech 
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pGBKT7-53 Vector del sistema de doble híbrido en 
levadura. Posee a p53 de ratón fusionado al 
dominio de unión de ADN de Gal4. Por este 
sistema interacciona con el antígeno largo T 
de SV40, utilizado como control positivo. 

Clontech 

pGBKT7-lam Vector del sistema de doble híbrido en 
levadura. Posee lamina C humana 
fusionada al sitio de unión de ADN de Gal4. 
Debido a que es una proteína no 
relacionada con las del sistema no 
interactúa con el antígeno largo T de SV40, 
utilizado como control negativo. 

Clontech 

pMMescO escO clonado en pGEM T-Easy. (Romo-Castillo 2010) 

pMMescO1-60 Versión trunca de escO que codifica para los 
primeros 60 residuos de la proteína (EscO1-

60) clonada en pGEM T-Easy. 

(Romo-Castillo 2010) 

pMMescO60-125 Versión trunca de escO que codifica para los 
residuos 60 a 125 de EscO (EscO60-125) 
clonada en pGEM T-Easy. 

(Romo-Castillo 2010) 

pMMescOΔ10 Versión trunca de escO que codifica para 
EscO carente de los primeros 10 residuos 
(EscOΔ10) clonada en pGEM T-Easy. 

Este trabajo 

pNEescO escO clonado en pET19b. (Romo-Castillo 2010) 

pNE23escO escO clonado en pET23b. Este trabajo 

pMEescO1-60 escO1-60 clonado en pET19b. (Romo-Castillo 2010) 

pMEescO60-125 escO60-125 clonado en pET19b. (Romo-Castillo 2010) 

pMEescOΔ10 escOΔ10 clonado en pET19b. Este trabajo 

pMEescOC37S Versión de EscO cuya cisteína 37 ha sido 
modificada por serina, codificada en 
pET19b. 

Este trabajo 

pMEescOC52S Versión de EscO cuya cisteína 52 ha sido 
modificada por serina, codificada en 
pET19b. 

Este trabajo 
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pMEescODMCS Versión de EscO cuyas cisteínas 37 y 52 han 
sido modificadas por serinas, codificada en 
pET19b. 

Este trabajo 

pMEescODMRA Versión de EscO cuyas argininas 12 y 15 han 
sido modificadas por alaninas, codificada en 
pET19b. 

Este trabajo 

pMTescO escO clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010) 

pMTHescO Versión de EscO etiquetada con 10 
histidinas en el N-terminal.  

(Romo-Castillo 2010) 

pMTescO1-60 escO1-60 clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010) 

pMTescO60-125 escO60-125 clonado en pTrc99A_FF4. (Romo-Castillo 2010) 

pMEescOΔ10 escOΔ10 clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTescOC37S escOC37S clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTescOC52S escOC52S clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTescODMCS escODMCS clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTescODMRA escODMRA clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMATescO escO clonado en pACTrc. (Romo-Castillo 2010) 

pMATescOΔ10 escOΔ10 clonado en pACTrc. Este trabajo 

pAEescN escN clonado en pET19b. (Andrade, Pardo et al. 2007) 

pAEescNK183E Versión de EscN cuya lisina 183 se modificó 
por alanina, codificado en pET19b. 

Este trabajo 

pAEescNΔ1-102 Versión trunca de escN que codifica para 
EscN carente de los primeros 102 residuos, 
clonada en pET19b. 

Este trabajo 

pATescN escN clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTescNK183E escNK183E clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pATescNΔ1-102 escNΔ1-102 clonada en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pNATescN escN clonada en pACTrc. Este trabajo 

pMM404 fliJ clonada en pTrc99A. (Minamino, Chu et al. 2000) 

pMM406 fliJ etiquetada con 10 histidinas en el N-
terminal clonada en pTrc99A. 

(Minamino and MacNab 
2000) 

pACTrcJ fliJ clonado en pACTrc. G.M. Fraser, sin publicar. 

pMM1702 fliI etiquetada con 10 histidinas en el N-
terminal clonada en pTrc99A. 

(Minamino and MacNab 
2000) 

pAQescL escL clonada en pQE30. Este trabajo 
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pATescL escL clonado en pTrc99A. Este trabajo 

pAATescL escL clonado en pACTrc. Este trabajo 

pMTcesD cesD clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTcesD2 cesD2 clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTcesF cesF clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pATcesAB cesAB clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pMTcesT cesT clonado en pTrc99A_FF4. Este trabajo 

pNGADescO escO clonado en pGADT7. Este trabajo 

pNGBKescN escN clonado en pGBKT7. Este trabajo 

pNGADescL escL clonado en pGADT7. Este trabajo 

pATescNV393P escNV393P clonado en pTrc99A_FF4. Andrade et. al., no publicado 

pATescN102 escN102  clonado en pTrc99A_FF4. Andrade et. al., no publicado 

 

 

 

Tabla 3. Cebadores utilizados en este estudio 

Cebador Secuencia 5´- 3´ Referencia 

escO_Fw TTGCCTGCATATGTTGGACAG (Romo-Castillo 
2010) 

escO_Rv AGAGGATCCCTAGTCAAAGTA (Romo-Castillo 
2010) 

escO60_Rv TTATGGATCCTCACTTTATCC (Romo-Castillo 
2010) 

escO60_Fw AATTTGGCATATGTGTCGTTG (Romo-Castillo 
2010) 

escO10_Fw ATTCGTCATATGAGAGCGAAC Este trabajo 

escOC37S_Fw GTAAACTCGATGACAGCGAGCAATCCAA
TTAAAG 

Este trabajo 

escOC37S_Rv CTTTAATGGATTGCTCGCTGTCATCGAGT
TTAC 

Este trabajo 
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escOC52S_Fw CTCTAAGCAGGCGTATATAGTGCATCGCT
GGTGA 

Este trabajo 

escOC52S_Rv TCACCAGCGATGCACTATAGGCCTGCTTA
GAG 

Este trabajo 

escODMRA_Fw CGTAAAAGCGCAGCGAACGCATTGAGAG
AAATC 

Este trabajo 

escODMRA_Rv GATTCTCTCAATGCGTTCGCTGCGCTTTTA
CG 

Este trabajo 

escN_Fw AGGAACGGCATATGATTTCAGAGC (Andrade, 
Pardo et al. 
2007) 

escN_Rv ACTGTCCAGGATCCTCAGGCAACC (Andrade, 
Pardo et al. 
2007) 

escN102_Fw CAGGGGCATATGTTCAAGATTCG Este trabajo 

escNK183E_Fw GGTTCAGGCGTTGGTGAAAGTACGCTTTG
G 

Este trabajo 

escNK183E_Rv CCAAAAGCGTACTTTCACCAACGCCTGA
ACC 

Este trabajo 

escO_Fw 

 

AGTAGTTACGAAAAAACGATTGAAAGCC
TATTCAAAGTGGTTGCCTGAGTTGTAGGC
TGGAGCTGCTTCG 

(Romo-Castillo 
2010) 

escO_Rv CGAAAAGAAACAGGCTCTATCAAATTTC
TTTTTAGAGAAACTCTAGTCAACATATGA
ATATCCTACTTAG 

(Romo-Castillo 
2010) 

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT (Datsenko and 
Wanner 2000) 

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC (Datsenko and 
Wanner 2000) 

KT CGGCCACAGTCGATGAATCC (Datsenko and 
Wanner 2000) 

T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG Novagen 
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Construcción de plásmidos 
 

El gen escO se amplificó a partir de ADN cromosomal de EPEC E2348/69 utilizando los 

plásmidos escO_Fw y escO_Rv. El producto resultante se clonó en el vector de clonación pGEM 

T-Easy para generar la construcción pMMescO. A partir de esta construcción, el gen escO se 

subclonó en el vector de expresión pET19b, el cual permite la producción de una proteína EscO 

con una etiqueta de 10 histidinas en la región N-terminal, y en los vectores de expresión 

pTrc99A_FF4 y pACTrc para generar las construcciones pNEescO, pMTescO y pMATescO, 

respectivamente. Además, la construcción pNEescO se utilizó para clonar al gen escO con la 

etiqueta de histidinas en el vector pTrc99A para obtener la construcción pMTHescO (Romo-

Castillo 2010).  

 

Para generar las versiones truncas de EscO, se amplificó el gen escO a partir de ADN 

cromosomal de EPEC E2348/69 utilizando los cebadores escO_Fw y escO60_Rv para la versión 

escO1-60, mientras que los cebadores escO60_Fw y escO_Rv se utilizaron para obtener la versión 

escO60-125. Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM T-Easy para crear las 

construcciones pMMescO1-60 y pMMescO60-125. Dichos plásmidos se utilizaron para subclonar en 

el vector pET19b y generar las construcciones pMEescO1-60 y pMEescO60-125; y en el vector 

pTrc99A_FF4 para obtener los plásmidos pMTescO1-60 y pMTescO60-125, respectivamente (Romo-

Castillo 2010). 
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La versión escO10 se amplificó utilizando los cebadores escO10_Fw y escO_Rv. Posteriormente, el 

producto se clonó en el vector pGEM T-Easy generando la construcción pMMescO10; este 

plásmido se utilizó para subclonar escO10 en los vectores pET19b, pTrc99AFF4 y pACTrc para 

generar las construcciones pMEescO10, pMTescO10 y pMATescO10 . 

 

Para producir la construcción pAUescN, el gen escN se amplificó utilizando los cebadores 

escN_Fw y escN_Rv y el producto se clonó en el vector pUC18. Esta construcción se utilizó para 

subclonar el gen en los vectores pET19b, pTrc99A_FF4 y pACTrc y generar los plásmidos 

pAEescN, pATescN y pNATescN. 

  

Para obtener la construcción pAEescNΔ102, la cual produce una versión trunca de His-EscN 

carente de los residuos 1 a 102, el gen escN se amplificó utilizando los cebadores escN102_Fw y 

escN_Rv, y el producto obtenido se clonó en pET19b.  

 

Por medio de mutagénesis sitio dirigida, utilizando el protocolo QuikChange (Stratagene) y 

empleando los plásmidos pNEescO y pAEescN como molde y los cebadores escOC37S_Fw/ 

escOC37S_Rv, escOC52S_Fw/ escOC52_Rv, escODMRA_Fw/ escODMRA_Rv, escNK183E_Fw/ escNK183E_Rv, 

se generaron las construcciones pMEescOC37S, pMEescOC52S, pMEescODMRA y pAEescNK183E. La 

confirmación de las mutaciones deseadas se realizó por medio de secuenciación  utilizando el 

cebador T7 promotor  (Novagen). Posteriormente, las versiones mutantes de escO y escN se 

subclonaron en el vector pTrc99AFF4 para generar las construcciones pMTescOC37S, pMTescOC52S, 

pMTescODMRA y pMTescNK183E. Por otro lado, con la misma metodología se generó la versión 

escODMCS utilizando como molde el vector pMEescOC37S y los cebadores escOC52S_Fw/ escOC52_Rv; 
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esta construcción denominada pMEescODMCS, se utilizó para subclonar a escODMCS en el vector 

pTrc99A_FF4 y obtener el plásmido pMTescODMCS. 

 

 
 

Producción, purificación y cuantificación de proteínas recombinantes 
 

Los plásmidos recombinantes producidos en el vector pET19b se transformaron en células E. coli 

BL21(DE3)pLysS (BDP). Las células BDP que contienen los plásmidos escO se crecieron en 300 ml 

de LB con ampicilina a 37 °C hasta obtener una DO600 = 0.8-1.0; entonces se agregó  0.5 mM IPTG 

y se incubó a 20 °C durante 4 h con agitación. Las células BDP con los plásmidos escN se 

incubaron en 500 ml de LB con ampicilina a 30 °C hasta obtener una DO600 = 0.6-0.7. Para inducir 

la producción de se agregó 0.1 mM IPTG e incubó el cultivo en agitación a 30 °C durante 4 h. Las 

pastillas celulares se colectaron por centrifugación (8,000 × g, 10 min) y se almacenaron a -4 °C. 

 

Para purificar las proteínas, las pastillas celulares se descongelaron en hielo y se resuspendieron 

en 1/10 del volumen inicial de amortiguador TN (20 mM Tris-Cl pH 7.4, 500 mM NaCl) con 1 

mM PMSF y 100 μgml-1 lisozima. Las células se lisaron por sonicación y después se 

centrifugaron a 27,000 x g durante 30 min. El sobrenadante se aplicó a una columna de agarosa 

Ni-NTA (Qiagen) pre-equilibrada con amortiguador TN. La columna se lavó con el 

amortiguador TN que contenía concentraciones crecientes de Imidazol (35, 60 y 75 mM) y 

posteriormente las proteínas se eluyeron en 3 ml de TN con 500 mM  Imidazol. La producción y 

purificación de las proteínas His-FliJ y His-FliI usando los plásmidos pMM406 y pMM1702 
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respectivamente, se realizó utilizando la misma metodología pero en células de Salmonella 

SJW1368. La cuantificación de proteína se llevó a cabo por medio del método de Bradford (Bio-

Rad Protein Assay).  

 

Ensayos de copurificación tipo pull-down 
 

Con el objetivo de investigar la interacción de EscO con diferentes proteínas del SST3, se 

realizaron ensayos de copurificación tipo pull-down. Cultivos de E. coli BDP transformados con 

pET19b codificando las diferentes versiones de EscO (pNEescO, pMEescO1-60, pMEescO60-125 o 

pMEescO10) se indujeron como se describió. Por otro lado, cultivos de Salmonella SJW1369 

transformados con pTrc99A_FF4 codificando las diferentes versiones de EscN (pATescN o 

pATescN102) o las chaperonas (pATcesAB, pMTcesD, pMTcesD2, pMTcesF, pMTcesT) se 

indujeron con 0.1 mM IPTG durante 5 h a 30 °C en agitación. Las pastillas celulares se colectaron 

por centrifugación (8,000 × g, 10 min) y se almacenaron a -20 °C. Las pastillas de los cultivos 

inducidos se resuspendieron en 20 ml de amortiguador TN (20 mM Tris-Cl pH 7.4, 500 mM 

NaCl) con 100 gml-1 lisozima y 0.1 mM PMSF. Las células se lisaron por sonicación y se 

centrifugaron a 15,000 × g durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes conteniendo la fracción 

soluble de BDP con His-EscO y la fracción soluble de SJW1368 con la proteína blanco sin etiqueta 

(EscN, CesAB, CesD, CesD2, CesF o CesT) se incubaron en agitación suave a 4 °C durante 1 h. 

Después se agregaron 200 l de resina Ni-NTA (QIAgen) pre-equilibrada y se incubó 1 h a 4 °C 

en agitación suave. Después de colectar la fracción de la muestra al pasar por la columna 

(fracción no unida), la resina se lavó 3 veces con 10 ml de amortiguador TN conteniendo 30, 60 y 

75 mM Imidazol respectivamente. Finalmente, las fracciones eluidas se obtuvieron con 400 l de 



 
 

43 
 

amortiguador TN + 500 mM Imidazol. Fracciones equivalentes de las muestras se analizaron por 

SDS-PAGE 15% y por inmunodetección tipo Western Blot utilizando anticuerpos específicos 

contra las proteínas. 

 

Inmunodetección tipo Western Blot 
 

Para la detección de las proteínas, las muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se 

electrotransfirieron humeda a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 

solución TBS-tween-leche (20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 10% Tween 20, 5% leche). 

Posteriormente se analizaron con anticuerpos policlonales anti-EscO (1:2,000), anti-EspA 

(1:40,000), anti-EspB (1:35,000), anti-EspF (1:30,000), anti-Tir (1:10,000), anti-EscN (1:30,000), anti-

CesAB (1:30,000), anti-CesD (1:40,000), anti-CesD2 (1:30,000), anti-CesF (1:35,000) y anti-CesT 

(1:30,000); los cuales, han sido generados en el laboratorio por inmunización en conejos. La 

inmunodetección con anticuerpos monoclonales anti-His (Pierce, 1:10,000) y anti-DnaK (MBL 

International, 1:15,000) se realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los anticuerpos 

secundarios conjugados con HRP (horseradish peroxidase) son anti-conejo (goat anti-rabbit, GAR) o 

anti-ratón (goat anti-mouse, GAM) obtenidos en cabra (Santa Cruz Biotechnology) en una dilución 

1:20,000. La detección se realizó utilizando el estuche de inmunodetección ECL (Amersham) o 

ECL Advance (Amersham). 
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Ensayo de doble híbrido en levadura 
 

El ensayo de doble híbrido en levadura se realizó utilizando el sistema “Matchmaker GAL4 

Two-Hibrid System 3” (Clonetech) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, 

las construcciones obtenidas en los vectores pGBKT7 y pG7ADT (Tabla 2) se cotransformaron en 

la cepa de levadura AH109 utilizando acetato de litio (Gietz and Schiestl 1995). Las levaduras se 

plaquearon en medio sólido SD de baja astringencia (SD –Leu –Trp) y se crecieron a 30 °C. Se 

eligió una colonia al azar, seleccionadas en medio líquido SD de baja astringencia a 30 °C 

durante toda la noche en agitación. Se realizaron diluciones seriales (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10 

000, 1/100 000 v/v) en agua desionizada estéril. Se inocularon 3µl de cada dilución en medio 

sólido SD de  baja (SD –Leu –Trp) y mediana (SD –Leu –Trp –His) astringencia. Las levaduras se 

crecieron a 30 °C. Como control positivo y negativo se utilizaron los del sistema (pGADT7-T + 

pGBKT7-53 y pGADT7-T + pGBKT7-lam, respectivamente). 

 

Ensayo de actividad de ATPasa  
 

Se utilizó una modificación del ensayo de verde de malaquita descrito previamente para 

determinar la actividad de ATPasa de EscN (Andrade, Pardo et al. 2007). Una mezcla de reacción 

conteniendo 0.25 µM His-EscN, 3mM ATP y 4 mM MgCl2 se incubó con diferentes relaciones 

molares de las diferentes versiones de His-EscO o His-FliJ a 37°C en 100 mM Tris-HCl pH 8.0. A 

diferentes tiempos, 100 l de la reacción se mezcló con 800 l del agente colorimétrico de verde 

de malaquita (0.034% hidroclorato de verde de malaquita, 1N HCl, 1.05% molibdato de amonio y 

0.1% Tritón X-100). Después de 2 minutos de incubación, la reacción se detuvo con 100l de 

ácido cítrico 34% y se incubó 25 min a temperatura ambiente. La liberación de fosfato inorgánico 
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(Pi) se determinó comparando la absorbancia a 650 nm con una curva estándar de fosfatos. El 

mismo procedimiento se utilizó para evaluar la actividad de la ATPasa flagelar His-FliI en 

presencia de His-EscO y His-FliJ. 

 

Ensayo de secreción de proteínas del SST3 
 

La secreción de proteínas de virulencia de EPEC se realizó en medio DMEM (Deng, Vallance et 

al. 2003). Brevemente, 120 l de un precultivo de EPEC (crecido toda la noche a 37 °C con 

agitación en medio LB) se inoculó en 6 ml de medio DMEM pre-equilibrado (toda la noche a 37 

°C en 5% CO2) y se incubó durante 6 h a 37 °C en 5% CO2. El cultivo se centrifugó a 26,000 × g 

durante 5 min y la pastilla celular se resuspendió en amortiguador de carga Laemmli 1X. Las 

proteínas del sobrenadante se precipitaron agregando ácido tricloroacético (TCA) a una 

concentración final de 10% e incubándolo al menos 1 hora en hielo. Después se centrifugó a 

26,000 × g durante 30 min a 4 °C. Las proteínas precipitadas se resuspendieron en amortiguador 

de carga Laemmli 1X + 10% de Tris saturado. La concentración de proteína se normalizó con 

base en la DO600 de los diferentes cultivos. Las proteínas se analizaron por SDS-PAGE y por 

inmunodetección tipo Western Blot.  

 

Ensayo de movilidad 
 

Colonias frescas se inocularon en placas de agar de triptona suave 0.5% (Sockett, Yamaguchi et 

al. 1992) en ausencia o presencia de 1 mM IPTG, y se incubaron a 37 °C durante 5 h. En el ensayo 

de efecto multicopia de EscO sobre el nado de Salmonella, se analizó la cepa silvestre (SJW1103) 
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transformada con los plásmidos pMTescO, pMTescO10 o pMM404 (fliJ). Para el ensayo de 

complementación heteróloga, se analizó la movilidad de la cepa fliJ  en presencia de los 

plásmidos pMATescO, pMATescO10 o pACTrcJ (fliJ). 

 

Obtención de la fracción periplásmica de EPEC 
 

Para analizar la presencia de EscO en el periplasma como se ha reportado (Sal-Man, Biemans-

Oldehinkel et al. 2012), se utilizó la metodología para la de extracción de la fracción periplásmica 

de EPEC (Garcia-Gomez, Espinosa et al. 2011). Brevemente, 2 ml de los cultivos iniciales de 

EPEC (3 ml de LB crecidos a 37 °C en agitación toda la noche) transformada con los plásmidos 

pMEescO y pME23escO  se inocularon en 100 ml de medio DMEM pre-equilibrado y se crecieron 

a 37 °C con 5 %CO2  hasta obtener una DO600 = 0.6-0.8. Se tomó una muestra de 1.5 ml como 

referencia de células completas. Los cultivos se centrifugaron y lavaron con PBS 1X. La pastilla 

celular se resuspendió en 1 ml de solución de choque osmótico (50mM Tris-Cl pH 7.0, 20% 

Sacarosa (w/v) y 1mM  PMSF). Se agregó 2 mM EDTA e incubó durante 10 min a temperatura 

ambiente. La fracción periplásmica se obtuvo del sobrenadante al centrifugar la muestra 8,000 x 

g durante 10 min a 4 °C. La fracción periplásmica se analizó por inmunodetección tipo Western 

Blot con anticuerpos específicos anti-His. Para analizar la pureza de la muestra se utilizaron 

anticuerpos anti-MBP (proteína periplásmica), así como anti-DnaK y anti-CesT (proteínas 

citoplásmicas). 
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Modelaje de EscO en I-Tasser 
 

Utilizando el programa I-Tasser se obtuvo un modelo tridimensional de la proteína EscO 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este servidor requiere únicamente de la 

secuencia de aminoácidos para generar el modelo 3D. La selección de la plantilla, alineación y 

construcción del modelo se realizó automáticamente por el servidor (Zhang 2008).   
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Interacción de EscO con las proteínas chaperonas del SST3 
 

Previamente se demostró que la proteína FliJ, equivalente de EscO en el sistema flagelar, posee 

una función como chaperona de chaperonas mediante un proceso de reciclaje (Evans, Stafford et 

al. 2006). Posteriormente se propuso este mecanismo en el ensamblaje del inyectisoma en Yersinia 

y Salmonella a través de las proteínas YscO e InvI, respectivamente (Evans and Hughes 2009). 

Previamente se demostró que EscO comparte algunas características con la proteína FliJ y sus 

equivalentes en el inyectisoma YscO e InvI (Romo-Castillo 2010). Por tal motivo, se analizó si 

EscO interacciona con  proteínas chaperonas para favorecer el reciclaje de éstas durante la 

biogénesis del inyectisoma de EPEC. Hasta el momento se han reportado 6 proteínas 

chaperonas: CesAB: chaperona de los translocadores EspA y de EspB (Creasey, Friedberg et al. 

2003), CesD: chaperona de los translocadores EspD y EspB (Wainwright and Kaper 1998), 

CesD2: chaperona auxiliar del translocador EspD (Neves et al., 2002), CesF: chaperona del efector 

EspF (Elliott, O'Connell et al. 2002), CesT: chaperona de los efectores Tir, EscN, Map, EspF, 

NleA, NleH, NleF y EspZ (Thomas et al., 2005) y CesA2: chaperona auxiliar de EspA (Su, Kao et 

al. 2008). 

 

Por medio de ensayos de copurificación tipo pull-down se analizó la capacidad de His-EscO de 

interaccionar con las diferentes chaperonas del sistema: CesAB, CesA2, CesD, CesD2, CesF y 

CesT. Los resultados obtenidos demostraron que EscO interacciona con las chaperonas CesD,  
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Figura 11. Interacción de EscO con las proteínas chaperonas del SST3 de EPEC. Ensayo de copurificación tipo pull-
down por cromatografía de afinidad a níquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando las proteínas 
recombinantes etiquetadas con histidinas y Salmonella SJW1368 expresando las proteínas sin etiqueta, se mezclaron e 
incubaron  con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteínas se 
eluyeron y se analizaron por inmunodetección tipo Western Blot. Se utilizaron anticuerpos policlonales específicos 
anti-CesD, anti-CesD2, anti-CesF, anti-EscO, o el anticuerpo monoclonal anti-His (Santa Cruz Biotechnology), así 
como el anticuerpo secundario GAR (Goat anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology).  

 

CesD2 y CesT; pero no interacciona con las chaperonas CesAB, CesA2 ni CesF (Figura 11). Esto 

sugiere que EscO, al igual que FliJ, pudiera estar realizando un reciclaje de proteínas chaperonas 
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durante dos etapas, primero durante el proceso de secreción de las proteínas translocadoras 

(facilitando la exportación de EspB y EspD) y posteriormente, durante el proceso de secreción de 

proteínas efectoras (facilitando la exportación de los efectores Tir, Map, EspG, EspG2, Nle´s). 

Durante el proceso de secreción de proteínas translocadoras, se lleva a cabo la exportación de 

múltiples subunidades de la proteína EspA y pocas subunidades de las proteínas EspB y EspD. 

Por lo tanto, proponemos que para facilitar la exportación de las proteínas EspB/D, EscO es 

responsable de reciclar a las chaperonas CesD y CesD2; mientras que las chaperonas CesAB y 

CesA2 son responsanbles de la exportación de las subunidades de EspA. Una vez que la bacteria 

ha hecho contacto con la célula hospedera, y se da el cambio de especificidad de secreción de 

translocadores a efectores, EscO es responsable de reciclar a la chaperona CesT. Debido a que 

CesT es una chaperona multicargo que se requiere para la secreción de varios de los efectores 

(Tir, Map, NleA, NleH, NleF y EspZ), el mantenerla disponible es indispensable para que se 

lleve a cabo el proceso de secreción. Por otro lado, la chaperona CesF no se requiere reciclar 

porque asiste únicamente al efector EspF.  

 

EscO interacciona con la ATPasa EscN 
 

Previamente, estudios realizados demostraron que la sobreexpresión de la ATPasa EscN en la 

cepa ΔescO restaura parcialmente la secreción de proteínas de virulencia, sugiriendo que la 

función de EscO está ligada con la función de la ATPasa EscN, probablemente facilitando su 

localización u oligomerización (Romo-Castillo 2010). Adicionalmente, estudios previos del 

sistema flagelar demostraron que la proteína FliJ interacciona con la ATPasa FliI, promoviendo 

su oligomerización e incrementando su actividad catalítica (Ibuki, Imada et al. 2011). De igual 
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forma, la interacción entre estas proteínas también se demostró para el sistema de virulencia en 

Salmonella y Chlamydophila (Stone, Johnson et al. 2008, Cherradi, Hachani et al. 2014). Sin 

embargo, esta interacción no se identificó en el sistema de virulencia de Chlamydia (Stone, Bulir 

et al. 2011) lo que sugiere que  probablemente no esté conservada en todos los sistemas de 

virulencia. 

 

Para analizar la posible interacción de EscO con la ATPasa EscN se realizaron ensayos de 

copurificación tipo pull-down incubando las fracciones solubles de lisados celulares con las 

proteínas EscO e His-EscN sobreexpresadas a partir del vector pTrc99A_FF4. Los resultados 

obtenidos indican que EscO interacciona directamente con la ATPasa EscN (Figura 12). La 

interacción se comprobó in vivo utilizando el sistema de doble híbrido  en levadura (Y2H) 

(Figura 12). Este resultado indica que la interacción EscO-EscN está conservada como se ha 

demostrado para el sistema flagelar y el inyectisoma de Salmonella y Chlamydophila; lo que 

sugiere que el mecanismo de función  entre estas proteínas también podría estar conservado. 

Para analizar mejor esta interacción se consideró necesario el mapeo de las regiones de cada 

proteína, para determinar la región que es indispensable. 
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Figura 12. Interacción de EscO con la ATPasa EscN. A. Ensayo de copurificación tipo pull-down por cromatografía 
de afinidad a níquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscO y Salmonella SJW1368 expresando 
EscN se mezclaron, incubaron con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados (L) 
las proteínas se eluyeron (E) y se analizaron por inmunodetección tipo Western Blot utilizando anticuerpos 
policlonales anti-EscO y anti-EscN. Como control negativo, la fracción soluble de Salmonella expresando EscN se 
incubó con la resina. B. Ensayo in vivo de la interacción EscO-EscN. El ensayo de doble híbrido en levadura se 
realizó utilizando S. cerevisiae AH109 cotransformada con los plásmidos pNGBKescO y pGADT7 o pNAGADescN. 
Las levaduras cotransformadas se crecieron en medio líquido SD de baja astringencia (SD –Trp –Leu). 
Posteriormente se realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon por goteo en medio SD de mediana 
astringencia (SD –Trp –Leu –His) para comprobar la interacción. Los controles positivos (pGADT7-T y pGBKT7-53) 
y negativo (pGADT7-T y pGBKT7-Lam) (Clontech). 

 

Con el objetivo de analizar qué regiones de EscO participan en la interacción con la ATPasa 

EscN, se diseñaron dos proteínas truncas, donde cada una  contiene uno de los dominios coiled-

coil predichos para EscO, denominadas EscO1-60 y    EscO60-125 (Figura 13A). Debido a la poca 

estabilidad de la proteína EscO60-125, se continuó el análisis solo con la proteína EscO1-60. Por 

medio de ensayos de copurificación se determinó la interacción de la ATPasa EscN con la 
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proteína EscO1-60. Los resultados muestran que EscO1-60 interacciona con la ATPasa EscN (Figura 

13B); lo que sugiere que 60 residuos de aminoácidos de EscO son suficientes para que EscO 

interaccione con la ATPasa EscN. Sin embargo, la conformación estructural que adquiere esta 

proteína aún no está descrita, por lo que se decidió delimitar los residuos de EscO que participan 

en la interacción con la ATPasa EscN. 

 

Figura 13. Interacción de EscN con los dominios coiled-coil de EscO. A. Predicción de dominios coiled-coil de EscO 
(Multicoil) y diseño de las versiones truncas de EscO. B. Ensayo de copurificación tipo pull-down por cromatografía 
de afinidad a níquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscO1-60  y Salmonella SJW1368 
expresando EscN sin etiqueta, se mezclaron e incubaron  con la resina Ni-NTA y se cargaron en la columna. 
Después de extensivos lavados,  las proteínas se eluyeron y se analizaron por inmunodetección tipo Western Blot. Se 
utilizaron anticuerpos policlonales específicos anti-EscO y anti-EscN, y el anticuerpo secundario GAR (Goat anti-
rabbit, Santa Cruz Biotechnology). El asterisco (*) indica una banda que probablemente sea producto de la 
degradación de la proteína His-EscO1-60. 

 

Los resultados anteriores indican que los 60 primeros residuos de EscO son suficientes para 

interaccionar con la ATPasa EscN, sin embargo para identificar los residuos importantes para la 

interacción es necesario identificar la región mínima de EscO que participa en la interacción. Se 

diseñó una  proteína de EscO carente de los primeros 10 residuos del N-terminal (EscO10) y por 

medio de ensayos tipo pull-down se determinó la interacción de EscO10 con la ATPasa EscN. Los 

resultados obtenidos muestran que EscOΔ10 no interacciona con la ATPasa EscN (Figura 14). 
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Estos datos sugieren que los 10 primeros residuos de aminoácidos de EscO son indispensables 

para mantener la interacción con la ATPasa EscN. Estos resultados son comparables con los 

resultados obtenidos tanto para el sistema flagelar como para la F0F1 ATP sintasa, en donde se ha 

propuesto que la región N-terminal de FliJ y de la subunidad , son suficientes para la 

interacción con las ATPasas respectivas (FliI y la subunidad β) (Mnatsakanyan, Hook et al. 2009, 

Minamino, Morimoto et al. 2011).  

 

Figura 14. Interacción de la versión de EscO carente los primeros 10 aminoácidos (EscOΔ10) con la ATPasa EscN. 

A. Ensayo de copurificación tipo pull-down por cromatografía de afinidad a níquel. Las fracciones solubles de lisados 
de Salmonella SJW1368 expresando His-EscN o EscOΔ10 sin etiqueta se mezclaron, incubaron  con la resina Ni-NTA y 
se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteínas se eluyeron y la copurificación de EscOΔ10 se 
analizó por Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-EscO. El asterisco (*) indica una banda inespecífica 
reconocida por los anticuerpos anti-EscO. B. Ensayo in vivo de la interacción EscOΔ10-EscN. El ensayo de doble 
híbrido en levadura se realizó utilizando S. cerevisiae AH109 cotransformada con los plásmidos pNGAKescOΔ10 y 
pGADT7 o pNAGBDescN. Las levaduras cotransformadas se crecieron en medio líquido SD de baja astringencia 
(SD –Trp –Leu). Posteriormente se realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon por goteo en medio SD de 
mediana astringencia (SD –Trp –Leu –His) para comprobar la interacción. Los controles positivo (pGADT7-T y 
pGBKT7-53) y negativo (pGADT7-T y pGBKT7-Lam) son los provistos por el proveedor (Clontech). 
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Por otro lado, para identificar la región de la ATPasa EscN responsable de interaccionar con la 

proteína EscO, se realizaron ensayos de copurificación tipo pull-down. Para realizar este 

experimento se utilizaron dos versiones de la ATPasa EscN; la primera carente de la región N-

terminal, denominada EscNΔ102; y la segunda con una mutación puntual en la región C-terminal 

la cual a pesar de tener una actividad específica similar a la silvestre, es incapaz de restaurar el 

fenotipo de una cepa ΔescN, denominada EscNV393P (Andrade et. al., en proceso). Los resultados 

obtenidos muestran que EscNΔ102 sí interacciona con EscO, mientras que EscNV393P  no (Figura 

15). Estos datos sugieren que la región N-terminal de la ATPasa EscN no es la responsable de la 

interacción con EscO, mientras que el C-terminal de la ATPasa es la región responsable de la 

interacción. El resultado es comparable con el  obtenido en el sistema flagelar, en donde se 

demostró que la región C-terminal de la ATPasa FliI (residuos 391-400) es la región de 

interacción para FliJ (Ibuki, Imada et al. 2011). Esta región de interacción en la ATPasa del SST3 

es comparable con una de las regiones  de la subunidad β en donde interacciona la subunidad γ, 

denominada Catch2 (Abrahams, Leslie et al. 1994). 

 

En conjunto estos resultados sugieren que EscO, al igual que FliJ y la subunidad , podría estar 

localizado en el centro del anillo hexamérico de EscN.La región N-terminal de EscO interacciona 

con el C-terminal de la ATPasa EscN definiendo, posiblemente,  la estructura del sitio catalítico 

para favorecer la hidrólisis de ATP y proveer la energía necesaria para que se lleve a cabo el 

proceso de secreción. 
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Figura 15. Interacción de EscO con diferentes versiones de la ATPasa EscN. Ensayo de copurificación tipo pull-
down por cromatografía de afinidad a níquel. Las fracciones solubles de E. coli BDP expresando His-EscO y 
Salmonella SJW1368 expresando las diferentes versiones de la ATPasa EscN se mezclaron e incubaron  con la resina 
Ni-NTA y se cargaron en la columna. Después de extensivos lavados las proteínas se eluyeron y se analizaron por 
inmunodetección tipo Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-EscN. Como control negativo, la 
fracción soluble de Salmonella expresando cada versión de EscN se incubó con la resina de Ni-NTA.  

 

EscO incrementa la actividad de EscN in vitro 
 

Debido a que se identificó la interacción de la proteína EscO con la ATPasa EscN, se propuso 

analizar el efecto que pudiera tener EscO sobre la hidrolisis del ATP. Previamente se reportó que 

la proteína FliJ, equivalente flagelar de EscO, al interaccionar con la ATPasa flagelar FliI 

incrementa su actividad catalítica, proponiendo una función similar de FliJ respecto a la 

subunidad  de la F1F0 ATPasa (Ibuki, Shimada et al. 2009). Si EscO es  equivalente a la 

subunidad , probablemente su interacción con el anillo de la ATPasa EscN produce un cambio 

conformacional del sitio catalítico de la ATPasa, favoreciendo la unión de nucleótidos o la 

hidrólisis de ATP necesaria para la secreción de proteínas vía SST3. Se analizó la actividad de 

ATPasa de EscN in vitro, tanto en ausencia como en presencia de diversas concentraciones de 
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EscO. Como control negativo se utilizó la ATPasa EscN con una mutación en el sitio catalítico, la 

cual no posee actividad hidrolítica (EscNK183E) (Figura 16). Los resultados muestran que la 

actividad de EscN incrementa en presencia de EscO hasta 10 veces  en una relación molar 1:6 

EscN/EscO (0.25 µM EscN con 1.5 µM EscO) (Figura 16). Este resultado sugiere que EscO, al 

igual que  en la F1, produce un cambio conformacional en EscN que favorece la unión de 

nucleótidos o la hidrólisis de ATP. Muy probablemente esta sobreactivación de la ATPasa sea un 

paso indispensable para que se lleve a cabo la secreción de proteínas vía SST3. Previamente se 

reportó que la actividad enzimática de la ATPasa EscN posee una cooperatividad positiva, 

indicando que la oligomerización de la enzima está acoplada con un aumento en la hidrólisis de 

ATP (Andrade, Pardo et al. 2007). También se identificaron diversas formas oligoméricas de la 

ATPasa EscN, con una predominancia del monómero, proponiendo que EscN requiere otro 

componente del aparato de exportación para facilitar la oligomerización de la enzima (Andrade, 

Pardo et al. 2007). Con los resultados obtenidos sugerimos que EscO sirve como núcleo de 

oligomerización para la ATPasa EscN y lo estabiliza para mantener a la enzima en un estado 

activo. 

 

 

Figura 16. EscO incrementa la actividad de  

la ATPasa EscN. Ensayo de actividad con 
verde de malaquita de EscNWT y la mutante 
catalítica EscNK183E en presencia de 
diferentes concentraciones de EscO.  
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Interacción de EscO con la proteína EscL 

 

En el sistema flagelar el complejo ATPasa está conformado por tres proteínas: la ATPasa FliI, el 

regulador negativo FliH y  la proteína FliJ. FliH es una proteína que interacciona con la región 

amino de la ATPasa FliI e inhibe su actividad enzimática in vitro (Minamino and MacNab 2000). 

También se ha demostrado que FliH se requiere para la localización del complejo ATPasa en la 

base del aparato de exportación (Minamino, Yoshimura et al. 2009). Estudios previos 

demostraron que en el SST3 de EPEC esta proteína se encuentra codificada por el gen orf5 de la 

isla LEE, el cual fue denominado como EscL (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011). Debido a 

la solubilidad baja y a la poca cantidad de proteína EscL obtenida, por cromatografía de 

afinidad,  para realizar los ensayos de copurificación se produjo una proteína soluble, trunca de 

los primeros 89 residuos de su región N-terminal (EscLΔ89). EscLΔ89 fue capaz de interaccionar 

con la ATPasa EscN (Figura 17) y de inhibir su actividad hidrolítica (Figura 19). Sin embargo, el 

mecanismo a través del cual EscL tiene dicho efecto sobre EscN aún se desconoce. En el sistema 

flagelar se ha propuesto que la proteína reguladora FliH disminuye la actividad de la ATPasa 

FliI, inhibiendo su oligomerización  (Gonzalez-Pedrajo, Fraser et al. 2002). 
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Figura 17. Interacción de la ATPasa EscN con la versión trunca de la proteína EscL (EscLΔ89). A. Inmunodetección 
de las muestras obtenidas del ensayo de copurificación tipo pull-down de EscN con His-EscLΔ89. L: Lavado, E: 
Elución. Para identificar a EscN se utilizó el anticuerpo primario anti-EscN. Para identificar a His-EscLΔ89 se utilizó 
el anticuerpo anti-histidinas-HRP (Santa Cruz Biotechnology). B. Ensayo de doble híbrido en levadura. Las 
levaduras cotransformadas se crecieron en medio líquido SD de baja astringencia (SD –Trp –Leu). Posteriormente se 
realizaron diluciones seriales, las cuales se inocularon en medio SD de mediana astringencia (SD –Trp –Leu –His) 
para comprobar la interacción. 

 

Previamente se identificó la interacción de la proteína FliJ y su homólogo en Pseudomonas, HrpO, 

con el regulador negativo de la ATPasa (FliH y HrpE, respectivamente) (Gonzalez-Pedrajo, 

Fraser et al. 2002, Gazi, Bastaki et al. 2008). Además, se ha sugerido que la ATPasa flagelar FliI se 

encuentra en el citoplasma unida a su regulador FliH quien se encarga de mantenerla inhibida y 

dirigirla al aparato de exportación (Minamino and MacNab 2000), donde el complejo FliH-FliI 

interacciona con la proteína FliJ provocando la oligomerización de la ATPasa y su activación 

para favorecer el proceso de secreción (Minamino 2013). Para corroborar si en el inyectisoma de 

EPEC el proceso dinámico del complejo ATPasa EscN es el mismo, se analizó la interacción de 
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EscO con el inhibidor de la ATPasa, EscL. Los resultados obtenidos indican que EscO 

interacciona con la proteína EscLΔ89 (Figura 18). Este resultado difiere con los datos reportados 

para el sistema flagelar, donde se identificó que la región amino de FliH es la necesaria para 

interaccionar con FliJ (Gonzalez-Pedrajo, Fraser et al. 2002), y sugiere que la región de EscL 

encargada de interaccionar con EscN y EscO pudiera ser la misma (entre los residuos 90-231), 

desempeñando una dinámica diferente a la propuesta para el sistema flagelar. 

 

Figura 18. Interacción de EscO con la versión trunca de la proteína EscL (EscLΔ89). A. Inmunodetección de las 
muestras obtenidas del ensayo de copurificación tipo pull-down de EscO con His-EscLΔ89. L: Lavado, E: Elución. Para 
identificar a EscO se utilizó el anticuerpo primario anti-EscO 1:2,000 y como anticuerpo secundario se utilizó GAR 
1:5000 (Goat anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology). Para identificar a His-EscLΔ89 se utilizó el anticuerpo anti-
Histidinas-HRP (Santa Cruz Biotechnology). B. Ensayo de doble híbrido en levadura. Las levaduras 
cotransformadas se crecieron en medio líquido SD de baja astringencia (SD –Trp –Leu). Posteriormente se realizaron 
diluciones seriales, las cuales se inocularon en medio SD de mediana astringencia (SD –Trp –Leu –His) para 
comprobar la interacción. 
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EscL inhibe la sobreactivación de la ATPasa EscN por la proteína EscO 
 

Para poder profundizar sobre la importancia que tiene la sobreactivación de EscN por EscO, se 

analizó el fenómeno en presencia del inhibidor EscL. La sobreactivación de EscN por EscO 

desempeña un papel importante sobre el proceso de secreción de proteínas, ya que una vez que 

este proceso comienza la ATPasa se activa para proveer la energía necesaria para facilitar la 

disociación del complejo sustrato-chaperona. Previo a esto, la ATPasa EscN permanecer inactiva 

en el citoplasma hasta que se localice en la base del aparato de exportación evitando un gasto 

energético innecesario, proceso que está regulado por EscL (Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 

2011). Una vez que el complejo EscN-EscL se localiza en la base del aparato de exportación, una 

tercera proteína favorece la oligomerización de la ATPasa EscN y la activa. Debido a los 

resultados obtenidos de sobreactivación de la ATPasa EscN, EscO podría participar como ese 

tercer elemento encargado de regular la activación del proceso. Para confirmar esta hipótesis, se 

analizó la capacidad de EscO de activar a la ATPasa EscN en presencia de su inhibidor, EscL.  En 

este experimento se utilizó tanto EscL como la proteína trunca EscLΔ89. Se analizó la actividad de 

EscN en presencia de EscL o EscLΔ89 y EscO. Los resultados obtenidos indican que en presencia 

de EscL, la ATPasa EscN ya no puede sobreactivarse por EscO (Figura 19). Estos resultados 

indican que la ATPasa cuenta con dos proteínas reguladoras, una que inhibe su actividad y otra 

que la estimula. Probablemente se requiere de otra proteína, aún no identificada,  que sea capaz 

de desplazar el efecto de EscL y permita entonces la sobreactivación por EscO, como podría ser 

alguno de los componentes del aparato de secreción, alguna chaperona, o alguna de las 

proteínas del switch.  
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Figura 19. EscL inhibe la sobreactivación de EscN por EscO. Resultados obtenidos a partir de un ensayo de 
actividad con verde de malaquita de la ATPasa EscN preincubada con EscL/EscLΔ89 (relación molar 1:2) y 
posteriormente incubada con EscO (relación molar 1:2:6).  

 

EscO sustituye parcialmente la función de FliJ  
 

La proteína EscO posee una baja similitud de secuencia con FliJ (32%), sin embargo, los 

resultados obtenidos sugieren que estas dos proteínas tienen una función similar 

interaccionando con las chaperonas, con la ATPasa EscN, incrementando su actividad, y con el 

regulador negativo de la ATPasa. Estas proteínas comparten otras características como poseer 

una masa molecular pequeña, un punto isoeléctrico básico y una estructura preferentemente -

helicoidal con una alta tendencia a formar estructuras tipo coiled-coil.  Por tal motivo, se analizó 

la posibilidad de intercambiar estas proteínas y restaurar el fenotipo observado en las mutantes 

ΔescO y ΔfliJ.  
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La cepa ΔfliJ de Salmonella (MKM40) al no ser capaz de ensamblar un flagelo,  no es mótil,  y por 

lo tanto es incapaz de formar un halo de nado en agar suave (Minamino, Yoshimura et al. 2009). 

Al complementar la mutante con un plásmido que codifica la proteína FliJ (pACTrcJ), el nado se 

restaura  (Figura 20A). Al complementar la mutante con un  plásmido que codifica la proteína 

EscO (pMATescO) es posible restaurar de forma parcial el nado (Figura 20A).  Por otra parte, 

previamente se reportó que la sobreproducción de FliJ en la cepa silvestre de Salmonella produce 

un efecto multicopia negativo sobre el nado, esto debido a la interacción o el secuestro de 

proteínas del sistema flagelar que son necesarias para la exportación de los sustratos (Minamino 

and MacNab 2000). La sobreproducción de la proteína EscO en la cepa silvestre de Salmonella 

mostró un efecto multicopia negativo sobre el nado (Figura 20B). Esto sugiere que EscO es capaz 

de interaccionar con proteínas del sistema flagelar. 

 

Figura 20. Complementación de la cepa ΔfliJ y efecto multicopia en la cepa silvestre de Salmonella por EscO. A. 
Ensayo de nado en agar suave de la cepa ΔfliJ complementada con FliJ y EscO codificadas en el plásmido pACTrc. B. 
Efecto multicopia de EscO y FliJ en la cepa silvestre de Salmonella.  Las placas se incubaron a 37°C durante 6 h. 
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EscO incrementa la actividad de la ATPasa flagelar FliI 
 

Debido  a que el resultado anterior sugiere que EscO es capaz de interaccionar con componentes 

del sistema flagelar, y teniendo en cuenta que también interacciona con la ATPasa EscN 

incrementando su actividad; se analizó la posibilidad de que EscO pudiera incrementar la 

actividad de la ATPasa flagelar. Previamente se ha reportado que la proteína FliJ incrementa la 

actividad de la ATPasa flagelar FliI (Ibuki, Imada et al. 2011). Al analizar la actividad de la 

ATPasa FliI en presencia de EscO, se observó un incremento en su actividad similar al observado 

con la proteína FliJ (Figura 21). Este resultado sugiere que EscO interacciona con la ATPasa 

flagelar FliI, y demuestra que igual que FliJ, incrementa su actividad in vitro.  

 

 

Figura 21. Actividad de la ATPasa flagelar FliI en presencia de FliJ y EscO. Resultados obtenidos a partir de un 
ensayo de actividad con 0.25 µM FliI en presencia de diferentes concentraciones de FliJ y EscO (0.25- 2.5 µM). 
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FliJ no sustituye la función de EscO 
 

Los resultados obtenidos previamente sugieren que los miembros de esta familia de proteínas 

pueden intercambiarse entre los diferentes SST3. Debido a que EscO es capaz de complementar 

el nado en la cepa ΔfliJ y de activar a la ATPasa flagelar FliI; se analizó la posibilidad de 

complementar la cepa ΔescO de EPEC con la proteína flagelar FliJ. Por medio de ensayos de 

secreción de proteínas se analizó el fenotipo de la cepa ΔescO transformada con el plásmido 

pMM404 (pTrc99A + fliJ). Los resultados obtenidos demostraron que FliJ no complementa la 

deficiencia de secreción de la cepa ΔescO (Figura 22A). Por otro lado,  al analizar la actividad de 

la ATPasa EscN en presencia de FliJ,  se encontró un incremento de la actividad de EscN de su 

actividad basal (0.3 µmol Pi min-1 mg-1) a 0.5 µmol Pi min-1 mg-1 (Figura 22B). Estos resultados 

sugieren que la sobreactivación de EscN es indispensable para que se lleve a cabo el proceso de 

secreción. Aunque FliJ sea capaz de interaccionar con la ATPasa EscN y estimular de forma 

moderada su actividad, probablemente se necesita una interacción fuerte que sea capaz de 

sobreactivar a la ATPasa para que el sistema sea funcional y capaz de secretar las proteínas.   

 

Figura 22. Complementación de la cepa ΔescO y activación de la ATPasa EscN con FliJ. A. Ensayo de secreción de 
proteínas de virulencia en DMEM a 37°C con 0.5% de CO2. Las proteínas secretadas se precipitaron con 10% TCA y 
posteriormente se  analizaron por SDS-PAGE 15%. B. Actividad específica de EscN en presencia de FliJ y EscO. 
Resultados obtenidos a partir de un ensayo de actividad con verde de malaquita de 0.25 µM EscN en presencia de 
FliJ o EscO (1.5 µM). 
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Modelo estructural de EscO 
 

Recientemente se obtuvieron las estructuras cristalográficas de CdsO del sistema de virulencia 

de Chlamydia (Lorenzini, Singer et al. 2010) y de FliJ del sistema flagelar de Salmonella (Ibuki, 

Imada et al. 2011) (Figura 23C y D). En ambos casos se obtuvo una estructura conformada por un 

dominio coiled-coil formado por dos hélices antiparalelas (Figura 23C y D), estas estructuras son 

comparables con el dominio coiled-coil de la subunidad  (Figura 23E). Para poder comparar la 

estructura de EscO con la obtenida en los cristales de CdsO y FliJ, se modeló la estructura de 

EscO utilizando el programa I-TASSER (Figura 23A y B). Los resultados obtenidos arrojan dos 

modelos con un valor de confianza muy cercano (C-score= -1.64 y -1.71, respectivamente). El 

primero es un modelo conformado por dos dominios coiled-coil  mientras que el segundo es un 

dominio coiled-coil conformado por dos alfa hélices antiparalelas (Figura 23A y B). Al comparar 

las estructuras obtenidas para EscO con las estructuras resueltas para CdsO, FliJ y la subunidad  

(Figura 23C, D y F, respectivamente), podemos observar que el segundo modelo de EscO es el 

que se ajusta con las estructuras de estas proteínas. Al realizar un alineamiento estructural del 

modelo 2 de EscO sobre las estructuras de las proteínas CdsO, FliJ y el dominio coiled-coil de la 

subunidad  de la F0F1 ATPsintasa, podemos observar una gran similitud entre estas estructuras 

(RMSD=3.34 Å) (Figura 23F,G y H). 
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Figura 23. Modelo estructural de EscO. A. y B. Modelo estructural de EscO obtenido de la predicción realizada en I-
TASSER. C. Estructura cristalográfica de CdsO de Chlamydia (PDB: 3K29A). D: Estructura cristalográfica de la 
proteína flagelar FliJ de Salmonella (PDB: 3ajwA). E. Estructura cristalográfica de la subunidad γ de la F0F1 
ATPsintasa (PDB:1E79). F. Superposición del modelo de EscO sobre la estructura de CdsO. G. Superposición del 
modelo de EscO sobre la estructura de FliJ. H. Superposición del modelo de EscO sobre la estructura del dominio 

coiled-coil de la subunidad  de la F0F1 ATPsintasa. 
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Debido a que los datos estructurales y funcionales obtenidos para EscO sugieren que tiene una 

función equivalente a la de la proteína flagelar FliJ y la subunidad  se construyó un modelo in 

silico de un complejo EscN6-EscO (Figura 24).  

 

Figura 24. Modelo in silico del complejo EscN6-EscO. El anillo homohexamérico de EscN (azul) se modeló 

utilizando como templado las coordenadas de anillo heterohexamérico 3β3 de la F1 ATPsintasa (PDB:1E79). La 

localización del modelo estructural  de EscO (rojo) se ajustó con la región correspondiente de la subunidad  de la F1 
ATPsintasa.  

 

Las argininas de EscO conservadas con la familia de proteínas YscO, 
no son indispensables para su función 

 

Debido a la similitud encontrada entre EscO y la proteína YscO de Yersinia, se realizó un 

alineamiento de secuencias de las proteínas para identificar residuos conservados que estuvieran 

relacionados con la función de estas proteínas. Al alinear la secuencia de EscO con varias de las 

proteínas de la familia de YscO (Pfam 07321) se identificaron varios residuos conservados 
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(Figura 25A), entre los que se encuentran dos argininas (Arg12 y Arg 15 en EscO). Para 

identificar la importancia de estos residuos en la función de EscO, se realizó una versión de EscO 

mutante en ambas argininas, en la cual ambos residuos se modificaron por alaninas (EscODMRA). 

Al complementar la cepa escO con His-EscODMRA codificada en un plásmido (pMEescODMRA), la 

falta de secreción de proteínas se restauró a niveles comparables con los de la cepa 

complementada con His-EscO (Figura 25C). También se corroboró que los niveles de 

sobreactivación de la ATPasa EscN por EscODMRA son iguales a los obtenidos por EscOWT (Figura 

25). Estos resultados indican que las argininas no son necesarias para poder sobreactivar a la 

ATPasa EscN, lo que sugiere que una vez que la ATPasa es sobreactivada por EscO o EscODMRA, 

el proceso de secreción de proteínas se puede llevar a cabo. Esto indica que las argininas 

conservadas no poseen una importancia funcional para EscO, a pesar de estar conservadas con 

las proteínas de la familia YscO. 
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Figura 25. Importancia de las argininas 12 y 15 de EscO conservadas con los miembros de la familia YscO. A. 
Alineamiento múltiple de la proteína EscO con miembros pertenecientes a la familia YscO (Pfam 07321) en otros 
SST3. Los residuos de aminoácidos idénticos se encuentran enmarcados en un cuadro rojo mientras que los 
similares se muestran en letras rojas. La estructura secundaria predicha para EscO de EPEC y para YscO de Yersinia 
pestis (ambas compuestas predominantemente por alfa-hélices) se muestra  sobre y por debajo del alineamiento, 
respectivamente. Las secuencias se alinearon usando el programa Muscle y la figura se generó usando ESPript2.2. B. 

Ensayo de complementación de la cepa escO con las versiones EscOWT y EscODMRA codificadas en pET19b.  C. 
Actividad específica de EscN en presencia de EscOWT y  EscODMRA. Resultados obtenidos a partir de un ensayo de 
actividad con 0.25 µM EscN en presencia de 1.5 µM EscOWT o  EscODMRA. 
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La proteína EscO forma dímeros y la cisteína 52 les confiere 
estabilidad 

 

Durante el proyecto de maestría demostramos que EscO forma dímeros resistentes a SDS 

(Romo-Castillo 2010). Para analizar la influencia de las cisteínas en la formación del dímero se 

obtuvieron mutaciones puntuales, sustituyendo la cisteína por serina. Se obtuvieron tanto las 

mutaciones sencillas (C37S, C52S) como una mutación doble en las dos cisteínas (DMCS). Se 

analizó la capacidad de estas mutantes de EscO de formar dímeros resistentes a SDS. Las 

proteínas recombinantes, etiquetadas con 10 histidinas,  se purificaron por cromatografía de 

afinidad y se analizaron en geles de acrilamida con SDS en presencia y ausencia de 10% de β-

mercaptoetanol. Los resultados obtenidos muestran que la cisteína 52 (EscOC52S) y la doble 

mutante (EscODMCS) no formar dímeros resistentes a SDS, mientras que la mutante en la cisteína 

37 (EscOC37S) se comporta igual que la proteína silvestre (EscOWT) (Figura 26). Estos resultados 

indican que la cisteína 52 es necesaria para la estabilización del dímero. 

 

 

Figura 26. Oligomerización de las versiones de EscO mutantes en las cisteínas. 4.8 µg de proteína analizados en 
ausencia y presencia de 10% β-mercaptoetanol. Monómero: 16 kDa, Dímero: 32 kDa. SDS-PAGE 15% teñido con 
azul de Coomassie. 
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Las proteínas mutantes de EscO en las cisteínas complementan la 
secreción de una cepa ΔescO 

 

Para poder conocer la importancia funcional de la oligomerización de EscO, se analizó la 

capacidad de las proteínas mutantes en las cisteínas de la proteína EscO en su capacidad de 

complementar la secreción en una cepa ΔescO. Por medio de ensayos de secreción se analizó el 

fenotipo de la cepa mutante ΔescO complementada con los plásmidos pNEescOWT, pMEescOC37S, 

pMEescOC52S y pMEescODMCS. Los resultados obtenidos  indican que la oligomerización de EscO 

no tiene ningún efecto relevante sobre la secreción de sustratos, ya que todas las proteínas 

mutantes en las cisteínas complementan a la cepa ΔescO (Figura 27). Este resultado sugiere que 

la forma monomérica de EscO es suficiente para la funcionalidad de la proteína. Este resultado 

está acorde con la estequiometría sugerida para el complejo ATPasa del sistema flagelar, donde 

se propone que 6 subunidades de FliI se unen a una subunidad de FliJ (Ibuki, Imada et al. 2011).  

Esta estequiometría es la misma que posee el complejo 3β3γ en la F0F1 ATP-sintetasa.   
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Figura 27. Complementación de  la cepa ΔescO con las versiones de EscO mutantes en las cisteínas.  Ensayo de 

secreción de proteínas  en DMEM a 37°C con 0.5% de CO2. Perfil de secreción de la cepa escO complementada con 
pET19b, pMEescOWT, pMEescOC37S, pMEescOC52S y pMEescODMCS. Las proteínas efectoras secretadas (S) se 
analizaron por inmunodetección tipo Western Blot utilizando anticuerpos policlonales anti-Tir y anti-EspF.  

 

Las versiones mutantes de EscO en las cisteínas presentan un retraso 
sobre la activación de la ATPasa EscN 

 

Debido a que las proteínas mutantes de EscO en las cisteínas de EscO complementan a la cepa 

ΔescO, se analizó la capacidad tienen para  sobreactivar a la ATPasa EscN. A través de ensayos 

de actividad de ATPasa se analizó la sobreactivación de EscN por las diferentes versiones de 

EscO. Los resultados muestran que estas proteínas mutantes en las cisteínas incrementaron la 

actividad específica de la ATPasa EscN al mismo nivel que la proteína silvestre (Figura 28A); sin 

embargo, las versiones mutantes que no forman dímeros (EscOC52S y EscODMCS) presentaron un 

retraso sobre la activación de EscN (Figura 28B). Estos datos sugieren que la estabilidad del 

dímero es útil para la rápida sobreactivación de la ATPasa. Al realizar la mutación de cisteína 52 

o al mutar ambas cisteínas, la estabilidad del dímero disminuye drásticamente (Figura 26). A 
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través del tiempo el dímero de EscO en estas versiones mutantes (EscOC52S y EscODMCS) se forma, 

permitiendo una sobreactivación de la ATPasa. Sin embargo, serán necesarios más experimentos 

para poder definir la importancia de la dimerización de EscO en el proceso de activación de la 

ATPasa EscN. 

 

Figura 28. Activación de la ATPasa EscN por las versiones mutantes de EscO en las cisteínas. A. Actividad 
específica de EscN en presencia de las diferentes versiones mutantes de EscO en las cisteínas. B. Hidrólisis de ATP a 
través del tiempo de EscN en presencia de las versiones mutantes de EscO.  

 

La cinética de secreción de efectores se modifica en la cepa ΔescO 
complementada con versiones de EscO afectadas en su dimerización 

 

Con el fin de analizar si la falta de dimerización de las versiones de EscO mutantes en las 

cisteínas (EscOC52S y EscODMCS) tenía algún efecto sobre la cinética de secreción de proteínas; se 

realizó un ensayo de secreción de la cepa ΔescO complementada  con los plásmidos pNEescOWT, 

y pMEescOC52S a diferentes densidades ópticas (DO600nm entre 0.4 y 0.8). Los resultados obtenidos 

mostraron que al complementar la cepa ΔescO con pMEescOC52S hay un defecto en la jerarquía de 

secreción de algunas proteínas, ya que los efectores se comienzan a secretar a densidades ópticas 
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bajas, mientras que en la cepa ΔescO con pMEescOWT la secreción de estas proteínas se da a 

densidades ópticas altas (Figura 29). Este resultado indica que probablemente el dímero de EscO 

podría estar participando en la jerarquía de secreción de sustratos al interaccionar con algunas 

de las proteínas de los interruptores moleculares encargados de retener a los efectores como son 

EscP, SepL o SepD (Deng, Li et al. 2005, Monjaras Feria, Garcia-Gomez et al. 2012). 

 

Figura 29. Cinética de secreción en la cepa ΔescO complementada con los plásmidos pNEescOWT, y pMEescOC52S.  

A y C.  Perfil de secreción analizado en SDS-PAGE teñido con Azul de Coomassie.  B y D. Inmunodetección tipo 
Western Blot utilizando como anticuerpo primario  anti-EspB 1:35,000, anti-EspF 1:25,000, Anti-Tir 1:2,000 y anti-
Map 1:20,000. Como anticuerpo secundario se utilizó GAR 1:10,000. 

 

La proteína EscO no se localiza en el periplasma 
 

Previamente se reportó que EscO se encuentra asociada a membrana, así como en la fracción 

periplásmica (Sal-Man, Biemans-Oldehinkel et al. 2012). Debido a la presencia de puentes 

disulfuro que son importantes en la dimerización de EscO, decidimos analizar la presencia de 

EscO en el periplasma así como la presencia de las diferentes formas de EscO (monómero-

dímero) en este compartimento celular. Para realizar este experimento se realizó un 
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fraccionamiento celular parcial, aislando la fracción periplásmica mediante la formación de 

esferoplastos con sacarosa-lisozima-EDTA, como se ha reportado previamente (Garcia-Gomez, 

Espinosa et al. 2011). En la cepa mutante escO, se sobreprodujo tanto la proteína His-EscO como 

la proteína EscO-His. La presencia de ambas proteínas en las pastillas celulares se determinó por 

inmunodetección utilizando anticuerpos específicos anti-His. Como control de la pureza de la 

fracción periplásmica se analizó la ausencia de las proteínas citoplásmicas DnaK y CesT. Como 

control de la fracción periplásmica se utilizó la proteína de unión a maltosa MBP. Los resultados 

obtenidos mostraron que ni His-EscO, ni EscO-His se localizan en la fracción periplásmica de 

EPEC (Figura 30). Cabe mencionar que en el trabajo previamente publicado (Sal-Man, Biemans-

Oldehinkel et al. 2012) utilizan a la proteína EscO etiquetada en la región C-terminal con 2 

epítopes de Hemaglutinina (2HA), por lo que será necesario analizar la misma versión de EscO 

(EscO-2HA) para poder identificar si la presencia de esta proteína en la fracción periplásmica no 

se debe a un efecto producido por la presencia de dicha etiqueta en su región C-terminal. Al no 

poder identificar la versión silvestre de EscO en el periplasma, no se pudo analizar la presencia 

de formas oligoméricas. 

 

Figura 30. EscO no se localiza en el periplasma de EPEC. Pastillas celulares y fracción periplásmica de la mutante 

escO complementada con las proteínas recombinantes His-EscO o EscO-His. Ambas fracciones se analizaron por 
inmunodetección tipo Western Blot utilizando anticuerpos específicos anti-CesT, anti-DnaK, anti-MBP y anti-His 
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Modelo de función de EscO 
 

Analizando todos los resultados obtenidos durante este proyecto, en conjunto con los resultados 

encontrados en el sistema flagelar y los otros sistemas de virulencia, se propone el siguiente 

modelo sobre la función de EscO (Figura 31). En el citoplasma se forma un complejo entre EscN 

y EscL, en el cual EscL mantiene a la ATPasa EscN en un estado inactivo, hasta que la secreción 

de sustratos sea necesaria (Minamino and MacNab 2000, Blaylock, Riordan et al. 2006, Stone, 

Bulir et al. 2011, Chatterjee, Halder et al. 2013). Es poco probable que EscO interaccione con este 

complejo en el citoplasma, debido a que la actividad de EscN  se des-reprime hasta niveles 

basales en presencia de EscL y EscO (Figura 19). El complejo EscN-EscL y EscO se reclutan de 

manera independiente en el anillo C (EscQ) previamente a la localización del complejo EscN-

EscL-EscO en la puerta del aparato de exportación (Gonzalez-Pedrajo, Minamino et al. 2006, 

McMurry, Murphy et al. 2006, Biemans-Oldehinkel, Sal-Man et al. 2011, Cherradi, Hachani et al. 

2014). La interacción de EscL con los componentes del aparato de exportación, como EscV (Zhu, 

Gonzalez-Pedrajo et al. 2002, Hara, Morimoto et al. 2012, Cherradi, Hachani et al. 2014), induce 

un cambio conformacional en EscL, el cual permite  que EscO promueva la oligomerización de 

EscN y la estimulación de la actividad de ATPasa (Figura 16)(Ibuki, Imada et al. 2011). EscL 

funciona como el estator lateral de la ATP sintasa F0F1, permitiendo la estable asociación del 

complejo EscN-EscL-EscO en la plataforma de exportación (Pallen, Bailey et al. 2006, Zarivach, 

Vuckovic et al. 2007, Ibuki, Imada et al. 2011, Hara, Morimoto et al. 2012, Kawamoto, Morimoto 

et al. 2013). El complejo sustrato-chaperona también se recluta en la plataforma (EscQ) antes de 

unirse al complejo ATPasa. Una vez que el complejo chaperona-sustrato se une al complejo 

ATPasa, la hidrólisis de ATP permite la disociación del complejo  y el desplegamiento parcial del 
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sustrato para que pueda ser secretado a través del sistema (Gauthier and Finlay 2003, Thomas, 

Stafford et al. 2004, Akeda and Galan 2005, Lara-Tejero, Kato et al. 2011).  Durante este proceso, 

la interacción de EscO con EscV (proteína del aparato de secreción) acopla la hidrólisis de ATP 

de EscN con la secreción de proteínas dirigida por la fuerza protón motriz (Thomas, Stafford et 

al. 2004, Minamino, Imada et al. 2011, Abrusci, Vergara-Irigaray et al. 2013, Ibuki, Uchida et al. 

2013).  Una vez que se lleva a cabo la hidrólisis de ATP, el complejo se disocia liberando a todas 

las proteínas en el citoplasma donde EscO se une a las chaperonas (Figura 11) para poder 

reciclarlas y facilitar el proceso de secreción.  

 

Figura 31.  Modelo de la función de la proteína EscO. A. El complejo EscL-EscN se forma en el citoplasma. B. El 
complejo EscL-EscN y EscO se localizan independientemente en el anillo citoplásmico. C. La interacción de EscL con 
los componentes del aparato de exportación como EscV permite un cambio conformacional en la ATPasa EscN que 
posibilita su oligomerización y la interacción con EscO. D. El complejo chaperona-sustrato se localiza en el anillo 
citoplásmico antes de asociarse al complejo ATPasa (EscL-EscN-EscO). E. El complejo chaperona-sustrato se asocia 
al complejo, lo cual junto con el acoplamiento de la hidrólisis de ATP y la fuerza protón motriz dan lugar al proceso 
de secreción. La hidrólisis de ATP produce una disociación del complejo chaperona-sustrato, que permite la 
secreción del sustrato vía SST3. F. Una vez que la chaperona se encuentra libre es reclutada por EscO, mientras que 
los monómero de EscN se asocian de nuevo en el citoplasma con los dímeros de EscL. G. EscO permanece unida a la 
chaperona hasta que se identifica al sustrato, el cual se encarga de desplazar a EscO, formando un nuevo complejo 
chaperona-sustrato y dejando a EscO libre en el citoplasma. H. El complejo EscL-EscN y EscO se vuelven a localizar 
en el anillo citoplásmico para comenzar otro ciclo. 
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CONCLUSIONES 
 

Los resultados obtenidos durante este proyecto indican que EscO pertenece a la familia de 

proteínas que incluyen a FliJ, YscO, CdsO y Cpn0706. A pesar de no poseer una alta similitud de 

secuencia, EscO comparte diferentes características con estas proteínas, todas están codificadas 

por genes sinténicos (genes pequeños codificados río abajo del gen que codifica a la ATPasa y río 

arriba del gen que codifica a la regla molecular), posee una pequeña masa molecular (16 kDa), 

un punto isoeléctrico básico (10.1) y una estructura secundaria mayoritariamente alfa helicoidal 

con una alta predicción de formación de dominios coiled-coil. Estas proteínas son indispensables 

para la secreción ya que son proteínas que forman parte del aparato de exportación, en particular 

del complejo ATPasa.  

 

A pesar de que la proteína EscO, al igual que sus equivalentes funcionales FliJ y YscO, 

desempeña múltiples funciones,  tiene un papel esencial durante el proceso de secreción.  Se ha 

propuesto que estas proteínas son las encargadas de funcionar como centro de oligomerización 

para el anillo hexamérico de la ATPasa y mantenerlo estable. En este trabajo se demostró que 

EscO interacciona con la ATPasa EscN (Figura 12) y produce sobractivandola (Figura 16). Al 

complementar la cepa ΔescO con la proteína FliJ, no se restaura la secreción de proteínas y 

aunque la actividad de la ATPasa EscN se incrementa al doble en presencia de FliJ, no se 

sobreactiva como sucede en presencia de EscO (Figura 22). Estos resultados sugieren que la 

sobreactivación de la ATPasa es indispensable para que se lleve a cabo la secreción de proteínas 

vía SST3. Sin embargo, estudios posteriores se requerirán para confirmar la importancia de la 

sobreactivación de la ATPasa durante el proceso de secreción.  
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La dinámica de interacción entre las proteínas del complejo ATPasa (EscN, EscL y EscO) no se ha 

podido descifrar. Aparentemente también se requiere de la interacción de un cuarto elemento, 

que no se ha identificado aún, para poder definir el proceso de inhibición y activación de la 

ATPasa; ya que EscO es incapaz de sobractivar a la ATPasa EscN en presencia de su inhibidor 

EscL (Figura 19). 

 

Adicionalmente, se identificó la interacción de EscO con las proteínas chaperonas CesD, CesD2 y 

CesT (Figura 11). Este resultado una participación de EscO en el reciclaje de chaperonas, para 

favorecer la secreción de diversos sustratos durante la biogénesis y la secreción de proteínas vía 

SST3.  Esta función también se ha propuesto para las proteínas FliJ y YscO (Evans, Stafford et al. 

2006, Evans and Hughes 2009). 

 

EscO es capaz de interaccionar con proteínas del sistema flagelar, entre las que se encuentra la 

ATPasa FliI, e incluso sobreactiva a esta ATPasa (Figura 21). A pesar de que se ha propuesto que 

ambos sistemas no coexisten in vivo, la importancia de esta posible intercomunicación entre el 

sistema flagelar y el de virulencia aún no se conoce.  

 

La oligomerización de EscO no es importante para la sobreactivación de la ATPasa y la secreción 

de proteínas (Figura 27 y Figura 28). Sin embargo, al analizar el perfil se secreción de la cepa 

ΔescO complementada con las mutantes en las cisteínas, se observó un defecto en la jerarquía de 
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secreción de proteínas efectoras (Figura 29). Estos datos sugieren que la transición entre la forma 

dimérica y monomérica de EscO es importante para la interacción con las proteínas del switch, 

para que éstas funcionen de manera adecuada. Se requerirán  más estudios para identificar la 

interacción de EscO con estas proteínas del switch para caracterizar la relevancia de la 

dimerización de la proteína EscO durante el proceso de secreción. 

 

La localización periplásmica de EscO previamente reportada no se pudo corroborar (Figura 30), 

Por lo tanto, se requerirán más estudios para poder estudiar la importancia de la localización de 

EscO en el proceso de secreción, y la posible oligomerización de EscO en el periplasma. 

 

Las argininas conservadas entre EscO y las proteínas de la familia YscO no son indispensables 

para su función (Figura 25). Sin embargo, hay que analizar la importancia de los otros residuos 

conservados encontrados entre estas proteínas. 
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APÉNDICE 

Proteínas codificadas en LEE, equivalentes en otros SST3 y en la F0F1 ATPasa. 

  

Función EPEC
Salmonella 

(Flagelo)
Salmonella Yersinia Shigella

F0F1 

ATPasa
? Rorf1

Efector: Altera red microtubulos EspG VirA

Regulador positivo de LEE Ler

Orf2

Chaperona de EspA y EspB CesAB

? Orf4

Regulador ATPasa EscL FliH YscL  y  b

Aparato exportación EscR FliP SpaP YscR Spa24

Aparato exportación EscS FliQ SpaQ YscS Spa9

Aparato exportación EscT FliR SpaR YscT Spa29

Aparato exportación y                

switch 1
EscU FlhB SpaS YscU Spa40

Transglicosilasa lítica EtgA FlgJ IagB IpgF

Regulador negativo de Ler GrlR

Regulador positivo de Ler GrlA

ChaperonaEspA/B CesD SicA SycD/LcrH IpgC

Secretina (membrana externa) EscC InvG YscC MxiD

Switch 2 SepD

Anillo membrana interna 

(lipoproteína)
EscJ FliF PrgK YscJ MxiJ

Eje interno EscI PrgJ YscI MxiI

Efector EspZ

Switch 2 Orf12

Aparato exportación EscV FlhA InvA YscV/LrcD MxiA

ATPasa EscN FliI InvC YscN Spa47  y 

Complejo ATPasa EscO FliJ InvI YscO Spa13 

Switch 1 y control longitud EscP FliK InvJ YscP Spa32

Anillo citoplásmico EscQ FliN SpaO YscQ Spa33

Efector EspH

Chaperona CesF CesF

Efector: Altera uniones estrechas Map

Receptor de intimina. 

Efector:Nucleación de actina.
Tir

Chaperona : Tir,NleA CesT

Intimina Eae

Anillo membrana interna EscD FliG YscD

Switch 2 SepL InvE YopN/TyeA MxiC

Filamento EspA FliC LcrV

Translocon EspD SipB YopB IpaB

Translocon EspB SipC YopD

Chaperona EspD CesD2

Aguja/gancho/pilus EscF FlgE PrgI YscF MxiH

Chaperona EspA CesA2

Efector:Altera filamentos 

intermedios y uniones estrechas
EspF
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