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RESUMEN 

Salmonella typhi es una enterobacteria Gram-negativa que causa la fiebre tifoidea 

en el hombre. En la membrana externa de S. typhi y Eseheriehia eoli se encuentran un 

conjunto de proteínas llamadas porinas, las cuales funcionan como canales de difusión 

pasiva para pequeñas moléculas hidrofilicas; las más abundantes en ambas bacterias son 

DmpC y DmpF. En E. eoli se ha determinado que la expresión de estas porinas se regula 

por la osmolaridad del medio; así mismo, en nuestro laboratorio se observó que en S. typhi 

DmpF se osmorregula de forma similar que en E. eoli, mientras que la síntesis de DmpC no 

se osmorregula, expresándose en altos niveles tanto en baja como en alta osmolaridad. 

Sin embargo, la expresión del gen ompe en ambas bacterias es dependiente de los genes 

ompR y envZ, los cuales conforman el operón ompB, y codifican para las proteínas 

reguladoras DmpR y EnvZ, respectivamente. 

Con el propósito de entender el mecanismo que controla la expresión de DmpC en 

S. typhi, se exploraron algunos aspectos relacionados con su regulación. Primero, se 

analizó el papel de la región reguladora ~e ompe de S. typhi (la cual tiene una identidad 

del 81.7% con la correspondiente de E. eoll); mediante la expresión de fusiones ompe-laeZ 

de S. typhi y E. eoli, en un fondo genético de E. eoli y S. typhi silvestres, respectivamente. 

Este análisis mostró que las diferencias observadas entre las regiones reguladoras de los 

genes ompe no alteran la osmorregulación en E. coli, ni median la expresión 

independiente de la osmolaridad en S. typhi. 

Tambien se analizó el papel del operón ompB, ya que aunque al caracterizarlo se 

observó una gran similitud con el correspondientes de E. eOIi, se han reportado mutaciones 

puntuales en ompB de E. eoli, las cuales provocan el cambio de un aminoácido en DmpR o 

en EnvZ, alteran la osmorregulación de las proteínas de membrana externa (PME). Para 

establecer si las variaciones existentes entre las secuencias de los operones ompB de S. 

typhi y de E. eoli determinan que DmpC de S. typhi se exprese de forma diferente a DmpC 

de E. coli (en respuesta a la osmolaridad), se analizó el perfil de PME y la expresión de 

fusiones ompe-laeZ de S. typhí y E. eoli, en cepas 80mpB complementadas con el operón 

heterólogo. En resumen, los resultados indicaron que la carencia de osmorregulación de la 

expresión de DmpC de S. typhi, está determinada tanto por el operón ompB de S. typhi 

como por otro factor(es) no conocido(s), presente en el fondo genético de S. typhi. 



ABSTRACT 

Salmonella typhi is a Gram-negative enterobacterium, a specilic human pathogen 

that causes typhoid lever, a systemic lebrile illness. The outer membranes 01 S. typhi and 

Escherichia coli contain a set 01 porins, which lunction as passive diffusion channels lor 

small hydrophilic molecules. The most abundant in both bacteria are OmpC and OmpF. It 

has been shown that in E. coli the expression 01 these major porins is regulated by 

osmolarity. In the same manner, in our laboratory we have observed that S. typhi OmpF is 

osmoregulated as in E. coli, whereas OmpC has been observed to be expressed at a high 

level, both at low and high osmolarity. However, in both bacteria, ompC expresion is 

regulated by the ompR and envZ genes, which conlorm the ompB operon, that code lor the 

OmpR regulator and EnvZ sensor proteins, respectively. 

In order to better understand the expression mechanism 01 S. typhi OmpC, we 

explored some aspects related to its regulation. First, the role in expression 01 the ompC 5' 

regulatory region was determined, by analyzing the expression 01 either an S. typhi ompC

lacZ or an E. coli ompC-lacZ lusion, placed in an E. coli or in an S. typhi background, 

respectively. In this manner, we lound that differences in the regulatory region (both bacteria 

share an 81.7% identity) did not determine the response to osmolarity in E. coli, nor did they 

mediate the osmolarity-independent express ion in S. typhl. 

In order to explore the possibility that the sequence differences lound between the S. 

typhi and E. coli ompB operons determined the different behavior 01 OmpC expression in S. 

typhi, the OMP prolile 01 either S. typhi or E. coli lJ.ompB strains, complemented with either 

ompB operon, was analyzed. In addition, the activity 01 S. typhi ompC-lacZ and E. coli 

ompC-lacZ lusions in the complemented mutant strains was done. Our results are consistent 

with the notion that the EnvZ and OmpR regulators, in conjunction with one or more 

components present in S. typhi, determine the high level 01 OmpC express ion at different 

osmolarities. 
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ABREVIATURAS 

A Absorbancia 

aa Aminoácido 

Amp Ampicilina 

Cm Cloranfenicol 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

EnvZ-P EnvZ fosforilada 

Stp Estreptomicina 

9 Gramo 

KDa Kilo Daltones 

Km Kanamicina 

LB Luria-Bertani 

MN Medio A 

NB Medio nutritivo (Difco) 

ME Membrana externa 

~g Microgramo 

~I Microlitro 

mA miliampers 

mg Miligramo 

mM Milimolar 

min minutos 

M Molar 

nm nanómetro 

OmpR-P OmpR fosforilada 

ONPG O-nitrofenil-p-D-galactosido 

pb Pares de bases 

PME Proteínas de membranaexterna 

rpm Revoluciones por minuto 

Rif Rifampicina 

seg segundos 

Tc Tetraciclina 
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INTRODUCCION 

Patogénesis de Salmonella typhi. 

S. /yphi es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, que infecta 

especificamente al humano, ocasionándole una bacteremia denominada fiebre tifoidea. 

Esta bacteria penetra al organismo mediante la ingestión de agua o alimentos 

contaminados con heces (Calva et al., 1988). El mecanismo de patogénesis de S. typhi ha 

sido difícil de estudiar, ya que no existe un modelo animal en el que se reproduzca la 

infección con esta bacteria. Sin embargo, a partir de investigaciones en ratones infectados 

con Salmonella typhimurium (especie estrechamente relacionada a S. typhl), causante en 

ratones de una infección similar a la fiebre tifoidea en humanos, así como en ensayos in 

vi/ro, utilizando células epiteliales en cultivo, se ha postulado un modelo de patogénesis. 

En éste se propone que las bacterias se adhieren y penetran al epitelio intestinal a través 

de las células "M" de las placas de Peyer, donde son ingeridas por los macrófagos, y 

transportadas al sistema retículo endotelial, para multiplicarse y propagarse por todo el 

organismo, colonizando principalmente el bazo y el hígado (Finlay y Falkow, 1989; 

Groisman et al., 1990). La entrada de Salmonella a la célula hospedera a nivel molecular 

es muy compleja, lo cual se refleja por el gran número de loci involucrados. Algunos de 

éstos han sIdo implicados en la movilidad yen la síntesis del lipopolisacárido; sin embargo, 

no es claro si el papel de estos determinantes es simplemente para facilitar el contacto 

entre la bacteria y las células hospederas, o si juegan un papel más específico. Muchos 

otros loei son agrupados en el centisoma 63 del cromosoma de Salmonella, el cual ha sido 

referido como la isla 1 de patogenicidad de Salmonella (Galan, 1996). Productos 

codificados por una segunda isla de patogenicidad, localizados en el centisoma 30, no 

parecen ser directamente involucrados en el proceso de entrada (Ochman et al., 1996; 

Shea et al., 1996), aunque hay datos recientes que sugieren comunicación entre las dos 

islas de patogenicidad (Hensel et al., 1997). Algunos loci requeridos para la entrada de la 

bacteria, identificados dentro de las islas de patogenicidad son: hit (hyperinvasive locus), 

prg (requeridos para la sobrevivencia dentro de macrófagos) y el locus inv (el cual es un 

arreglo de por lo menos 14 genes contiguos invA-O, algunos de los cuales son 

componentes un sistema de secreción tipo 111) (Gahring et al., 1990; Galan y Curtiss 111, 

1989; Lee et al., 1990; Miller, 1991). Además, el sistema regulador de dos componentes 
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PhoP-PhoQ regula negativamente la expresión de genes de invasión (Pegues et al., 1995; 

Bajaj et al., 1996). y positivamente la expresión de los genes requeridos para la 

sobrevivencia dentro de macrófagos (Miller et al.. 1989; Alpuche-Aranda et al., 1992). 

Por \ nas. 

S. typhi pertenece al grupo de las bacterias Gram-negativas, las cuales presentan 

una envoltura celular formada por una membrana externa (ME) y una interna, divididas por 

el periplasma, el cual contiene una capa de peptidoglicano que provee rigidez mecánica a 

la célula. La ME de las bacterias Gram-negativas es muy importante en su fisiología, ya que 

las protege de agentes dañinos tales como proteasas, sales biliares, antibióticos, toxinas y 

fagos; así como contra cambios drásticos en el ambiente. Al mismo tiempo, esta barrera 

debe permitirle el intercambio de nutrimentos y productos de desecho con el ambiente. 

Gran parte de las proteínas de membrana externa (PME) forman canales o poros de 

difusión pasiva, sin selectividad aparente, los cuales conforman la barrera de flujo de la ME 

(Nikaido y Vaara, 1985). 

En Eseheriehia eOli, las proteínas OmpC, OmpF, y OmpA (generalmente considerada 

como una proteína estructural monomérica) son las más abundantes en la ME, 

presentándose en aproximadamente 105 moléculas por célula. Los genes ompC y ompF 

que codifican para las proteínas OmpC y OmpF, respectivamente, se encuentran distantes 

en el cromosoma de E. coli (21 Y 47 min., respectivamente) (Mizuno et al., 1983). En la ME 

se han detectado más de veinte proteínas menos abundantes, de las cuales algunas se 

sobre-expresan bajo condiciones ambientales específicas (Lugtenberg y Van Alphen, 

1983). 

Las PME OmpC y OmpF se agrupan triméricamente, formando poros a través de la 

ME, por lo que reciben el nombre de "porinas"; los poros formados por estas proteínas 

permiten el paso de pequeñas moléculas hidrofílicas por difusión pasiva, y excluyen 

sustancias dañinas, como antibióticos y sales biliares (Nikaido, 1994). Recientemente, se 

ha propuesto a OmpA como una porina, aunque sus características multiméricas no han 

sido plenamente elucidadas (Sugawara y Nikaido, 1994). Las porinas están ampliamente 

distribuidas entre las bacterias Gram-negativas y tienen algunas características en común: 

alta homologia a nivel de la secuencia primaria de aminoácidos (aa); peso molecular 

similar, sus subunidades monoméricas tienen un peso molecular de alrededor de 35 kDa 
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(Nikaido, 1994); reacción inmunológica cruzada; y forman poros de difusión pasiva de 

diámetro similar (Mizuno et al., 1983). 

Regulación de OmpC y OmpF. 

En E. eoli, OmpC se expresa preferencial mente cuando la bacteria es crecida en un 

medio de alta osmolaridad, mientras que la expresión de OmpF es predominante en 

células crecidas en un medio de baja osmolaridad (Fig. 1) (Van Alphen y Lugtenberg, 1977; 

Puente et al., 1991). Además, se ha determinado que el poro formado por OmpF es de 

mayor tamaño que el formado por OmpC, lo cual se ha propuesto puede tener importancia 

biológica; así, OmpF se expresaría en condiciones de vida libre de la bacteria, permitiendo 

con ello una mayor difusión de nutrimentos cuando son escasos; mientras que OmpC se 

expresaría dentro del hospedero y con su poro más chico impediría la entrada de 

compuestos de alto peso molecular (como las sales biliares), que serían dañinos para la 

bacteria (Nikaido y Vaara, 1985). 

La osmorregulación de estas porinas es mediada a nivel transcripcional por las 

proteínas OmpR y EnvZ, cuyos genes conforman el operón ompB (Hall and Silhavy, 1981). 

Las proteínas OmpR y EnvZ pertenecen a la familia de reguladores de dos componentes; 

este sistema es responsable del acoplamiento estímulo/respuesta, e involucra dos tipos de 

componentes: una proteína histidina-cinasa detectora (EnvZ), que recibe el estímulo y, a su 

vez, transmite la señal a una segunda proteína reguladora (OmpR), la cual interactúa con el 

DNA (Gross et al., 1989; Stock etal., 1990). 

En E. eOIi, un modelo de regulación de OmpC y OmpF propone que EnvZ (la 

molécula detectora), se autofosforila en el residuo de His243 cuando la presión osmótica 

es alta. EnvZ fosforilada (EnvZ-P) es capaz de transferir el fosfato a OmpR (la molécula 

reguladora), en el residuo de Asp55. OmpR fosforilada (OmpR-P) se convierte así en una 

proteína activa, capaz de unirse a regiones específicas del DNA (Fig. 2) (Delgado et al., 

1993; Russo y Silhavy, 1991). 

OmpR se une a dos tipos de secuencias en el DNA, las cajas tipo A (sitios de alta 

afinidad para OmpR-P) y las cajas tipo B (sitios de baja afinidad para OmpR-P), localizadas 

en las regiones promotoras de ompFy ompC. Stock y colaboradores (1989) proponen que 

en baja osmOlaridad, donde los niveles de EnvZ-P son bajos, y por consiguiente hay 

también bajos niveles de OmpR-P, se activa la transcripción de ompF por la unión de 
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NB NB+20% Suc 
11 

S. t. E.coli S.t. E. coli 
1 1 111 

~ 
~ 

1 ()) 1 o ()) (j) o 
L[) (j) 

L[) (j) 
r0 

(j) 
ID r0 E.coli 

S. typhi ¿ ID ¿ 
I O I O 

Omp e --- . OmpC Omp F ~ •.• OmpF OmpA ~- . 
OmpA -11 ... _. 

.~ .. - -- . 
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Fig. 1 Perfíl electroforético de preparación de PME de S. typhi (carriles 1 y 4) Y E. coli (lineas 2, 3, 5 Y 6), crecidas en baja 

osmolaridad (NB; carriles 1-3) o alta osmolaridad (NB+ 20% sacarosa; lineas 4·6). Las posiciones de OmpC, OmpFy 

OmpA de S. typhi y E. eoll son moslradas en los márgenes izquierdo y derecho respectivamente (Puente el al., 1991). 
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OmpR-P a sitios de alta afinidad en su región reguladora (caja A). Por otro lado, en 

condiciones de alta osmolaridad, donde los niveles de EnvZ -P son altos, la cantidad de 

OmpR-P aumenta, uniéndose a sitios de menor afinidad (caja B), tanto en la región 

promotora de ompF como en la de ompe, provocando la represión de ompF y la activación 

de ompe (Fig. 2) (Stock et al., 1989). 

Por otro lado, la represión de OmpF en respuesta a un incremento en la temperatura, 

es a nivel post-transcripcional por el RNA de micF, el cual esta localizado inmediatamente 

corriente arriba de ompe y es transcrito en dirección opuesta. Los 93 nucleótidos del RNA 

de micF forman un complejo duplex estable con la región de unión a ribosomas del mRNA 

de ompF, inhibiendo así la traducción de ompF. El posíble papel de micF en la 

osmorregulación de ompF ha sído sujeto a mucho debate, ya que aunque el nível de RNA 

de micF se incrementa cinco veces en alta osmolaridad, la eliminación de micF no altera 

significativamente los niveles de OmpF en cada condición de osmolaridad (baja y alta). 

Estudíos de la cinética de expresión de OmpF indican que micF contribuye a una rápida y 

completa respuesta a cambios en la osmolaridad de la síntesis de OmpF, es decir, que 

funciona como un sistema de ajuste fino para un mayor control osmótico de ompF mediado 

por EnvZ y OmpR (Esterling y Delihas, 1994; Delihas, 1995; Pratt et al., 1996). 

Papel del operó n ompB en las bacterias. 

Mutaciones en ompe y ompF afectan la virulencia de S. typhimurium en el sistema 

de ratón, la LDso de esta doble mutante aumentó aproximadamente 320 veces comparanda' 

con la silvestre; no obstante, el nivel de atenuación es aún mayor cuando se muta ompR, el 

aumento de la LDso de esta mutante es de 1600 veces con respecto a la silvestre (Dorman 

et al., 1989; Chatfield et al., 1991). Este hecho podría explicarse si tomamos en cuenta que 

mutaciones en omp8 afectan la expresión de varios genes; los genes lam8 y phoE, que 

codifican para PME; los genes malE y malT involulcrados en la utilización de maltosa; los 

genes opr y cpr, que codifican para proteasas; el gen tpp8, el cual codifica para una 

tripéptido permeasa; phoA, que codifica para la fosfatasa alcalina; así como otros genes 

involucrados en el transporte de fierro (Stock et al., 1989; Case et al., 1986; Lundrigan y 

Earhart, 1981; Chalfield et al., 1991). En un sistema in vitro, se observó que mutaciones en 

omp8 de S. typhimurium anulan el fenotipo citotóxico de la bacteria en macrófagos; así 

mismo, estas mismas mutaciones producen una dramática atenuación de esta bacteria in 
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MEMBRANA 

~,-~,-~, ~'~'~I :~::~:: 
• ,PRESION~ 
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Fig. 2 Modelo propuesto para la regulación de la síntesis de OmpC y OmpF en E. 

eoli. P:grupo fosfato; +:activación del gen; -:represión del gen; cajas A: cajas de 

alta afinidad; cajas B: cajas de baja afinidad. 
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vivo, en el sistema de ratón (Lindgren et al., 1996). En Shigella flexneri, mutaciones en 

ompB u ompC afectan su sobrevivencia intracelular y su proliferación en el epitelio 

intestinal (Bernardini el al., 1990; 1993). 

ANTECEDENTES 
Una de las lineas principales de nueslro laboratorio ha sido el estudio de la 

regulación de la expresión de las PME de S. typhi. Al respecto, se ha determinado que S. 

fyphi expresa tres PME (las más abundantes) que corresponden a las observadas en E. 

coli, OmpA, OmpC y OmpF (Fig. 1). Así mismo, se observó que OmpF de S. fyphi se 

osmorregula de forma similar a la de E. coli; mientras que la expresión de OmpC de S. fyphi 

no es afectada por la osmolaridad del medio, expresándose en altos niveles en alta y baja 

osmolaridad (Puente et al., 1991). Esto contrasta con OmpC de E. coli que se expresa 

preferencialmente cuando la bacteria se cultiva en condiciones de alta osmolaridad y se 

reprime cuando crece en baja osmolaridad (Fig. 1) (Hall y Silhavy, 1981). En nuestro 

laboratorio se han aislado los genes de S. typhi que codifican para las PME mayoritarias 

OmpC y OmpF; así como para las PME minoritarias OmpS1, OmpS2 y PhoE (Puente et al., 

1987; apendice I y 11; Puente, 1987; Torres, 1993; Fernández-Mora et al., 1993 y Gutierrez, 

1994). 

El análisis de la secuencia nucleotídica de ompC de S. typhi reveló que su región 

reguladora presenta una homología del 81.7% con la de ompC de E. coli (Puente et al., 

1989); sin embargo, aunque la homología es alta, los cambios existentes en esta región 

podrían estar involucrados en la diferente respuesta a la osmolaridad del medio de este 

gen. Así mismo, los genes (que conforman el operón ompB), que codifican para las 

proteínas reguladoras OmpR y EnvZ de S. typhi, también han sido aislados y secuenciados 

(Martínez-Flores et al., 1995). El alineamiento de las secuencias nucleotídicas de los 

operones ompB de S. typhi y E. coli mostró un 87% de homologia (Martínez-Flores et al., 

1995). Aunque la homología es alta, no se descarta que el locus ompB pudiera estar 

involucrado en las diferencias observadas entre ambas bacterias, en la expresión de ompC 

con respecto a la osmolaridad; ya que en E. coli se han caracterizado mutaciones 

puntuales en el operón ompB, que provocan el cambio de un solo aminoácido en OmpR o 

EnvZ, las cuales modifican la regulación por osmolaridad de las porinas (Martínez-Flores et 
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al., 1995; Forst et al., 1988). En este trabajo evaluamos si la diferente expresión de OmpC 

en S. typhi y E. coli, con respecto a la osmolaridad, se debe a los cambios observados en 

los operones ompB. 

El papel de OmpR y EnvZ en la regulación por osmolaridad de las PME, la propia 

regulación de los genes que codifican para estas proteínas (ompR y envZ) , así como su 

efecto en la expresión de otras proteínas, y su implicación en la virulencia, son 

lundamentos importantes para comenzar nuevos estudios en S. typhi, con los cuales se 

logre un mejor entendimiento de la función y regulación de las PME. Esto ayudará a 

comprender el papel específico de las PME en la fisiología de S. typhi, cuando se 

encuentra en diferentes condiciones ambientales, en particular dentro del organismo 

durante el proceso de infección. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar las bases moleculares de la diferencia en la expresión de OmpC en respuesta 

a la osmolaridad, entre S. typhi y E. eoli. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Analizar el efecto de la fase de crecimiento en la expresión de la proteína 

OmpC, dependiente de la osmolaridad del medio de crecimiento. 

2. Generar una cepa t;,ompB de S. typhi. 

3. Establecer si la región reguladora del gen ompC y/o el operón ompB determinan 

la diferencia en el patrón de expresión de OmpC entre S. typhi y E. eoli, dependiente de la 

osmolaridad del medio. 
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MATERIALES Y METODOS 

Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos. 

Cepas, plásmidos u . Descripción i Referencia o fuente 

oligos i I 
Cepas de E. coli i I 
MC4100 I F' araD 139 /1(argF-lae) U169 rpSL150: Casadaban, 1976. 

1 I 
I relA 1 flb5301 deoCl ptsF25. i 

SG480/1900 i MC4100 maIP::neo /1(envZ-malp) 900.[ Garret et al., 1985. 

MH760 I MC4100, ompR472, reeA malO'. I Hall y Silhavy, 1981. 

MH1461 I MC41 00, envZll, malO', tpo·. Hall y Silhavy, 1981. 

SY3271.pir I F' araD /1(1ae pro) argE (Am) reeA56! Miller y Mekalanos, 1988. 

I nalA; contiene el profago ",-pir, Rif'. 1 

Cepas de S. typhi i I 
IMSS-1 

TY2 

STY8 

STY81 

STYC171 

STYF302 

serotipo 9, 12, d, Vi; cepa clínica de Puente et al., 1987. 

referencia. 

I Vi'; cepa clínica de referencia. 

i IMSS-1, ompf3+, Km', Amp'. 
I 

IIMSS-1; /1ompB, Km'. 

IIMSS-1; /1ompC, Km'. 

!IMSS-1; MmpF, Km'. 

I 

Contra ras et al., 1995. 

I Este estudio. 

I Este estudio. 

I Apéndice 1. 

I Apéndice 1. 

I 
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Plásmidos 

plM25 Y plM26 

plM260 

plM262 

pAT224 

plM40 

pVF27 

pMYlll 

pBSL46 

pMC1871 

pSCZ10 

pECZ20 

I I 
1

I 
Vector pUCI9, que contiene el operón 1 Martínez-Flores 

o m p B de S. typhi, eo ambas 11995. 

1 orientaciones; Amp'. , 
• I 

! Vector pACYCI84, que contiene el 1: Este estudio. 

I operón ompB de S. typht. Cm'. 
I 

et al., 

I Vector pBR322, que contiene el I Este estudio. 

i operón ompB de S. typhi; Amp'. 
i 
I I Vector pBR322, que contiene el Mizuno et al., 1982. 

I operón ompB de E. coN; Amp'. 1 

I Vector pACYCI84, que contiene ell Este estudio. 
I 

i operón ompB de E. coN; Cm'. I 

I Vector pBR322, que contiene el gen I Puente et al., 1987. 

I ompC de S. typht. Amp'. 

I Vector pBR322, que contiene el gen 1I Mizuno et al., 1983. 

I ompC de E. coli; Amp'. 

¡ Vector usado para obtener el casete I Mikhail et al., 1995. 

1 de resistencia a Km; Amp', Km' 1 

Vector pBR322, que contiene el gen Shapira et al., 1983. 

lacZ de E. coN carente de promotor; 

Tc'. 
I 

I 
Vector pMC1871, que contiene 

fusión ompC-lacZ de S. typhi. 
\ 

I Vector pMC1871, que contiene 

la Este estudio. 

I 
la I Este estudio. 

i fusión ompC-lacZ de E. coN. 
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pBKm 

pKNG101 

pKB8 

Oligos 

SCSm1 

SCSc1 

ECSm2 

ECSc2 

Ra 
Zb 

! Vector pUC19, que contiene el "casete ! Este estudio. 

i de recombinación" para ompB. I 
: Vector suicida; oríR6K, Stpr, mobRK2, ' Kaniga et al., 1991. · , 
· sacB. 

i 
; Vector pKNG1 01, que contiene el. Este estudio. , 
¡ "casete de recombinación" para ompB .. 

i 
i S 'd{TACTTGGAGC C C G G G TC Este estudio. 

I GACTACGCGATCA)3' i 
I 

IS'd {TAC CAGGAGG GACAG T A 'Este estudio. 
· I 

I CTTTAACTTTCAT)3' I 
IS' d (AA G TC C C G G G AC GA TA '1 Este estudio. 

¡ GTCATGCCCCGCGC)3' 
, i 
: S'd(GACCAGGAGGGACAGTA ¡ Este estudio. 

I CTTTAACTTTCAT)3' I 
IS'd(CGTCAGGATCCACCAGAATC)3' ! Este estudio. , . 
I ' 
IS'd{CAGGGGATCCCAAAAGAGGC)3' , Este estudio. 
: i 

15 



Condiciones de crecimiento. 

Los cultivos se realizaron en medio Luria-Bertani (LB) a 37oC, toda la noche. 

Cuando se requirió se agregaron antibióticos a las concentraciones siguientes: ampicilina 

(Amp) 250 ¡lg/ml; estreptomicina (Stp) 100 ¡lg/ml; tetraciclina (Tc) 20 ¡lg/ml; kanamicina 

(Km) 20 ¡lg/ml; cloranfenicol (Cm) 40 ¡lg/ml; y rifampicina (Ri!) 150 ¡lg/ml. En los estudios de 

osmorregulación se ensayaron varios medios de crecimiento; para condiciones de baja 

osmolaridad se utilizó LB sin NaCI (por litro, 10 9 de extracto de levadura y 10 9 de triptona, 

pH 7.5), medio nutritivo (NB; el cual contiene por litro, 3 9 de extracto de res y 6 9 de 

peptona; Difco), y medio A (MN; el cual contiene por litro, 7 9 de medio NB, 1 9 de extracto 

de levadura, 2 9 de glicerol, 3.7 9 de K2HP04 y 1.3 g de KH 2P04). Para condiciones de alta 

osmolaridad, a estos medios se les agregó 20% de sacarosa ó 0.3 M de NaCI (Hirochi el 

al., 1979; Kawaji et al., 1979; Slauch y Silhavy, 1989; Tokishita et al., 1991; Pickard et al., 

1994; Contreras et al., 1995). 

Construcción de las fusiones ompC-lacZ de S. typhí y E. coli. 

Un fragmento de 1450 pares de bases (pb), que contiene la región reguladora 6' y el 

primer codón de ompC de 8. typhi se obtuvo por PCR, utilizando como templado el 

plásmido pVF27 (Puente el al., 1987). La reacción de PCR se realizó con los 

oligonucleótidos sintéticos SCSml y SCScl, los cuales generaron los sitios 8mal y 8eal, 

respectivamente. Este fragmento de DNA se clonó en el único sito de 8mal del plámido 

pMC1871, generando el plásmido pSCZ10 (8tompC-laeZ) (Tabla 1) . Para la construcción 

de la fusión ompC-laeZ de E. eoli (EeompC-laeZ) la estrategia que se siguió fue la misma; 

un fragmento de 1150 pb, que contiene la región reguladora 5' y el primer codón de ompC 

de E. eoli, se obtuvo por PCR del plásmido pMYll1 (Mizuno et al., 1983), usando los aligas 

ECSm2 y ECSc2, los cuales generaron los sitios 8mal y Seal, respectivamente. El 

fragmento de DNA así obtenido se clonó en el sito de 8mal de pMC181, generandose el 

plásmido pECZ20 (fusión EcompC-laeZ). 

Ensayo de ~-galactosidasa en microplaca. 

La actividad de ~-galactosidasa se midió por el método descrito por Miller (Miller, 

1972), adaptado para ensayo en microplaca. Brevemente, 110 mi de medio A, sin o con 

NaCI 0.3 M (baja y alta osmolaridad, respectivamente), se inoculó con 440 ¡ll de una 
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suspensión de células bacterianas, la cual se preparó a partir de una pastilla de bacterias 

del cultivo de toda la noche, resuspendida en PBS ("phosphate-buffered saline") a una 

densidad óptica a 600 nm (D. O. 600nm) de 1.8. Los cultivos se incubaron a 37°C en un baño 

con agitación a 200 r.p.m. Para preparar el extracto crudo, las muestras de células se 

colectaron cada hora por centrifugación (16000 xg); cosechando 40 mi en la primera hora, 

20 mi a la hora 2, 10 mi la hora 3, 5 mi la hora 4 y 1 mi de la hora 5 a la 12; para obtener 

sullciente masa celular. Las muestras se lavaron dos veces con solución Z 1 X (0.06 M de 

Na2HP04, 0.04 M de NaH2P04, 0.01 M KCI, 0.001 M de MgS04, pH 7); se centrifugaron y la 

pastilla de células se resuspendió en 1 mi de la misma solución. 

Para la cuantificación de p-galactosidasa, en una placa de ELlSA se colocó por 

duplicado 20 111 de cada extracto, enseguida se agregó a cada pozo 100 111 de la mezcla 

desnaturalizante (0.22 mg/ml de lisozima, 0.22% de tritón X-lOO, 1.6X de solución Z y 0.016 

M de p-mercaptoetanol), y la reacción se incubó a 37°C con agitación, por 10 mino Depués 

se adicionó 100 111 de la solución substrato (1 mg/ml de ONPG, o-nitrofenil-p-D

galactosido) para iniciar la reacción. La velocidad de cada una de las reacciones se obtuvo 

por el registro de cambios en la absorbancia a 415 nm (A415nm), cada 5 segundos durante 3 

minutos, en un lector de microplacas (Scanning Autoreader and Microplate Workstation, 

Ceres 900 C), con el programa KC3™ seleccionado para determinación de cinéticas. Las 

actividades se obtuvieron por interpolación en una curva estándar, compuesta de 

concentraciones de O a 13200 unidades Miller de la enzima p-glactosidasa purificada 

(Boehringer Mannheim); considerando que una unidad de la enzima purificada es 

equivalente a aproximadamente 400 unidades Miller; lo cual determinamos por el método 

reportado por Miller (Miller, 1972). 

Determinación de concentración de proteínas en microplaca. 

La concentración de proteína de los extractos celulares se determinó por el método 

de Lowry, adaptadO para realizarlo en microplacas. Se utilizaron placas de ELlSA de 96 

pozos, donde se adicionó por duplicado 20 111 de cada muestra por pozo; enseguida se 

agregaron 100 111 de la mezcla de racción, la cual contiene 98 111 de una solución de 

carbonato-hidróxido de sodio (3.4% de Na2C03 y 0.17 N de NaOH) y 2 111 de una solución 
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de sulfato de cobre-tartrato (0.85"10 de CuS04·5H20 y 1.7"10 de tartrato de sodio y potasio); 

la reacción se incubó a temperatura ambiente por 10 mino Posteriormente se adicionó 100 

!l1 de la solución Folin-Ciocalteu 16.9"10 (v/v) y se incubó nuevamente a temperatura 

ambiente por 15 minutos más. La concentración de proteínas se obtuvo de la lectura de 

AS20nm con un lector de microplacas ("Scanning Autoreader and Mircroplate Workstation, 

Ce res 900C"), con el programa KC3™, seleccionado para la medición en un punto final. 

Las concentraciones se obtuvieron por interpolación en una curva estándar, compuesta de 

concentraciones de O a 0.6 mglml de albumina de suero de bovino. Estos valores se usaron 

para el cálculo de la actividad específica de p-galactosidasa. Cada valor, representa el 

promedio de la actividad obtenida de por lo menos dos experimentos independientes, 

realizados por duplicado. 

Preparación de PME. 

Las PME se prepararon como se describió previamente (Lobos y Mora de 1991). Los 

cullivos se realizaron básicamente como en el ensayo de p-galactosidasa, excepto que 50 

mi del medio de cultivo apropiado fueron inoculados con 200 !l1 de la suspensión de 

células bacterianas. Para la cinética de expresión de PME, se tomaron muestras de los 

cullivos cada hora, durante 12 horas. En los estudios de osmorregulación, las muestras se 

lomaron en la quinta hora, donde se observó el mejor perfil de osmorregulación (este 

esludio. Fig. 5). 

Electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Dos diferentes sistemas de geles se usaron para obtener la mejor separación de las 

PME más abundantes. Las preparaciones de PME de S. typhi se somelieron a 

electroforesis en geles con 11"10 acrilamida, 0.12"/0 bisacrilamida y 0.1"10 SDS (sodium 

dodecyl sulfate), a 30 mA, por 6 horas. Las preparaciones de PME de E. coli se sometieron 

a eleclroforesis en geles con 11"10 acrilamida, 0.3"10 bis-acrilamida, 8 M urea, y 0.1"/0 SDS a 

20 mA, por 8 horas;. En ambos casos se utilizaron los sistemas discontinuos de Laemmli y 

se aplicó de 20 a 30 !lg de proteína, determinada por el método de Lowry, por carril 

(Laemmli,1970). Los geles se teñieron con azul brillante de Coomassie. 

Bajo las condiciones señaladas, OmpC de S. typhi migra adelante de OmpF, una 

caracteristica que ha sido previamente asociada a la concentración de persulfato de 
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amonio o a un exceso de sales adicionadas al gel (Lobos y Mora, 1991). Las posiciones de 

OmpC y OmpF en los perfiles de PME, que se muestran en el margen izquierdo de cada 

gel, se determinaron por comparación de los perfiles de preparaciones de PME de cepas 

mutantes: para S. typhi fueron las cepas STYC 171 (t;ompC) y STYF302 (AompF) y para E. 

coli fueron las cepas MH760 (ompR472; OmpC-¡OmpP), MH1461 (envZII; OmpC+¡OmpF-) 

Construcción del plásmido "suicida" pKB8. 

Para la construcción del "casete de recombinación" (formado por el gen que confiere 

Km' flanqueado por las regiones reguladoras, corriente arriba y corriente abajo, del locus 

ompB) , se eliminó al operón ompB del plásmido plM26 mediante una reacción de PCR 

inverso con los oligos Ra y Zb, dejando al vector pUC19 con dos regiones adyacentes, la 

región a (que contiene 37 pb del gen estructural ompR y 350 pb de la región reguladora 

corriente arriba) y la región b (que contiene 24 pb del gen estructural envZ y cerca de 2000 

pb de la región corriente abajo). Con los oligos Ra y Za se introdujeron sitios de restricción 

de BamHI, los cuales se utilizaron para clonar un fragmento de BamHI que contiene el gen 

Km', obtenido del plásmido pBSL46 (Mikhail et al., 1995); generándose así el plásmido 

pBKm. El "casete de recombinación" completo (de aproximadamente 3.8 kb) se obtuvo al 

digerir el pBKm con Sacl, y se clonó en el vector "suicida" pKNG101 (Fig.3). 

El vector "suicida" pKNG10l (Kaniga et al., 1991) presenta las siguientes 

caracteristicas: el orígen de replicaCión onR6K, el cual requiere para su funcionamiento una 

proteina llamada 1t (que no está presente en S. typhl); un gen que le confiere Stp'; el origen 

de transferencia mob RK2; el gen sacB de Bacillus subtilis; y una región de multiples sitios 

de clonación. El fragmento de Sacl que contiene el "casete de recombinación" se purificó 

de gel y se trató con la enzima Klenow para generar extremos rasos; este fragmento se 

clonó en el sitio Smal del pKNGl 01, generando el plásmido pKB8 (Fig. 3). 

Construcción de plásmidos que llevan los operones ompB de S. typhí y E. 

cou. 
La construcción de los plásmidos que llevan el operón ompB (Tabla 1) se describe a 

continuación. Los plásmidos plM25 y p1M26, construidos previamente, son derivados del 

vector pUC19 (plásmido de alto número de copias) que contiene el operón ompB de S. 
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Fig. 3 Construcción del plásmido "suicida" pKB8. El plásmido pRevB, el cual 

contiene las regiones corriente arriba (a) y corriente abajo (b) del operón ompB, se 

generó por PCR inverso,con los oligos Ra y Zb, los cuales introducen un sitio de 

BamHI (B). Un fragmento de B del plásmido pBSL46 que contiene un gen que 

confiere resistencia a Km, se clonó en el sitio de B de pRevB, generando el 

plásmido pBKm. De este último se purifica el fragmento de Sacl (5) que contiene 

el 'casete de recombinación" y se trató con la enzima Klenow para generar 

extremos rasos. Este fragmento se clonó en el sitio Smal (5m) del vector suicida 

pKNG 101, generando el plásmido pKB8. R:gen ompR; Z:gen envZ. 
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ryphi en ambas orientaciones, respectivamente (Martínez-Flores et al., 1995). Estos 

plásmidos fueron utilizados para obtener fragmntos de DNA que contienen el operón ompB 

de S. typhi. Para la construcción de los plásmidos plM262 y p1M263, el fragmento de Sacl 

que contiene al operón ompB del plásmido p1M25, se subclonó en ambas orientaciones en 

el sitio Sacl que se generó previamente en el plásmido pBR322, entre los sitios EcoRI y 

Nrul (un vector de mediano número de copias). Los plásmidos plM260 y plM261 se 

generaron al subclonar el fragmento EcoRV/BamHI de plM26 que contiene el operón 

ompB, en el vector pACYC184 (de bajo número de copias), digerido con EcoRV-BamHI o 

Nrul-BamHI, respectivamente. 

El plásmido pAT224, previamente construído, es un derivado del vector pBR322 que 

lleva al operón ompB de E. coli (Mizuno et al., 1982). Este plásmido fue utilizado para la 

construcción del p1M40, el cual se generó al subclonar el fragmento BamHI/San de pAT224, 

que contiene el operón ompB de E. coli, en el vector pACYC184 digerido con las mismas 

enzimas. 

Hibridación tipo "Soulhern". 

Los experimentos de hibridación se realizaron como se describió previamente 

(Martínez-Flores et al., 1995). La sonda de ompB se obtuvo por digestión del plásmido 

plM26 con Sacl, y la sonda del gen Km' se obtuvo por digestión con BamHI del pBSL46 

(ver Tabla 1). Las sondas de DNA se marcaron con [u-32PjdCTP (Amersham), usando el 

estuche de "Multiprime DNA labelling system" (Amersham), según las instrucciones del 

fabricante. 

Técnicas de biología molecular_ 

Diferentes técnicas de biología molecular se utilizaron siguiendo los protocolos 

establecidos (Sambrook et al 1989). Las enzimas de modificación y restricción de DNA se 

obtuvieron de las compañías Boehringer Mannheim (Boehringer Mannheim GmbH, 

Mannheim, Alemania) o Gibco BRL (Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD., 

EUA), y se usaron de acuerdo a las instrucciones de los proveedores. Los oligonucleótidos 

que se utilizaron para los experimentos de PCR se sintetizaron en la compañía Bio

Synthesis (Bio-Synthesis, Lewinsville, TX, EUA) o en la unidad de síntesis del Instituto de 

Biotecnologia/UNAM. Las reacciones de PCR se hicieron con la enzima AmpliTaq (Perkin 

Elmer Corp., Branchburg, NJ, EUA), siguiendo las instrucciones del proveedor. 
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Ensayos de invasión. 

Los ensayos de invasión se realizaron como se describió previamente (Contreras et 

al., 1995). Las células HEp·2 (ATCC CCL23), derivadas de carcinoma de laringe humano, 

fue la linea celular que se empleó. Los ensayos de invasión se realizaron en placas para 

cullivo de tejidos de 96 pozos, para lo cual se formó una monocapa con 5 X 104 células por 

pozo, cullivadas a confluencia, incubando toda la noche a 37°C, en una atmósfera 

conteniendo 5% de CO2. Para la infección de la monocapa de células Hep·2, cultivos 

bacterianos crecidos en 5 mi de LB, en condiciones de anaerobiosis, hasta una D. O.600nm 

de 0.2, se centrifugaron y se resuspendieron en DMEM ("Dulbecco's modified Eagle's 

Medium"); con esta suspensión se inoculó cada pozo a una razón de 10 bacterias/célula. 

Para los ensayos de invasión las placas se incubaron a 37°C por 1 hora en una 

atmósfera conteniendo 5% de C02. Después de este periodo, la monocapa se lava varias 

veces con buffer PBS para eliminar las bacterias no adheridas. Posteriormente se agregan 

1 00 ~I de DMEM con 250 ~g/ml de gentamicina, un antibiótico que no penetra a las células 

epiteliales (para eliminar bacterias extracelulares), y se deja incubando dos horas mas. El 

antibiótico se removió haciendo varios lavados con PBS, la monocapa fue lisada y 

determinamos el número de bacterias dentro; mediante plateo de dilusiones en agar LB. El 

porcentaje de invasión fué calculculado como: (el número total de bacterias sobrevivientes 

dividido entre el número total de bacterias inoculadas) X 100. Cada ensayo fue repetido por 

duplicado. 
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RESULTADOS 

En nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio de la función y regulación 

de las porinas de S. typhi; en este trabajo nos enfocamos particularmente al estudio de la 

regulación de OmpC, ya que en trabajos previos se determinó que su expresión (en altos 

niveles tanto en baja como en alta osmolaridad) difiere de la de OmpC de E. coli (cuya 

expresión es inducida en medios de alta osmolaridad y reprimida en baja) (Puente et al., 

1991; Forst e Inouye, 1988). Sin embargo, tambien se realizaron algunas observaciones 

del patrón de expresión de las porinas en general. 

El estudio de la expresión de las porinas se realizó mediante el análisis de los 

perfiles electroforéticos de PME de diferentes cepas y mediante la determinación de la 

actividad de p-galactosidasa del gen reportero lacZ, fusionado a las regiones reguladoras 

de los genes ompC de S. typhi y ompC de E. coli (StompC-lacZ y EcompC-lacZ, 

respectivamente; ver Materiales y Métodos). 

Selección de medios de crecimiento. 

Varios medios de crecimiento se probaron con el fin de elegir el que nos permitiera 

visualizar la mejor osmorregulación de las porinas. Los medios de cultivo ensayados 

fueron los comúnmente utilizados en experimentos de osmorregulación de porinas: Luria

Bertani (LB), medio nutritivo (NB), y medio A (MN) (ver Materiales y Métodos). Así mismo, 

para el aumento en la osmolaridad de los medios, se probó la utilización de sacarosa al 

20% Ó NaCI 0.3 M (Hirochi et al., 1979; Hall and Silhavy, 1981 a y b; Slauch y Silhavy, 

1989; Tokishita et al., 1991; Pickard et al., 1994; Contreras et al., 1995). 

Como control para verificar la osmorregulación en los diferentes medios de cultivo, 

se comparó la expresión en baja y alta osmolaridad de OmpC de E. coli; mediante la 

medición de la expresión de la fusión EcompC-lacZ. La cepa silvestre E. coli MC41 00 

transformada con el plásmido pECZ20 (el cual contiene la fusión EcompC-lacZ) se creció 

en los medios LB, NB y MN sin (baja osmolaridad) y con (alta osmolaridad) sacarosa al 

20% ó NaCI 0.3M. La actividad de p-galactosidasa se determinó de muestras colectadas a 

lo largo de la curva de crecimiento. En la figura 4A se observan los datos representativos 

de las muestras obtenidas en la hora 5. 

En el medio MN se obtuvo el mejor perfil de osmorregulación de ompC, a lo largo 
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de la curva de crecimiento (Fig. 4A Y datos no mostrados). Para el incremento en la 

osmolaridad en el medio, aunque los niveles de actividad en MN con sacarosa o con NaCI 

fueron similares (Fig. 4A), hubo diferencias en el crecimiento; así en el medio MN con 

sacarosa el crecimiento se retardó con respecto a los medios MN y MN con NaCI (Fig. 48). 

Por tanto, para estudiar la regulación de las porinas en respuesta a la osmolaridad, se 

seleccionó el medio MN (baja osmolaridad) y MN con NaCI 0.3M (alta osmolaridad). Los 

medios seleccionados para los ensayos realizados en este trabajo serán, además, 

utilizados para el desarrollo de otros proyectos de este laboratorio, especificamente los 

involucrados en la regulación de porinas de S. typhi. 

Efecto de la fase de crecimiento en el patrón de expresión de las porinas en 

baja y alta osmolaridad. 

La expresión de las porinas en respuesta a la osmolaridad ha sido descrita 

anteriormente (Puente et al 1991); sin embargo, no se ha determinado si dichos patrones 

de expresión varian a lo largo de la curva de crecimiento. Para evaluar ésto, se midió la 

actividad de p·galactosidasa de las fusiones StompC·/aeZy EeompC·/aeZ, de muestras de 

cultivos de S. typhi IMSS·1/pSCZ10 (plásmido que contiene la fusión StompC·/aeZ) y E. 

eoli MC4100/pECZ20 (plásmido que contiene la fusión EeompC·/aeZ), crecidos en medios 

de baja y alta osmolaridad, colectadas cada hora a lo largo de la curva de crecimiento, (Fig. 

5A). El análisis de las actividades mostró que la expresión de ompC de S. typhi es similar 

en baja y alta osmolaridad, a lo largo de la curva de crecimiento; mientras que la 

osmorregulaclón de ompC de E. eoli se observa claramente en fase exponencial y es 

menos evidente al llegar a la fase estacionaria (Fig. 5A). 

El mismo efecto de la fase de crecimiento se observó también al comparar el perfil 

electroforético de PME de las cepas silvestres, S. typhi IMSS·1 Y E. coli MC41 00, crecidas 

en medios de baja y alta osmolaridad (Fig. 58). En S. typhi, la expresión independiente de 

la osmolaridad de OmpC, así como la osmorregulación de OmpF se mantuvo durante las 

diferentes fases del crecimiento (Fig. 58, panel de arriba). Sin embargo, en E. eoli, la 

osmorregulación de OmpC y OmpF, claramente observada en fase exponencial, fue menos 

evidente en la fase estacionaria (Fig. 58, panel de abajo). 
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Fig. 4 Expresión de la fusión ompC-IacZ de E. coli en medios con diferentes 

osmolaridades, para la selección de medios de crecimiento. (A) La cepa E. 

coli MC4100 llevando el plásmido pECZ20 (el cual contiene la fusión 

EcompC-/acZ), se creció en los medios LB, NB Y MN, sin y con sacarosa al 

20% (LBS, NBS y MNS) ó NaCI 0.3M (LBN, NBN Y MNN), baja osmolaridad 

y alta osmolaridad, respectivamente. La actividad de p-galactosidasa se 

determinó de muestras colectadas a lo largo de la curva de crecimiento. 

Los datos muestran la actividad obtenida después de 5 horas de 

crecimiento, un punto donde la osmorregulación es más evidente, como se 

muestra en la figura 5. (B) Curva de crecimiento de la cepa E. coli MC41 00 

llevando el plásmido pECZ20, en el medio MN (baja osmolaridad) y con 

20% de sacarosa Ó 0.3M de NaCI (alta osmolaridad). La D. O 590 nm se midió 

de muestras colectadas a lo largo de la curva de crecimiento. 
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Fig.5 Cinética de expresión de ompCy ompFde S. typhiy E. coli, a lo largo de la 

curva de crecimiento. (A) Las cepas S. typhi IMSS-1 conteniendo el 

plásmido pSCZ10 (fusión ompC-lacZ de S. typhi, círculos) y E. coli MC41 00 

conteniendo el plásmido pECZ20 (fusión ompC-lacZ de E. coli, cuadros), 

fueron crecidas en medio MN con (símbolos blancos) o sin (símbolos 

negros) 0.3M de NaCI, alta y baja osmolaridad, respectivamente. La 

actividad de (3-galactosidasa se determinó de muestras colectadas cada 

hora de cultivos duplicados. Los datos representan el promedio de tres 

diferentes experimentos. (B) S. typhi IMSS-1 y E. coli MC4100 fueron 

crecidas a 37°C en medio MN con (+) o sin (-) 0.3 M de NaCI (alta y baja 

osmolaridad, respectivamente); Las PME fueron purificadas de muestras 

tomadas cada hora y sujetas a electroforesis en geles de poliacrilamida

SOS (SOS-PAGE) para S. typhi, o a urea-SOS-PAGE para E. coli. Cepas a 

las cuales se les eliminó ompC u ompF fueron usadas para determinar la 

posición de cada porina, como se describió en Materiales y Métodos, y 

como se muestra en la Fig. 9. En este panel se observan mustras de PME 

de las horas 6, 8 Y 10. 
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La diferencia en la expresión de OmpC de S. typhi y OmpC de E. eoli, en 

respuesta a la osmolaridad, es determinada por el fondo genético de la cepa. 

Al alinear las regiones reguladoras corriente arriba de los genes ompC de S. Iyphi y 

de E. eoli, se encontró que presentan una alta identidad (81.7%) (Puente et al., 1989). Para 

establecer si las diferencias en la región reguladora del gene ompC de S. typhi están 

involucradas en que éste se exprese en altos niveles, independientemente de la 

osmolaridad del medio, los plásmidos pSCZ10 (StompC-lacZ) y pECZ20 (EcompC-laeZ) se 

introdujeron tanto en S. typhi IMSS-l como en E. eoli MC4100. La actividad de p

galactosidasa se determinó de muestras colectadas a lo largo de la curva de crecimiento, 

en medios de baja y alta osmolaridad. En forma interesante, la expresión de la fusión 

StompC-laeZ se reguló por osmolaridad en E. eoli; mientras que altos niveles de expresión 

independiente de la osmolaridad se detectaron para la fusión EeompC·lacZ expresada en 

S. typhi (Fig. 6). 

Estos resultados indican que las diferencias observadas entre las regiones 

reguladoras de los genes ompC, no especifican la osmorregulación en E. eoli, ni la 

expresión independiente de la osmolaridad en S. typhi. Así, la diferente expresión de 

DmpC en S. typhiy E. col;' en respuesta a la osmolaridad del medio, está determinada por 

el fondo genético de cada bacteria. 

Papel del operó n ompB en la expresión de OmpC en S. typhi y E. coli. 

En un estudio previo, nosotros identificamos el operón ompB de S. typhi, el cual 

codifica para las proteínas reguladoras de porinas, DmpR y EnvZ. El alineamiento de las 

secuencias nucleotídicas del locus ompB de S. typhi y E. eoli mostró un 87% de homología 

(Martínez-Flores et al., 1995). Sin embargo, ya que en E. eoli se ha determinado que 

mutaciones puntuales en el operón ompB alteran la osmorregulación de las porinas, en 

este trabajo evaluamos si las diferencias en la expresión de DmpC de S. typhi y E. eoli en 

respuesta a la osmolaridad, se debe a los cambios observados en los operones ompB. La 

estrategia que se siguió fue construir una cepa mutante de S. typhi en este locus, con el fin 

de estudiar la expresión de DmpC al ser complementada con el operón ompB 

homólogo (de S. typhl) o heterólogo (de E. eoll). 

La construcción de la cepa mutante se realizó mediante el reemplazamiento, por 

recombinación homóloga, del operón ompB por un gen que confiere resisténcia a 
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s. typhi 

E.coli 

Fig. 6 Expresión de las fusiones ompC-lacZ de S. typhi o E. coli en un fondo 

genético heterólogo. Las cepas S. typhi IMSS-1 (panel superior) o E. coli 

MC4100 (panel inferior), llevando las fusiones ompC-lacZ de S. typhi o de 

E. coli, fueron crecidas en medio MN, con (alta osmolaridad) o sin (baja 

osmolaridad) 0.3 M de NaCI. La actividad de p-galactosidasa se determinó 

de muestras colectadas cada hora de cultivos duplicados. Los datos 

muestran la actividad obtenida después de 5 horas de crecimiento (donde 

la osmorregulación es más evidente, ver figura 5), y representan el 

promedio de tres diferentes experimentos. 
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kanamicina (Km') (Fig. 7). Para propiciar el intercambio genético en el cromosoma de la 

bacteria, se construyó un "casete de recombinación", formado por el gen que confiere Kmr, 

flanqueado por las regiones reguladoras corriente arriba (a) y corriente abajo (b) del locus 

ompB el cual, para ser introducido en la cepa, se clonó en el vector "suicida" pKNG1 01 (Fig. 

7). 

La cepa S. typhí IMSS-1 se transformó por electroporación con el plásmido pK88 (el 

vector "suicida" pKNG101 que contiene el "casete de recombinación"), y las transformantes 

obtenidas se seleccionaron en un medio con Km; posteriormente se realizó la identificación 

del primer evento de recombinación, en un medio con Amp, seleccionándose colonias Kmr, 

Ampr (clonas STY3, 8 y 12). Para la obtención de un segundo evento de recombinación, las 

clonas seleccionadas se inocularon en medio L8 con 10% de sacarosa y Km 30 ~g/ml; ya 

que en el vector "suicida" se encuentra el gen sacB, el cual codifica para la proteína Sac8, 

una enzima levansacarasa letal para bacterias gram-negativas crecidas en medios con 

sacarosa. Así, al crecer las colonias en presencia de este azúcar se pueden seleccionar las 

clonas que hayan perdido el vector, y por tanto efectuado el segundo evento de 

recombinación (Ried y Collmer, 1987). De este modo se seleccionó una clona, Kmr, Amps 

(clona STY81). 

la ausencia del locus ompB se confirmó por hibridación tipo "Southern" (Fig. 8). El 

DNA cromosomal de S. typhi IMSS-1 (silvestre) y de las cepas recombinantes STY8 

(primer evento de recombinación) y STY81 (segundo evento de recombinación) se digirió 

con Sacl y se hibridó con una sonda que lleva el operón ompB de S. typhi, marcada 

radioactivamente (Fig. 8A). La señal de 4.2 kb corresponde a un fragmento que lleva el 

ompB silvestre (carril 1); en la cepa STY8 la señal de 4.2 kb se conservó y adicionalmente 

se observó una banda de 3.8kb, correspondiente al tamaño del fragmento que lleva el 

"casete de recombinación" (carril 2). En la cepa STY81 sólo se detectó la banda de 3.8 kb, 

indicando que el doble evento de recombinación se efectuó en el sitio correcto del 

cromosoma (carril 3). Para confirmar que el fragmento de 3.8 kb corresponde al casete de 

recombinación, el mismo filtro se lavó y rehibridó con un fragmento que contiene el gen que 

confiere Kmr marcado radioactivamente (Fig. 88). Unicamente los fragmentos de 3.8 kb de 

STY8 (carril 2) y STY81 (carril 3) hibridaron con esta sonda (Fig. 88). 
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Fig. 7 Estrategia para la eliminación del operón ompB en el cromosoma de S. 

typhi. Reemplazamiento en el cromosoma del operón ompB por un gen que 

confiere Km'; generado por recombinación homóloga entre las regiones a y 

b del plásmido suicida pKB8 (introducido por electroporación) y el 

cromosoma. a:región corriente arriba del locus ompB; b:región corriente 

abajo del locus ompB. 
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Fig.8 Caracterización de la cepa tJ.ompB de S. typhi por experimentos de 

hibridación tipo "Southern". El DNA cromosomal de las cepas de S. typhi, 

IMSS-1 (silvestre, carril 1); STY8 (primer evento de recombinación, carril 2); 

y STY81 (segundo evento de recombinación, carril 3), digerido con Sacl e 

hibridado con una sonda que contiene el gen ompB de S. typhi (A) o el gen 

que confiere Km' (B). El tamaño de las bandas de hibridación se muestra a 

la derecha. 
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Para determinar el efecto de la pérdida del locus ompB, se analizó el perfil de 

expresión de PME de la cepa STY81; como se esperaba, el fenotipo conferido fue OmpC

!OmpF- (ver Fig. 9, último carril). Esto confirmó que el sistema OmpR/EnvZ es necesario 

para la expresión de OmpC y OmpF en S. typhi de una forma similar a lo reportado en E. 

coli (Garret et al., 1985; Puente et al., 1991). 

Colateralmente, utilizando la misma estrategia, se generaron otras dos cepas 

mutantes derivadas de Styphi IMSS-l; la STYC171 (l1ompC) y la STYF302 (l1Ompp) 

(Apendices I y 11). Estas nos permitieron determinar las posiciones de OmpC y OmpF en los 

perfiles de PME, que se muestran en el margen izquierdo de cada gel. 

Para establecer si las variaciones existentes entre las secuencias de los operones 

ompB de S. typhi y E. eOli, determinan que OmpC de S. typhi se exprese de forma diferente 

que OmpC de E. eoli, se analizó el perfil de PME de cepas l10mpB complementadas con 

cada uno de los operones. Las cepas STY81 (S. typhi l1ompB) y SG48011900 (E. eoli 

óOmpB) se transfomaron con los plásmidos plM262 (ompB de S. typhl) y pAT224 (ompB de 

E.. eoll) (ver Tabla 1). El perfil electroforético de preparaciones de PME obtenido de estas 

cepas (crecidas en medios de baja y alta osmolaridad) se muestra en la Fig. 9. En el panel 

A, se observa que en la cepa STY81 (l1ompB deS. typhl) complementada con el operón 

ompB de S. typhi, la expresión de porinas (en baja y alta osmolaridad) es similar a la de la 

cepa silvestre. De forma interesante, cuando se complementó con ompB de E. eoli, OmpC 

se osmorregula de forma similar a lo reportado para E. eoli, es decir, se reprime en baja 

osmolaridad. 

En el panel B (Fig. 9) se muestra el experimento recíproco con la cepa E. eoli 

SG48011900 (l1ompB). Cuando esta cepa se complementó con ompB de E.. eoli se recuperó 

el patrón de PME (en alta y baja osmolaridad) similar al de la cepa silvestre. 

Sorprendentemente, cuando la complementación fue con ompB de S. typhi, OmpC se 

osmorreguló (su expresión se reprimió en baja osmolaridad y se indujo en alta 

osmolaridad), como en la E. eoli silvestre. 

Un análisis densitométrico cuantitativo de las bandas en los geles de la Fig. 9 

(paneles A y B) confirmó las observaciones descritas arriba (datos no mostrados). 
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Fig. 9 Perfil electroforético de PME de cepas twmpB de S. typhi o E. coli, 
complementadas con los operan es ompB de S. typhí o de E. coli. Las cepas fueron 
crecidas en medio MN, con (+) o sin (-) 0.3 M de NaCI (alta y baja osmolaridad, 
respectivamente) o en LB. Las PME fueron purificadas de muestras de cultivos 
obtenidas después de 5 horas de crecimiento a 37°C, y fueron sujetas a SOS
PAGE (muestras de S. typhi), o a urea-SOS-PAGE (muestras de E. coli) , como se 
describió en Materiales y Métodos. La posición de las PME de S. typhi o E. coli se 
muestran en el margen izquierdo de cada gel y corresponde a las siguientes 
cepas: (A) cepas de S. typhi: STYF302 (I!.ompF) ; IMSS-1 (silvestre); STy81 

(I!.ompB)/pIM262 (pBR322 conteniendo ° m p B de S. typhJ); STY81 

(MmpB)/pAT224 (pBR322 conteniendo ompB de E. colt); STYC171 (ilompC); y 
STY81 (MmpB). (5) cepas de E. eoli: SG480l!.900 (lwmpB); MH760 (ompR472; 

OmpC'/OmpF'); MC4100 (silvestre); SG480l!.900 (MmpB) / p1M262; SG480l>,900 

(MmpB) / pAT224; MH1461 (envZII; OmpC+/OmpF'). 
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Resultados similares se obtuvieron complementando con los operones ompB clonados en 

otros vectores con diferente número de copias (datos no mostrados). 

Mediante el uso de las fusiones ompC-laeZ se corroboraron y cuantificaron 

nuestros resultados. Las cepas S. typhi l>ompB que contenían el operón ompB de S. typhi 

(pIM261) o el operón ompB de E. eoli (pIM40) se transformaron cada una con pSCZ10 

(StompC-laeZ) o con pECZ20 (EeompC-lacZ) (Fig 10, paneles superiores). La actividad de 

Il-galactosidasa se determinó para cada cepa, en medios de baja y alta osmolaridad, a lo 

largo de la curva de crecimiento. En S. typhi l>ompB la expresión de ompC de S. typhi o de 

ompC de E. coli se reguló por osmolaridad cuando se complementó con ompB de E. coli; 

mientras que la expresión de ambas fusiones no se afectó por la osmolaridad cuando se 

complementó con ompB de S. typhi (Fig. 10, paneles superiores). 

El experimento recíproco se realizó complementando la cepa E. coli l>ompB con las 

mismas construcciones descritas arriba. El análisis de la actividad de Il-galactosidasa 

mostró que la expresión de ompC de S. typhi, así como la de ompC de E. coli, se reguló por 

osmolarldad cuando se complementó tanto con el operón ompB de E. coli como con el 

ompB de S. typhi (Fig. 10, panel de abajo). 

En resumen, nuestros resultados indican que el locus ompB de S. typhi, en 

combinación con otro factor (es) presente (s) en el fondo genético de S. typhi, determinan la 

particular expresión de ompC independiente de la osmolaridad del medio. 

Efecto del operón ompB en la invasión de S. typhi a células epiteliales. 

ConSiderando que el operón ompB está involucrado en la virulencia de bacterias 

como S. typhimurium y Shigelia flexneri (Dorman et al., 1989; Bernardini et al., 1990; 1993), 

nosotros analizamos si este operón en S. typhi está involucrado en la invasión de la 

bacteria a células epiteliales en cultivo. Para lo cual, la generación de mutantes a las que 

se remueve un gen o u operón del cromosoma de una bacteria patógena, es de gran 

utilidad para el análisis específico del papel de dicho locus en su virulencia. 

Durante una estancia de dos meses en el laboratorio del Dr. Guido C. Mora, en la 

Unidad de Microbiología del Departamento de Biología Molecular de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, en la Pontificia Universidad Católica de Chile, se realizaron algunos 

ensayos preliminares de invasión con las cepas mutantes de S. typhi !>DmpB, l>ompC, y 
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S. Iyphl ompB 

S. typhi ompe-raeZ E. eoll ompC·/acZ 

E. eoil ompB 

S. typhlompe-JaeZ E. eoll ompe-JaeZ 

Fig. 10 Expresión de las fusiones ompC-lacZ de S. typhi y E. coli en cepas 

mutantes !1omp8, complementadas con el operón ompB homólogo o 

heterólogo. La expresión de las fusiones StompC-lacZ (izquierda) y 

EcompC-lacZ (derecha) en las cepas S. typhi !1omp8 (panel superior) o E. 

colí !1ompB (panel inferior), complementadas con el operón omp8 de S. 

typhi (p1M261) o con omp8 de E. colí (pIM40). se midió después del 

crecimiento en MN, con o sin O.3M de NaCI (alta y baja osmolaridad, 

respectivamente). La actividad de ~-galactosidasa se determinó de 

muestras colectadas cada hora de cultivos duplicados. Los datos muestran 

la actividad obtenida después de 5 horas de crecimiento, y representan el 

promedio de dos diferentes experimentos. 
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tJ.ompF. 

En estos ensayos, la invasión a células epiteliales Hep-2 por las cepas mutantes de 

S. typhi STY81 (tJ.ompB) , STYC171 (tJ.ompC) y STYF302 (tJ.ompF) fue 27.8, 10.4 Y 2.6 

veces menor, respectivamente, con respecto a las cepas silvestres IMSS-1 (cepa parental 

silvestre) y TY2 (Tabla 2). Sin embargo, estos datos deben tomarse con reserva, ya que 

para la interpretación de resultados en este tipo de ensayos se debe contar con un mayor 

número de repeticiones y una serie de controles que en este caso no fueron incluidos; 

como son el ensayo de cada mutante complementada con el gen respectivo. 

No obstante las limitaciones mencionadas, nuestros datos sugieren que estos loci 

pudieran estar involucrados en la invasión de S. typhi a células epiteliales; sin embargo, la 

determinación del papel especifico de cada locus, no sólo en la invasión sino en la 

adherencia, proliferación y sobrevivencia en células epiteliales, será estudiado con más 

detalle en otro trabajo en nuestro laboratorio. En dicho estudio se incluirán mutan tes en 

genes que codifican para las porinas OmpS1 y OmpS2 de S. typhi, cuya expresión en 

condiciones de laboratorio no es detectada, y cuya función, hasta el momento, es 

desconocida (Fernández Mora et al., 1995; y datos no publicados). 
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Tabla 2. Capacidad invasiva de mutantes de S. typhi a 

células epiteliales Hep-2. 

CEPAS DE S. typhi % DE INVASIONa % DE INVASION RELATIVAb 

IMSS-1 (silvestre) 69.4 ± 8.7 100.0 

TY2 (silvestre) 71.6± 10.5 103.2 

STY81 (MmpB) 3.8± 1.6 5.5 

STYC171 (MmpC) 6.8± 1.4 9.8 

STYF302 (MmpF) 38.9 ± 18.5 56.1 

a los resultados corresponden al promedio de tres experimentos ± deSVlaClon estandar. 

b con respecto a la cepa IMSS-1. 
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DISCUSION 

En la ME de E. cOIi, la cantidad de las proteínas OmpC y OmpF varía dependiendo 

de la osmolaridad del medio de cultivo; sin embargo, como sus niveles relativos fluctúan en 

una manera inversa en alta y baja osmolaridad, se considera que la suma de la cantidad 

de estas proteínas permanece constante. Un incremento en la osmolaridad resulta en un 

incremento en la proteína OmpC, con un concomitante decremento en la proteína OmpF 

(Forst e Inouye, 1988). De forma interesante, en S. typhi, OmpC se expresa altamente 

independiente de la osmolarídad del medio; mientras que OmpF se osmorregula en forma 

similar que en E. coJi (Puente et al., 1991). 

En este trabajo, nosotros mostramos que la síntesis de OmpC de S. typhi es similar 

en baja y alta osmolaridad, a lo largo de la curva de crecimiento; así mismo, que la 

osmorregulación de OmpF es independiente de la fase de crecimiento (Fig. 5). Por otro 

lado, se observó que la osmorregulación de la expresión de OmpC y OmpF en E. coli es 

más evidente durante la fase exponencial y se va perdiendo al entrar a la fase estacionaria, 

donde la represión por osmolaridad de OmpC y OmpF es menor. Este efecto de la fase de 

crecimiento en la osmorregulación de las porinas en E. coli no había sido reportado 

anteriormente, ya que trabajos previos de osmorregulación se realizaron en la fase 

exponencial, y aunque Se había observado que la expresión de las porinas se ve afectada 

por la fase de crecimiento, esta determinación no involucró diferentes condiciones de 

osmolaridad. Al respecto, se ha reportado que la transcripción de ompF disminuye 

ligeramente en fase estacionaria y que el factor sigma de la fase estacionaria, RpoS, es 

esencial para esta regulación por fase de crecimiento; sin embargo, el mecanismo por el 

cual se efectúa no es conocido (Pral! y Silhavy, 1995). Considerando esta observaciones, 

RpoS pudiera tener un efecto en la osmorregulación de las porinas en E. coli dependiente 

de la fase de crecimiento, lo cual analizaremos más adelante. 

Por otro lado, nosotros demostramos que la expresión de las porinas OmpC y OmpF 

se suprime en la cepa de S. typhi IMSS-1 a la cual le removimos el operón regulador ompB 

(Fig. 9A), como se ha demostrado previamente para E. coli MC41 00 Y S. typhi TY2 (Garret 

et al., 1985; Pickard et al., 1994). Por ello concluí mas que las porinas OmpC y OmpF de S. 

Iyphi son reguladas por las proteínas OmpRlEnvZ, como ocurre en E. coli (Hall y Silhavy, 

1981). 
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Cuando se removió el gen ompC u ompF del cromosoma de S. typhi, no se modificó 

la expresión del gen codificante para la otra porina mayoritaria, i. e., la osmorregulación de 

la síntesis de OmpF fue independiente de la expresión de OmpC; además, OmpC fue 

altamente expresada en el fondo genético ompF - (Fig. 3C del apéndice 1). Estas 

observaciones difieren con lo reportado anteriormente para las mutan tes ompC - y ompF' 

de E. coli; donde se mostró que estas mutantes presentan una expresión constitutiva de 

OmpF y OmpC, respectivamente; i. e. la ausencia de una de las porinas produce la 

expresión constitutiva de la otra, suscitando que la suma de la cantidad relativa de éstas 

permanezca constante (Moro na y Reeves, 1982; Ozawa y Mizushima, 1983; Schnaitman y 

McDonald, 1984; Mizuno y Mizushima, 1990). 

En este trabajo también mostramos (determinando la actividad enzimática de 

fusiones ompC-lacZ), que los genes ompC de S. typhi y de E. coli se expresan en altos 

niveles tanto en baja como en alta osmolaridad, cuando están presentes en una cepa S. 

typhi silvestre. Por otro lado, cuando se encuentran en E. coli, ambos genes se 

osmorregularon. Aunque la actividad de las fusiones ompC-lacZ expresadas en S. typhi, 

fue ligeramente menor en baja osmolaridad (Fig. 5A Y 6), esto no se reflejó en una notable 

reducción de proteína incorporada en la ME, como claramente pasa en E. coli (Fig. 58). En 

otras palabras, en S. typhi, OmpC es siempre más abundante que OmpF, 

independientemente de las condiciones de crecimiento. Esto ha sido observado tambien 

por otro grupo, el cual reportó que la expresión de ompC en S. typhi es influenciada 

ligeramente por la osmolaridad del medio y la disponibilidad de oxígeno (Contreras et al., 

1995). 

Más aún, la expresión de las fusiones ompC-lacZ de S. typhi y de E. coll (Fig. 10), en 

cepas 60mpB de S. typhi o de E. cOIi, complementadas con el operón ompB de S. typhi u 

ompB de E. cOli, mostró que ambos genes no se regulan por osmolaridad cuando están 

bajo el control de ompB de S. typhi, en un fondo genético de S. typhi. Interesantemente, en 

este mismo fondo genético, ambos genes son osmorregulados bajo el control de ompB de 

E. coli. En contraste, en un fondo genético de E. coli, ambos genes son osmorregulados 

bajo ompB de E. coli y, sorprendentemente, también por el operón ompB de S. typhi (Fig. 

10). Resultados similares fueron observados al analizar el patrón electroforético de PME de 

las cepas 60mpB de S. typhi y E. cOIi, complementadas con los operones ompB de S. typhi 
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u ompB de E. coli (Fig. 9). 

Así, parece haber factores no conocidos en S. typhi que, junto con las proteinas 

reguladoras OmpR y EnvZ, determinan el particular comportamiento de la expresión de 

OmpC. Sin embargo, no se pueden descartar modelos más complejos; por ejemplo, que 

existan factores desconocidos en ambas bacterias, que estén actuando de forma diferente. 

Al respecto, se han presentado evidencias de que en E. coli, la proteína SixA parece estar 

implicada en una via de fosforilación de OmpR, independiente de EnvZ, específicamente 

funcionando como un modulador negativo para la fosfotransferencia entre un fosfodonador 

no conocido y OmpR (Ogino et al., 1998). 

Particularmente,es atractivo especular que las diferencias en la secuencia de las 

proteínas EnvZ pudieran determinar los niveles diferentes de la expresión de ompC, al 

mediar diferentes interacciones moleculares. Esto, en virtud de que la proteína reguladora 

OmpR de S. typhi es idéntica a la de E. coli; mientras que las proteínas detectoras EnvZ 

difieren en 21 de los 450 residuos de aa, entre ambas bacterias (Martínez-Flores et al., 

1995). 

La proteína EnvZ pertenece a la familia de proteínas histidina-cinasa, las cuales se 

definen por regiones de secuencias conservadas, generalmente localizadas cerca del 

carboxilo-terminal (Stock et al., 1989). En EnvZ, el carboxilo-terminal es un módulo 

transmisor, el cual puede actuar como fosfatasa-cinasa sobre el módulo receptor de la 

proteína OmpR (Igo y Silhavy, 1988). Llama la atención que 18 de las 21 diferencias entre 

las proteinas EnvZ de E. coli y S. typhi estén localizadas en la región carboxilo-terminal, 

entre los residuos 260 y 450 (Martínez-Flores et al., 1995) (Fig. 11). 

En E. coli se han analizado mutantes de EnvZ, lo cual ha permitido la localización de 

dominios funcionales que son importantes en el mecanismo de osmorregulación. 

Mutaciones puntuales en la región 1, que se localiza entre los aa A239 a R253, pueden 

inactivar las actividades de fosfatasa o cinasa (Russo y Silhavy, 1991; Skarphol et al., 1997; 

Waukau y Forst 1992). A este respecto, dos de las diferencias observadas entre las EnvZ 

de E. coli y de S. typhi están cerca de esta región, en las posiciones 260 y 262 (Fig. 11). 

Se ha observado también que la mutación de uno de los residuos más conservados 

de la región 11, N347, elimina la actividad auto-cinasa de EnvZ y la cinasa de OmpR, pero 

no la actividad fosfatasa de OmpR (Dutta e Inouye, 1996). Otra mutación adyacente, Y351S, 
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Fig. 11 Representación esquemática de la proteína EnvZ. Las regiones conservadas en proteínas histidina-cinasa (1, 11 Y 111) 

(Stock et al., 1989) se indican por cajas negras. La región I contiene un residuo conservado de histidina (H243); la región 

11 contiene una asparagina (N347) conservada; y la región 111 tiene un segmento conservado rico en glicinas. Esta última 

región es representada por cinco residuos que son especialmente conservados (DXGXG ... GXG). Las secuencias 

hidrofóbicas transmembranales (TM) son indicadas por cajas rayadas. La región LR ("linker region", corchete) ha sido 

sugerida para modular la actividad de EnvZ (park e Inouye, 1997). Mutantes en el gen envZ, que producen la substitución 

de un aa en la proteína EnvZ y que han sido implicados en el mecanismo de osmorregulación son mostrados por círculos 

negros. Las mutaciones espontáneas que se han encontrado, se agrupan principalmente en la región 1, aunque se han 

encontrado algunas en la región LR y solo una en la región 111 (Forst y Roberts, 1994; Hsing y Silhavy, 1997; y referencias 

dentro). Abajo de la representación esquemática de los dominios de EnvZ, se muestran las diferencias de aa entre EnvZ 

de E. coli y S. typhi; el número representa la posición del aa. 
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elimina ambas actividades de cinasa y fosfatasa de OmpR. Sin embargo, una mutación en 

el residuo conservado, N343K, no altera las actividades de cinasa y fosfatasa de EnvZ 

(Hsing y Silhavy 1997; Kanamaru et al., 1989). En esta región se localiza uno de los aa que 

difiere entre EnvZ de S. typhi y de E. eoli, en la posición 354 (Fig. 11). 

En este contexto, para determinar las características moleculares que confieren el 

particular comportamiento de EnvZ en S. typhi, se requiere del análisis de sus dominios 

funcionales; específicamente del análisis por mutagénesis sitio-dirigida en los residuos que 

son diferentes entre las secuencias de EnvZ de S. typhi y de E. eoli. 

Por otro lado, se ha postulado que la concentración de OmpR-P modula la 

expresión, en respuesta a la osmolaridad, de los !lenes que codifican para las porinas en 

E. eoli(Mizuno y Mizushima, 1990; Pran et al., 1996). Sin embargo, es incierto si diferentes 

niveles de OmpR-P juegan un papel en la expresión de ompC en S. typhi (la cual es 

independiente de la osmolaridad). No obstante, ya que la expresión de OmpF de S. typhi 

es osmorregulada como en E. coli, es probable que los niveles de OmpR-P cambien de 

acuerdo a la osmolaridad. Aún más, la observación de que el operón ompB de S. typhi es 

capaz de osmorregular correctamente la síntesis de porinas en un fondo genético de E. 

cOli, tambien sugiere que EnvZ de S. typhi puede modular la fosforilación de OmpR en 

respuesta a la osmolaridad (Fig. 10). 

La diferencia en la expresión de genes entre S. typhi y E. coli podría tener un papel 

en la físiología bacteriana, posiblemente por ejercer un efecto en los mecanismos por los 

cuales las bacterias sobreviven en vida libre o durante la patogénesis. Sin embargo, a la 

fecha no se sabe si los diferentes niveles de expresión de OmpC pueden afectar la 

virulencia o algunas funciones fisiológicas específicas de esta bacteria. A este respecto, 

previamente se determinó que el regulador SpvR presenta otro ejemplo de polimorfismo 

funcional en Salmonella. Se ha postulado que los genes spv son necesarios para la 

multiplicación de la bacteria dentro de macrófagos; las secuencias de estos genes ha sido 

reportada para varias serovariedades. Este grupo de genes consta de cinco genes, spvR, 

A, B, C y D, que contienen dos promotores, uno de spvR y uno para spvABCD. SpvR que 

pertenece a la familia LysR de proteínas reguladoras, regula positivamente al operón 

spvABCD, e induce la transcripción de su propio promotor en transo Recientemente se ha 

encontrado que las dos diferencias en la secuencia de aa que se presentan entre SpvR de 
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S. dublin y S. typhimurium, determinan el diferente patrón de expresión de SpvA entre 

ambas bacterias (10 veces mayor expresión de SpvA en S. dub/in que en S. typhimurium 

(Taira et al., 1995). El operón spvA-D y el gen spvR de S. typhimurium están involucrados 

en la capacidad de la bacteria para causar infección sistémica en ratón; así mismo, se 

observó que un mayor nivel de expresión de la proteína SpvA incrementa la virulencia de 

S. typhimurium en ratón (Taira et al., 1995; Chen et al., 1996). 

Es importante mencionar que el operón ompB ha sido involucrado en la virulencia 

de S. typhimurium, lo cual remarca el papel pleiotrópico de este sistema regulador en la 

fisiologia de Salmonella (Dorman et al., 1989; Lindgre et al., 1996; Pickard et al., 1994). 

Resultados preliminares de nuestro estudio sobre el papel del operón ompB en la 

virulencia de S. typhi, mediante ensayos con cultivos de células epiteliales, sugieren que 

dicho locus podría estar involucrado en el proceso de invasión de la bacteria a células 

epiteliales, junto con los genes ompC y ompF. Sin embargo, para determinar el papel 

especifico de cada uno de estos genes, se necesita hacer un estudio más completo, en el 

cual se analicen, además de la invasión, la adherencia, proliferación y sobrevivencia en 

células epiteliales. Este estudio será realizado en nuestro laboratorio e incluirá también 

mutantes de S. typhi a las cuales se les eliminó del cromosoma los genes que codifican 

para las porinas OmpSl u OmpS2, cuya expresión en condiciones de laboratorio es menor 

que la de las porinas mayoritarias. 

En resumen, los hallazgos en este trabajo son fundamentos importantes para 

comenzar nuevos estudios en S. typhi, con el fin de aclarar algunas de las interrogante que 

se han originado como, por ejemplo, si las diferencias alélicas en los genes, y sutiles 

diferencias en los mecanismos reguladores, tienen un papel en la fisiologia de Salmonella, 

determinando su sobrevivencia en el medio ambiente o durante los procesos de 

patogénesis. 
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CONCLUSIONES V PERSPECTIVAS 

En este trabajo demostramos que la expresión de las porinas OmpC y OmpF de S. 

typhi es dependiente del sistema regulador de dos componentes OmpRIEnvZ, como 

sucede en E. coli; sin embargo, algunas diferencias adicionales a la ya reportada falta de 

osmorregulación de la expresión de OmpC de S. typhi fueron observadas. Al analizar la 

expresión de las porinas en baja y alta osmolaridad, se observó que en S. typhi dicha 

expresión no varía a lo largo de la curva de crecimiento; mientras que, en E. coli la 

osmorregulación de las porinas sí depende de la fase de crecimiento. A este respecto, 

RpoS pudiera estar involucrado en la osmorregulación de las porinas dependiente de la 

fase de crecimiento en E. coli; lo cual será determinado en estudios posteriores, mediante 

el análisis de la expresión de PME en una cepa mutante en RpoS. Otra observación fue 

que al remover el gen ompC u ompF del cromosoma de S. typhi, la expresión del gen 

codificante para la otra porina mayoritaria no se modificó, a diferencia de lo reportado para 

E. coli; donde la ausencia de una de las porinas produce la expresión constitutiva de la 

otra. Será interesante determinar si los diferentes niveles de expresión de las porinas entre 

S. typhi Y E. coli son importantes en alguna condición fisiológica específica de estas 

bacterias. 

La carencia de osmorregulación en la expresión de ompC de S. typhi está 

determinada tanto por el operón ompB de S. typhi, como por otro (s) factor (es) no conocido 

(s), presente en el fondo genético de S. typhi; y es independiente de las diferencias en la 

región reguladora del gene ompC. Actualmente, en nuestro laboratorio se están realizando 

experimentos para determinar las caracteristicas moleculares que confieren el particular 

comportamiento de EnvZ en S. typhi; mediante un análisis de sus dominios funcionales; 

específicamente por mutagénesis sitio dirigida en los residuos que difieren entre las 

secuencias de EnvZ de S. typhi y de E. coli. Así mismo, se llevará a cabo la búsqueda del 

factor específico de S. typhi involucrado en la expresión independiente de la osmolaridad 

de OmpC; mediante una mutagénesis con transposones, seleccionando aquellas 

mutaciones, que no sean en ompB, que permitan la represión en baja osmolaridad de 

ompC o que, en general, afecten la expresión de ompC. 

Por otro lado, se realizarán estudios para establecer el papel específico de ompB, 

ompF y ompC, en los proceso de interacción de la S. typhi con células epiteliales y 
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fagocíticas en cultivo. Este estudio incluirá además mutantes a las cuales se les eliminó del 

cromosoma los genes que codifican para las porinas minoritarias OmpS1 u OmpS2. 
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The ompB Operon Partially Determines DilIerential Expression 
of OmpC in Salmonella typhi and Escherichia coli 
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Expnssion oflhe EscherichiacoU ompe nnd OmpF DUler membrnne proteins 15 regulated by the osmolarit) 
or'heculture media. In contrast, expression orOmpe in Sarmone/la typhi is nol influen~ed byosmolarlty, "hile 
OmpF is regulated as in E. eoH. To beuer understand Ihe rack of osmoregulation of ompe expression in S. 
lJphi, lt't compared Ihe express ion oC Ihe ompC gene in S. typhi and E. eoli. using ompC.UJcZ tuslons and Duler 
membrane proleio (O:\IPJ elKlrophorelic promes. S. lYphi ompe exprHsion levels in S. typhi were similar al 
low and higb osmolarity along the growth cun'e, whereas osmoregulalion of E. coli ompe in E. coll was obsen'ed 
during lhe exponendal phase. 80lh genes were hlghly expresred al high and 101" osmolarity when presenl in S. 
IJphi, ,,"hile txprHslon ofbolb was regulated by osmolarity in E. coli. Cornplementatlon experimenls with either 
Ihe S. "phi ur E. coli ompB opernn in sn S. typhi Il.ompB slrain canying theompC.lacZ fusions showed Ihat bolh 
$. IJphi and E. coli ompe ,,"ere nol regulaled by osmohlril)' wl1en lhey were under Ihe cODlrol of S. typhi ompB. 
laleresllng!y, in the sarne slraln, bolh genes were osmoregulated under E. coU ompB. Surprisingly, in E. coli 
Il.ompB, Ihey were both osmongulated under S. typhi or E. col; ompB. Thus, Ihe lack of osmoregulatlon or 
OmpC expres510n in S. typhi is delermined In part by lhe ompB operon, as 1"ell as by other unknown 
tl'lVlS·acling elemenls preseat lo S.lyphi. 

Salmonellae are gram·negative enterohacteria Ihat can be 
palhogenic for both humans and animals. They cause dlsease 
ranging {rom gasuoenlerilis to typhoid fever. depending on 
their scrotype and on [he infected host. In particular. Salmo· 
IItlÚll}plÚ is a humanoSpecific pathogen lhat causes typhoiJ 
rever, a syslemic feorile i1\ness acquired by ingesting food or 
water that has been contaminated by human feces (l). 

Eschmehia coli, as well as other gram-negative bacteria, 
exhlblts a widc variety or adaptive responses 10 changes in Ihc 
cn\;ronment: Ihese mclude an increase or decrease in Ihe 
expreS$ion of the major ouler membrane porin proteios DmpC 
and DmpF in response 10 different demands and strcsses (i,c .. 
osmolarity. temperature, pH. oxygen teosíon. and nutrien! 
s!arvation) (29). In particular. Ihe influence of osmolarity on 
Ihe regulation of OmpC and OmpF expressíon has been ex· 
tCMively 5ludied. OmpF is prefercntially expressed in media of 
low osmolarity ..... hcreas OmpC expression 15 increased in mc
dia of hlgh osmolarity. The E. coli ompB locos. which contains 
two dislinct genes. ompR and CIIVZ, regulates OmpF and 
OmpC expression al Ihe transcriptional leve!. EnvZ and 
OmpR belong to the two-component regulalory syslems Ihat 
respond 10 environmemal stimuli. OmpR, a cytoplasmic pro
tein. is lhe activator Ihal binds to bolh Ihe ompF and ompC 
promoters: EnvZ. an inner membrane protein, is Ihoughl to 
$Cose an environmental signal in order 10 modulale OmpR 
funclion by phosphorylation and dephosphorylalion (for re
views. see references 6, 7, 24, and 29). 

The S. typhi ompC gene was isolaled and characterfzed in 
Out laboratory (JO. 31). In S. I)p/¡i, in contrast 10 E. eoli, OmpC 
has becn observed lo be expressed al the same level al both low 
and high osmolarity, whereas the synthcsis of OmpF in both 
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bacteria is regulated in similar manners (32). These findmgs 
suggest dilferent mechanisms of osmoregulatlOn of gene ex· 
pression hetween E. coli and S. I)phi. 

We have charactcrizcd Ihe S t>p/¡i ompR and em'Z genes. 
Amino acid sequence alignment between Ihe S. ryphi OmpR 
and EnvZ proleins and Ihe corresponding E. coli proteins 
revealed tha! S. o/phi and E. coli OmpR are iden!ical; in con
trast, S. t>p/¡i EnvZ shows 95'ñ identity wuh thc E. coli EnvZ 
protcin. Inlerestingly. most oí the dilferences between the 
EnvZ proteins lie loward the carboxy terminus, mostly he
tween residues 260 and 450. in a region generally regarded a~ 
COn5erved within Ihe histidine k,nase protein family (19). 

To determine whether the lack of ompC osmoregulation IR 

S. typl¡i is mediated by particular {ealUres of ds· or tfal/s-aeting 
elements, in this work we analyz:ed Ihe exprcsSlOn oí S. ryplli 
and E. coli ompC-lacZ fusions in bolh E. coli and S. t}'Phi. The 
sludies were performed with wild·type strains as well as with 
ÓDmpB strains complemented with either the E. coN or the S 
o/phi ompB operon. In lhe same manner, we analyzed Ihe ouler 
membrane protein (OMP) electrophoretic pattern of lhe com
plemented S. ryplú and E. col; ~mpB. Our observatlons supo 
port the notion of a functionally polymorphic ompB operon 
with regard lo regulalion ofOmpe expression in response to 
changes in osmolarity. 

Bacl:erlal Slralns. pbunlds and gl'O"lh rondUlons. The bacterial !tralns and 
pl3MI1ids """d in Ihis sludy are lisl~d in Table l. B~clcria w~re gro"" overlllg!1I 
al 37"C lf1 Luria·&runi (LB) brolh plus ci,hcr amplcllhn (250 Ilglm!). meplo, 
mycin (100 Ilglml), lelracydine (20 11~'ml). katlamycin (20 l1g1ml). chloramphcn· 
icoI (40p.glml).or nfampin (ISO p.glml). 35 requircd E. cob SY327>.p1rwM uscd 
M ,he transforrnllion recipienl of pKNGIOI dC,ivauves To !Iudy OMP cxprCll' 
sion. mcdium A (conlaining. per liter. 7 g of nuuicnl broth. I g of ye .. , e<lraCl • 
2g of gllUro!. 3.1g of K,HPO •• and 1 3g of KH,PO.l w .. used (15). To leSI 
!he inJIucme of osmolari¡y on OMP explesslOn. medlum A W<l-~ preparcd with or 
.ithoul 0.3 M NaO (high o' 1"", osmolamy. ICSpcChv~ly) AlI cuhures were 
grown 'Mm YlgQIOI1i shülllg (!SO rpm) al 37"C 
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TABLE l. B3Cten~1 !lrairu and pl:lStnids1J5Cd 

MC.uOO 
SG .... UQOO 
MH7to 
MHI461 
SYJ27)piT 

F- lUdOlJ9 .l(tugF·/tJc)Uló9 rpsLl50 rrt..l/ Jfb5JOI dcoCl plSF~S 
MClIOO .1{tJI~Z-ma/P}900 ma/P::t1to 

, 
8 , MaIOOompR~72maIQ- I'tr:A 

MC4I00"II~Zll malQ- tpo 9 
F- llflJO .1(lDc pro} IIIgE(Am} I'trA5ólUI!A; ron!ams !he prophage ""Pi'. Rlr " 

s. "phi !lrains 
IMSS.I 
STI8I 
STYCI7I 
STYfJO:! 

"'J.Y-I) 
9.12. d. VI serotype: rderc~ clinkal slraln 'X' 
IMSS-I. ~8 Km' ,,;!l--' 

30 

IMSS.I:~Km' ",\'-' -C1-'" 
1MSS-I: ~F Km' \le\ .? ) This sludy 

This sludy 
Tht5 sludy 

PI~tmds 
pl",m and plM26 
plM260 

Vector pUCI9, carrying Ihe S. {Jphi amp8 operon i)onenlalio Amp' 
Vector pACYCIS-I. carrying S. f)phi ompB: Cm' ~ " This sludy 

pIMZ6:! Vector pBRJ22. C3rT)1ng S. f}phi ompB; Amp' 
pATU.a 
plM40 

V«1or pBRJ22. canying lbe E. (di ampB operon: Amp' 
Vector pACYCl84. car1)'tng lhe E. rob ompB operon: Cm' 

Thls sludy 
2S 
This study 
30 pVF:!7 

pMYllI 
pRC\'l 

VeaorpBRJll.canymgllleE.roIiomP<!.Amp' l C\eV\~ 
Vector pBRJl:!. carrying lhe S, f)-pIu ompC gellC. Amp' " 

Vector pACYCI84. carrying !he S. ryphi t'lnpF gcllC; Cm' ,.. <l 
23 
Thts slUdy 
20 ,BSlA6 Amp' Km': used 10 provide lhe Km' C3S5Clle 

pMCI87¡ 

~~ 
Vector pBRJ22. canying a promolnrless E. roi< wcZ gene; Te" 
S. rypht ompC-bJcZ lranslaliona! fusion in pMCI871 

)j 

This stud}' 
This slud} 
\ .. E. roo ompC-wrZ lranslaliona! fusion in pMC1871 

oriR6K Slp' rnobRlQ sacB pK. ... GlO! 
,KB8 
pKC17 
,KF.lIl 

Veclor pKNGIOI. calljing a Km' gene flanked by up- and OOwllSlrcam :s<quences of Ibe ompB operon 
Vector pKNG101. canying a Km' geM f1anked by up- and downslrcam 5tquences of Ihe ompC gene 
Veclor pKNG101. canymg a Km' gene: flanked by up- and dowrutrcam sequences nf lhe ompF gene 

This study 
Thissludy 
Thissludy 

C_NCtIoot'" s.lJtII!I ~B_~. ud -,r muUnlS. Tbe mut~ge"",, 
su_a u~ lO replxe tbe ontp Ioci (01 a kanam)-tin ",¡",once (Km') gene waJ 

~ "" !be -.me a:....nleocleCIIOtI tcdul"l"" • ..sins suicide dones donved 
r ... __ pKNGlO1 (14) ToCOlt$[l\ICtsuiádco;lone pKB!I{Table I),a (ras_ 
_ nrryin¡ boIh an S. t)pIu ompS ups.crutn fragm-cnl (conla,n;"s)1 nud.-o
Iick$¡ml 01 !be suvaullll rme ud aboul)SOn! oí lbe 5' reg"lolol)" region) and 
a cIownsIrtam rragnenl (ronWnins U nI orIbe stlUCtural gene and about 200 nI 
of lhe )' down>trum ~). ¡p ..,U a< lhe pUCI9 >"«1.0' ..qutnoc:. w ... 
ampbt>cd bJ lbe irr-<-enc i'CR oneIhod (26) • ..sinS U lempllle plM26 OI'!'A (19) 
a:KI .,-nlhel" oltgonudcotidcs Ra and Zb. ""'id! we,e \k<ign-cd 10 'eMrate 
s-tHI ~riaion sitC'..-here lile Km' SCIW rmm pBSI.4f> (lO) waJ doned. A 
SKI ,ncriao. frag:tMIII cncom~S lhe rccombinalion (;WeIte (lile Km" 
rene ft~ by the UJ"UC'I'" a:KI 00trn<lream ..que"""" lo S. I)pIu. ""'PS) ..-as 
td punkd; lheencls wne blunled and h¡atcd ¡tilO tbc Slnal :lile ofpKN010t 

Conuructionof pKC17(TabIe 11_ blt5lcallya<describcd forpKB8. ¡"-":jW 
PCR ..-as CiI'ricd oul with pvrn DNA ()D) ., lbe lemplale pi ..... }TlIbelic: 
oI'JOOUdcotidesCI anda. .. hlch.-erc abo cb<gncd tO ~rate aBamHI olle 
to done tl>e Km' gene. Tbe ups.tream fra¡¡menl ronWned 4() nI ol lhe ."uaural 
rene and about 1.300 tll oíupsutam re¡ion. ...... IN< 1M do-ImsIream fragrncnt 
conuil!cd 88 ni oí !he "NCloral ¡ene and about SOO nt of downstre:llT1 region. 
Att EcoR V fn¡ment cont&1AU\¡ thil recombonation ~lte ..-.s 11ptcd ",lO Ihe 
S-1 tite of plwnid pKNGI01. 

CoMIruction of pKF)O _ abo a describcd fu, pKB8. Plumid pRC'/3 
(Tibie 1) and srntMtic: oI.,.,..ttdc<JIjdcs 532 ud S)J. whidl gc",mllle I14mH! 
JiIcs. .. ~ tI:I.cd to amplúy. bJ ÍIM~ PCR.. fragmcnt carrylng reSions 1Iu.1 
Iboted lhc ""'I'F senc (lile ups.crutn portlOll c:arryiI1g59 nI of [be "ruClUro 
JCftC and m nlof S' up$lream s-oq,.enoe., &lid !he dowmtream se¡mcOI =ryIn¡ 
173 ni oflhc WUCtUnl ~ and 19Imof!he)' cktvorulream "1I0Il), Tbe Km' 
&CM _ ~uan),. doncd inlO the I14mHI s~e; (10/0 lile 'c:wltarn plliII1id, 
I SoallIXb.:t1 f~1 cortWninJ lbe rccoml:>ioahon _ue ..-a< dnncd Inlo 
"JOlGlOl 

c.a-.stt1K1loaof p\aatkIJ olJ}'ltt& IbeS."".. or E. aJIl_pB ol'ft'l"- Pta
mm plM!S and plM26 are dcrivattvn ofthc hiSh-QOV,l'-nutnbervectOf pUCI9. 
Qlt)in, lhc s'p omp8 operoa in both OriefUl1lOM (19}. lbc omp8 opelon 
frorn plM!S _ AIltcIonI:d. In bothoricntahOClS, in a S<td sile pw.iously intro
dI>ced \>ttweeD!he EftoRl and fiNI SIIes of "BR321 (a rmd'um-oopy-number 
ptaamn,1ht.ts acncratin!: plM262 and plMM1- lbcú<>RV/&nrHt fragmentof 
plM26. ~ !he omp8 opc«tn. _ subcloned uuo pACYCIS-I (1 1ow
copy,nu~r plumid) be_ !he EeaRV-&mHI ancI NNI·&nrHI si'es 10 
obtaln boIh OricfUllOOS. thus gencruing plM260 and plM2óI, respectively. To 
subdone tbe E.. mi OI'rIpB operon.!he &nrHIIs.u! f",gmeot of pAT224 {lS)..-a< 
doned ÍIIIo pACYCI". gmcralltlB plM-lO. 

COflUf\K'Ilon ot S. qpAlaod E. toIl ompC~'l ru.Loos. A frdJl"enl COOldtntng 
1.4SObp or 1M S' up.uc~m 'cgulolory ,egion and Ihe fin;! rodan of S f)ph, "",pe 
WiIS obIa"'cd by PCR from pt ... mid pVF27 (lUI. u,"og ~ymllelic oltgonudcot,d .... 
SCSmI and SCScI. whlCh ,CMfa,ed $m.ot and Scol .IIC .. r"'P«tivcly Thl. ONA 
fragmeru _ dot>cd inlo lile unique S"'ol .ile of lb<: pMClll7llfan,tdllonal 
fuUonwaor. "'hidlo;ontainsa pmlflOlcrt=l.!,'l gcllC (Pha,m.u:ia B,otech loc. 
UppoaIa. SWC<kn) OS). gencfilllo, ptasm¡d pSCZIO (5.')1""1 ompC·¡"(Z) (T dbl~ 
l). SimUarly. a fra"""nt oon131n,nl l.lSO bp of Ihe E. cok $' ompC up<l,cdm 
re¡ul.uory regKln and lhe firsl wdon .... a. oblamed by PCR f,om pl •• m,d 
pMYllI (23). lISin, syntl>cti<: oh~oudeotides ECSm2 lOO ECSc2, ",hich gen-

~;dst!~ ~~::~~=:;e:~~~~~~{~7~1=~'~an::tIO Ihe 
Pt-e9anUO<I oí Q\lh OMPs wl'e prcp .. ed cs"'nllaUy aS dc«:"bed prcv" 

~(18). Brictly.SO mi of mcdium A. wlth o, .... nhuul 0,3 M NaCI (lI,gll o,lnw 
osmoI.nl)'. rcspca.....,Iy) • ..-u inoculalcd with 200 111 of a bacterial eell $u1pen.<lon 
from 10 ovem;"'t 1.8 a.IIU,e, p,eparcd 'o phO<pbate,bufl'ercd nltoe (pH 7.4), 
an<! adjust.cd 10 In optleal density al 60U nm nf 1.11 Cu1tur~ .... cre incubalcd al 
.} 7"Cun, >ba\inS ... ücr batl> al 200 """. and ... mpl'" we .. tak.n "'oh hour, """, 
I 12-11 period f.,. as!OI)'S oflhe kincllc:sofOMPc'P .... ¡on For o<mo,egulal!on 
>ludoes. samplC' ... ere luen at 1M MIli hoor, .. here the ~I o'mor.gulauon 
prolHes wcre obIoincd. 

SDS-PAGE. T"", d,fcrenl gel S)'ICItlS -..-ere wcd 10 o\>ta,n the besl separalioo 
ofllle IMjor OMPs. S. t)pIú OMPpreparallollS -..-erc analyud by sod,um dodcqol 
sulfalc-poly3ay1amidc gel elCClrophoresis (SOS·PAGEl. al 30 mA ro' 611. in 
geh ronf,linin¡ 11% xrylamidc. V 12% blsacrylamldc, .nd 0.1% SOS E. co/j 
OMPprep;traliom..-ere analyud byureo-SOS-PAGE. al lO mA fOr 8 h. tO gcls 
prcpared wilh 11% aay1:l1T1Ide, 03% bisat;l}'ianudc, 8 M UTea. aod 0.1% SOS ( 
For both $)"I1clTIS, lile di:sconUnuous bufer syslcm oftacmmll (16) "'as used Thc 
sets......., wincd wi,h Coomassic bnlhanl blue Undor IlIese condillons, S. t)ph, 
OmpCmi,ralcd ahcad nf OmpF. a fUlu.., Ihal hM becn preY10usly anribuled 10 
the anunonium pc~,r..te ooncenttallon or lO an e:tOCSS of sall addcd 10 lhe gel 
(18),lbc pDSltions orOmpC ancI OmpF DO lhe OMP prefiJeswe'e ascenatned 

~~~~Ics~~(=r;;~;';:~O::~!ui::::57r~\~I~,~a;~ 
(ompR4n OmpC- OmpF'") and MHI461 (.nv'lll OmpC· OmpF-j, 

Mknopllte ~klaM usaJS-II-Oa¡actostdase act,vity ... M meMu,ed by 
!he metbod dC$QÜlcd by MiUer (21). adapred as a mlaotl1er plale assay, Brietly. 
ccU samples ..-ere .....tIro ¡-..-;ce and muspended In Ix Z buffer ~0.Q/i M 
N~HPO •• O.(l4M NIH.PO •• D.OlM Ka,OllOl M M8S0. [pH 71J. Then20 ¡I.I 
of ccU 'lWlpension _!ysed by .ddition of 100 ¡U of 1)115 mooure (0.22 mg of 
I)so¡ymc pe' mi. O.2l% Tmon X-lOO. 1 6>< Z bufl'er. O.ot6 M ¡:¡·mereaptoelha-
001) for 10 mio with olIaking 1I 31'C. Upon addillon of lOO 111 of sUb\t,ate 

CQMMENTS 
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"' ....... 1I1111..-~.e<"lll ... scann'''su'u .. _, __ "._.~",,_ •• -_. ___ ._ .. _ .• -.-
J' ..,cr--.. ~ (8io-Tct lnorrumcnt .. 1nc.1 OC! In [M k"'e[ico ooook. 

"llctDpbIc ,.....018 "" ..... ¡ ........ _ PtoIein conc.:n,r.,ion< 'n ",,11 """r--I<I< 
-erc detcnninC'd b,-Ihe II'II:IIIOd 01 Lowry el al (Ilbl. Wo adopte<! 1< a mocrn
hU. ¡Qtc ~ •• rollaoo'<. T""".,. mjao!'[er 01 ""U .... p<<t<I(>n -"Ireatcd .. ~h 
100 "" el ruaion mi"u'c (OOU.;n1nJ 98 pJ of I Clrbon¡IC 0"''10 NI:CO,)
h)<I ..... (D.11 N /'ó.OHI .oI .. u"'" and 1 ¡d ol a coppot tO.85~ CuSO, • 
SH,oI-utlnlc {1.1'<: iIOd'um pIIa.«oumlanmcl <OIuuon ro. 10 mln al room 
~OII1.e."'h lhe sul>soqum[ addiuon olloo tU 01 169<;:, (,"<Mdl Fohn· 
C"JOa!lt\I JOI~1I0n fo, 15 mili ¡¡ room lempcralule. AbsofNrM:C 11620 MI "".\ 
Oobu>t>ed .. ,,11 ~ Ce<c< 'l(J} c: """,ning aUIO",a&:t and micfopla,c _rUl,non 
~ KC}, soft..-J.re Sd UI r/III endpoÍl'lI modc. 
~_ 0."" Itdlalqu<S. A11 DNA m",ipul¡'1OtIS """,e pcrformed "". 

conhnJ W SI.IIIdud protoa:oIS (34). Qt,gonl>Ckolodes uscd lo. aIIlpl,lkauon by 
PCR _R pn..-idcd b)' ,he OIigooudcolllk Syn'l!eslt Facol;'y al OUt in.mulC 
PCIb .. ,,,,, pclfom>ed by 1,lSinS AtnpliTaq (l'l!ftjn·Elme,¡ ao;ordml W Ih<: 
onanafloQ .. ",r, ÍI'lUl1.IC'IioM. Ile<.InclIOII VId troOdilica"on enzymes'WeR..sed as 
-.nuruacd by lhe lNIlulaaure. (EIoo:hnnIC' Mann/leim. Ncw EnJlVld BioI.bs. 
01 Gibco BRL). 

RESL'LTS 

Lenls olompC express Ion In S, t¡phi an similar at low and 
hJgh osmolarity along the growtb curve. Previous analysis of 
OMP electrophorelic palleros showed Ihat while OmpF is 
osmoregulaled in S. l)phi as il is in E. eoli, S. typhi OmpC is 
highly e~pressed al bOlh low and bigh osmolarity (32). How
ever. il had nOI been Icsled whelher S. typhi vmpC e~pression 
vaned according 10 Ihe growth phase and how ;1 compared 
Vr\lh Ihe kinelic:s of ompC e~pression in E. eolio Thus, we 
compared the exp~o~ levels oflof!IPC-lacZ ~ndlompC-lacZ 
in S. 1)p1ú and E. coli wlld.1ypC s&ains, respectlve1)-.I3-Galac
tosidólse activil)'was measured from samples obtained through
out lhe grO'Nlh curve (exponential 10 stationary phase) of E. 
ca/¡ MC4IWpECZ20 (plasmid carrying Ibe E. cvli vmpC-lacZ 
rusion) and S. typIu' IM5S-1/pSCZlO (plasmid carrying Ihe S. 
I)plli ompC-/QcZ fusion) cultures grown in low and high osmo
lari!)" (Fig. lA). S. ryphi ompC express ion levels were similar al 
low and hígb osmolaril)' throughout Ihe growth curve, whereas 
E. (oh ompC expression was reduced allow osmolaril)' during 
Ihe e~ponenlial phase, mainly at 4 10 6 h of growlh 

This behavior was a1so observed when we compared the 
OMP eleClrophorelic patlerns of S. typIli IMSS-I and E. (oli 
MC4I00 grown in kJw and high osmolarity (Fig lB andC). In 
S. r,plli, OmpC expresSion was no! affecled by osmolarity along 
the dilferenl stages ofgrowlh (Fig. lB), as descnbed previously 
(32). As observed above, E. (OÚ OmpC osmoregulation was 
mosl evident during Ihe Iogarithmic phase (fl8. lq. 

Osmorqulallon or S_ t¡phi aud E. coU ompC ls determlnro 
by straln background- The S' upslream regulalory regions oí 
Ihe 5.l)'phi and E. coIi ompC genes aTe shghlly differenl (31). 
To investigate if Ihese dilferences in clS-aCling elements allow 
S. l)-phi lO express ompC regardless 01 medlUrn osmolan!)", 
plasmids pSCZIO (5. l)phi ompC-lacZ) and pECZ20 (E. coli 
ompC-lacZ) (Table 1) were transformed into eilher S. typhi 
IMSS-l or E. coIi MC4I00 and grown at either low or high 
osmolarity. ¡3-GalaClosi(\ase activilies of transrormed cells 
were measured flom samp1es collected along the growth curve. 
As shown in Fig. 2. Ihe expression oí S. typIti ompC was regu
lated by osmolarity in E. cob., whereas the e~pression of E. (oli 
ompC was independent of medium osmolarity in S. typhi. 
These results indicaled that the differences in the regulatory 
region dld not alter me response to osmolarily In E. coli, nor 
did lhey mediale the osmolarity-independenl express ion in S. 
lJ'plli_lnstead. tbe express ion or ompC in response to esmolar
il)' was detennined by the strain background. 

Characterilatlon or S. /!phI ompB, ompC. and ompF muo 
tants. To corroborate the role of the ompB operon in OMP 
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flG. I Kmdics 01 E. toll o' 5. "pJuompC andompF c'p'c .. 'ion Ihroughoul 
,he JfOWIhculW (A)501)phi IMSS-I carry;ng pla<mod pSCZIO (S ,,·ph,ompC· 
IMZ fusion; cird~) ~d E. tof; MCllOO cany.ng plas.nld pECZ20 (E. coh 
-pe.ld~Z fu ... "". "l"'=O) ""'''' ''''''''' 111 mc,hum A wnh (open oymbol<¡ ')f 
.. ilOOuI (dooed symboU) 0.3 M NaO (higll o' low osmolar<ly .• e,peCCively) 
jl-GalWO<Ida.e utivlty wa1 tnU<ured from sampl~ I.ken hou.ly fmm duph':lle 
culIUres.. TIII: dala "'pre$<!nl Ih<: l..-c'~ge 01 three dl!l"ercnl uperlments. (B) S 
I)phi IMSS·I andE. col. MonOO"",,,, grown at37"C In mcd,um A WIIII (+) o. 
wiLhouc (-) 0.3 M 1'1.0 (hiJlt o. Iow osmolarl'y, re<pcclowly); OMPs ...e •• 
""n!icd from sampfes talen l1oI>r!y and subJe-cted 10 sDS·PAGE lor S. ryp/I. o' 
10 ~_.sDS-PAOE (o. E. «>ii. Slrains curying del.cions In .lIhe. ompC o' 
ompF..-ere U$Cd to ~nain ch. posnions of bol" p<>nns (sec Malena!! and 
Mcthoch lOO fig. 3). Dala for OMPs ~'I'" and 10 ti"", sbown. 

't b 

synlhesis in S. typhi, a specific mutation was constructed in this 
Iocus by replacing this operon wilh a Km' cassette. using ptas
mid pKB8 (Table 1; see Materials and Methocls). MUlatlons in 
either the ompC 01 ompF gene were also constructed by using 
plasmids pKC17 and pK.F30 (Table 1; see Materials and Meth
ods). The resultant S. typhi mUlant straios were named SIT81 
(I1ompB), STYC171 (&JmpC). and STYF302 (AompF) (Tabte 
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FIO !. Expra<.ion of S. t)rN VId E. ,O/J DmpC./JxZ rlWol\S in a ~terolo
fOU'o ~kgQUnd S. t)phJ IMSS·l(A) aod E... t;Oi, MC41UO (B) str .. ins orrying 
e,lh<r ItI< S. f)phi Ot the E. coú ompC.¿"Z fu'ion werc grown iR medium A .... ¡Ih 
(tll&h ounoIlriry) 01 "ilhoul (bw ovnolarilyl 03 M NaO I!·Galacta<ldol.'I<= 
w .. i.y .. ~ ~red from 'IóIrnpk<. l~kcR hourly from d ... pllcalO: culture<;. The 
doll VIQ'III¡he xtMI1 ilulin.ed afler S h of growth. a poinl whcrc oo;morcgula¡ion 
.. &\ ~ '"""tenl for boIh ¡he E. 'oú OmpC and OmpF porin<. ami for S. "phi 
Ompf. a\ ohooon in Fi&- 1.;md rcpi'C'O:nt lhe average of ¡hrce d,lferem e:op.:n
_nl< 

I). The disruption oC each gene was confirmed by Southcrn 
blol hybridízatíon with the appropriulc omp probe and ¡he Km' 
gene (data nol shown). 

Delelíon of ¡he ompB operon abrogated ¡he expression of 
OmpC and OmpF (Ag. 3A. last lane). Deletion oC ompC,iIRd" 
ompF generaled phenotypcs OmpC- OmpF+ and OmpC" 
OmpF-. respectively. wherc each porin was sliII expressed as 
in Ihe wild Iype (Fig. 3A and C). The eleclrophorelic palteros 
of Ihese suaios were used Cor confirming the identity of cach 
porin. 

Tbe Iack of S. typhi ompC osmoregulation was determined 
bolh by lhe S. typhi ompB operon and by another unknomt 
[anor(s) prestnt in S. ty/hi. To explore Ihe possibility Ihat the 
sequence differences found between Ihe S. I}phi and E. coli 
ompB Operoos determined the differences in behavior oC 
DmpC expression in S. rJpfli (19), the S. rJ'Plri STY81 and E. 
coli SG480.l900 ompB delelion mutanl strains, which fail 10 
produce bolh OmpC and OmpF. were complemented with 
eilher Ihe S. ryplli or E. coli ompB operon. Figures 3A and B 
show Ihe OMP electrophoretic profiles of these strains com· 
plemenled with one of plasmids pIM262 and pAT224 (pBR322 
derivatives carrying the S. t)'phi and E. coli ompB operOns, 
respectively (Table 1». 

The OMP profile of S. I}pll¡ STY81 complemented with S. 
,>pil¡ ompB (pIM262) showed Ihat the proportion oC OmpC 
and OmpF was similar 10 Ihal of the wild type in both low and . 
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'.mlin,compk~nlcd .... nh dlh~r Ihe S ,>phi or E col, on/pB operon. C~[[, v.~r~ 
grown in medium A ... ith (+)or .... i.houl (-) U 3 M NaO (high or lov. o'moIJrlly. 
~1M:ly) or io L.B. OMPs w~re pUflfi«l from culture ~mpl~ obl31ned ath:r 
S h of growth al 3rc and ¡hen subjcclcd 10 SDS·PAGE (S l)plu) or ureJ·SDS
PAOE (E. coll) ¡¡,; d~ib.:d In Mdl~fldl,aod M~lhod •. Po.illOn~ or Ihe S. typ/rr 
and E. co/¡ OMp.;, a~ sIIo .... n on I~ Idl and cor(e~pood 10 the fo[[o .... '"g 'lrJio •. 
(A) S. ,,¡Hu. STYF3U~ (.1ompF). IMSS·¡ (""id tyj><l), STY!:It (.lomp8t plM2ó2 
(pBR321 c.myingS."plu ompB).STY!:It (.lonrpB)fpAT224 (pBR3~~ cJrrying E. 
w/J. ompO). STYeI7¡ (.lcmpC). and ST'tl:\l (.lomp8); (B) E. col, SO..¡~tü'H)IJ 
(.1omp8), MH7W (ompR.l71 OmpC Ompf·). MC41utl (""id Iypel. 
SG.J&I.l.'iOO (.lompBVpIM!h2. SG.Il!U.l.'}()IJ {.lompB)fpAT224 Jnd \IH[~ó1 
(ro"ZII OmpC· OmpF-) (e) OMP profile or contrul slrain' u.'.:d 10 J.certam 
Ihe decfrophorellc mobm.i~ or OmpC and OmpF: S. "'p/u IM5S·[ (,,,Id Iypo: 
[wlll. STYCI71 (.1ompC). and STYF302 (.lompf) 

high osmolarilY (Fig. 3A). Intcrestingly. when STY81 was 
transformed with E. co/i ompO (pAT224). S. typ/¡i DmpC ex
pressioo was osmoregulated; that is. its expression with respect 
10 OmpF was rcduced in low osmolarity and increased at high 
osmolarity. as has been describcd for E. coli (Fig. 3A). 

The reciprocal experiment~ with E. coli SG480~900 
(!lampB) were carried Out. When complemented wilh pA T224 
(E. coli ompO). Ihis strain showcd a wild-type DMP profile ID 

both [ow and high osmolarity (Fig. 3B). Surprtsiogly. when 
complemented with plM262 (S. ryp¡'i ompO). the OMP pattern 
showed Ihat OmpC expresslOn was sUIl repressed in low os
molarity and induced in high osmolarity (Fig. 3B). Thus. E. col¡ 
ompC was osmoregulated even wheo under the control of the 
S. typhi ompO operon. as long as it was in E. eolio A quantitative 
deositometric analysis of the gel bands present in Fig. 3A and 
B further supported the observations described above (data 
nOI shown). Furthermore. the same effects were seen with 
other construCIS. regardless of plasmid copy number (dala nol 
shown). 

These observations were further confirmed and quantified 
by measuring the aClivity of S. typhi ompC-lacZ aod E. co/i 
ompC·wcZ fusions (plasmids pSCZIO aod pECZ20, respec
tively) carried by S. t)phi and E. coli IlompB straios, comple
mented eíther with plM261 (pACYCl84 carrying the S, typhi 
ompB (Table 1)) or with plM40 (pACYCI84 carrying E. coli 
ompB [Table lJ)_ Complemented strains were grown io me-
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F1G. 4. E.l~ 01 S. t}pIú and E. tOO ompc.l«Z (usioR'i in 4cmpB mUlan! stl'llins comple-mented wilh a homologousor hClerologous ompB operon Expre'lslon 
of.{ t)phi OIftPC-/4(ZandE.coIiompC-I4cZrusionsinS.t}philvJmpBandE. coIi ó,ompB strains complemented witlllhe S. ryphi ampB (pIM261) ar E. col, ompS 
(pIM40) opcron wu measurcd afler grow1h in medlum A wjth orwiloout O.J M NaO (high or low osmo[arity. respcdively). ~·Galadosidasc activity was lWayed from 
w<rnplel Ulken hourfy rmm dupl¡""'r" cuhureJ. Thc data sbow lile 3C1ivily afler 5 h af growth alld represen! Ihe a~rage ol two differenl expcriments. 

dium A wilh or without 03 M NaCI (high or lowosmolarity, 
rcspectively), and p-galactosidase activity was measured 
IhroughouI the growth curve. 

Expression of S. typhi ompC-laeZ or E. eoli ompC-laeZ in S. 
l}pM AompB showed Ihat expression of S. cyphi or E. eoli ompC 
was regulated by osmolarity when the suain was comp\e
mented wilh the E. eoll ompB operon bul was independent of 
mmolarity when Ihe strain was complemented wilh the S. typhi 
ompB operon (Fig. 4A). In contrast, analysis of Ihe expression 
of S. typld ompC-laeZ or E. coli ompc./aeZ in E. coli IlDmpB 
show"ed Ihat expression of S. typhi and E. eoll ompC was reg
utaled by osmolarity when the strain was complemented witb 
E. coti ompB or cven wilh the S. typhi ompB operon (Fig. 4B). 

AII of these results Icad to the notion that Ihe EnvZ and 
OmpR regulators roded by the S. typhi ompB operan, in con
junclion wilh one or more components present in S. typhi, 
determine Ihe high levels of ompC expression al high and low 
osmolarity. 

D1SCUSSION 

Thc amOllnl of the OmpC and OmpF prote¡ns in the ouler 
membrane of E. coli varies depending on the osmolarity of Ihe 
culture media; however. it js considered Ihat the lotal amount 
or these IWO proteins rema¡ns coostant, since their relative 
le'lel5 fluctuate in a reciprocal manner. Atl increase in osma
larity reSulu. in a decrease in the amount orthe OmpF protein, 
wilh a conoomitant ¡ncrease in the amount of the Dmpe pro
tein (6. 7). Interestingly, in S. lJphi, Dmpe ís highly expressed 
¡ndependent of medium osmolarity, whereas OmpF is osma
rcgulaled as il is in E. coli (32). In Ihis work, we have shown 
Ihat S. typhi OmpC is synthesized similarly al low and high 
osmolarity Ihroughoul the growth curve (Fig. 1), while the 

osmoregulation of OmpC expression in E. coli is observed 
mainly during (he logarithmic phase. 

We have also shown that the S. typhi and E. coli ompC genes 
are highly expressed at both tow and high osmolarity in S. typhi 
huI are osmoregulated in E. coli. We have observed ht S. typhi 
a slight decrease in the act\..,ity of ompC-lacZ fusions undet low 
osmolarity (Fig. lA and 2), bul Ihis does not accounl for a 
noticeable reduction of protein incorporated in the QUler 
membrane, as clearly happens in E. coli (Fig. lB). In other 
words. in S. typhi, Dmpe is always more abundant Ihan DmpF, 
regardless of the growth conditions. This has also been ob· 
served by others, even though ompC expression in S. r,¡plli was 
found to be slightly ínfluenced by medium osmolarity and 
oxygen availability (3). 

We have also demonstrated Ihal expression of OmpC and 
DmpF pocios is abolished in our S. o/phi b.ompB strain (Fig. 
3Al, as has been also shown for an AompR deri'lative of S. typhi 
Ty2 (23). Therefore. S. ryphi OmpC aRó OmpF are fegu\ated 
by the OmpR and EnvZ prote¡ns, as the E. coli major porins (9, 
10). On Ihe other hand. deletion of either ompC or ompF had 
no effect on express ion of the gene coding for the other majar 
porin: osmoregulation of OmpF syntl1esis was ¡ndependent of 
Dmpe expression; Iikewise, Dmpe was still highly expressed in 
a AompF background (Fig. 3C). 

Moreover, our analysis of the expression of S. typhi and E. 
coü ompC-/acZ fusions (Fig. 4), in cross-complementation ex
periments with either the S. typhi or E. coli ompB operons in 
either the S. cyphi or E. co/i dompB background showed that 
both S. typhi and E. coli ompC are not regulated by osmolarity 
when they are under the control oi S. typhi ompB in 3n S. o/phi 
background. Interestingly, in Ihis background, both genes are 
osmoregulated under E. coli ompB. In conlrast, in E. co/i they 
are both osmoregulated under E. coli ompB and, surprisingly, 
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FIG. ,. SchtIlUIOc: reprc:senUllon of lhe EnvZ prolein. The sequen~ tt1rtcspom:ling 10 ooMerYed regkllls in hislidinc kinase proleins (1, 11, and 111) (37) are 
1tIdK",¡¡ed by:lOltd ~ ~gton I COlllallH lhe coructvl:'d hisJidine resJdul' (H143) (11. 36), region 11 oonlains Ihe co~rvcd a.'paraginc (N347) (S). and reglon JlI has 
I ron~ncd ¡.l)'Qne·rich ~n[. This laM re¡ion is rcpres.enlro by fivc Tnidues thal are cspecial1y consel\cd (DXGXG ... 0"0). Hydrophoblc pUlativc membranc
~nnm, scquelXel (1M1 and TM1) are inchcal«l by halched boxes.. Thc LR (putallve linkcr) reglon has ~n 5lIggesled 10 modulate Ihe actlYilyofEnvZ (27) Mulants 
in lhe f/I"Z gc:ne .. hidi produccd an amino ¡¡cid subs¡;[IJlion in ¡he EnvZ prOlein tha! prov.ded ¡nsighl ;nlO lIS funcllon as an osmoldrity semor are indlcatcd (bldCk 
cucl<:,) (It !J) OIbcr rtsidues ,ha! luve bIlen implicatlld itt the01'/liral1 tmd'l8num of t»mOTt8ula¡iDR by EnvZ are also shown. Spontaneaus mUlams haV/l heen found 
tlui,lCtN UI rtP>n' LR. l. md J\I (rtfnences 7 and 1I and refertnce5 Ihtrcin) 8clow ¡he sc:hemalicreprcsenlalionofEnvZdomaulS.al1\ino aCld dlfferences between 
E. (011 and S. t¡pIu EnvZ proteiM are sbo-All. the numbers represenr amino aCld posilions. 

are abo osmQregulated by S./}'phi ompB (Fig. 4). Furlhermore. 
similar results were obseITed wilh OMP clccltophoreric pat
IcrM from S. I)phj and E. coli AompB slrains complemented 
wilh eilher the S. o/phi or E. c:ofiompB operon (Fig. 3Aand B). 

Thus. chue appear ro be unknown factoD in S. typhi Ibat. 
logelher wlIh the EnvZ and OmpR regulatory proteins, deter
mine Ihe paNicular behavior of DmpC cxpression. The alter
muivc o( having a faclor presenl in E. eoli, bul absent in S. 
t)'P"¡, Ihal allo~~ osmoregulation of ompC is nOI supporled by 
Qur observalions. since both S. o/phi ompC and E. colj ompC 
wue osmorcgulalcd in S. typhi under E. coli ompB (Fig. 4). 
However, we cannol discounl more complex models, such as 
one in whieh Ihc unknown factor(s) is presenl both in S. typhi 
and E. co/i bu, acts somewhal differently in the two species. 

In particular, il is lempting to speculate Ihat differences 
IM:twccn sequeoces in Ibe EnvZ proleios of S. typlli and E. coli 
may aocounl lor Ihe differen! levels of ompC expression, by 
mediating different molecular interactions. As menuoned 
aboYe. comparison of OmpR and EnvZ protein sequences 
{rom E. coli and S. lyphi has shown Ihat the OmpR regulalory 
proleíns are identical in S. o/phi and in E. eoli, while Ihe EnvZ 
sensor protein differs in 21 of 450 amino acid residues between 
the two bacteria (19). The EnvZ protein belongs to Ihe family 
of hislidine kinase proteins, which is defined by regions of 
conserved sequences generally located near the e terminus 
(Fig. 5) (37). The whole C terminus oflhe sensor prolein is the 
transmittcr module. aeling as a kinase/phosphatase upon the 
N-terminal receiver module of the OmpR regulator protein 
(12). It is Ihus remarkable that 18 of21 differences between the 
E. coli and S. typhi EnvZ proteins Iie toward the carboxy 
terminus. between residues 260 and 450 (19) (Fig. 5). In Ihis 
contexto analyses of chimeric proteins and site-directed mu
lanlS will be required in order 10 characterize the molecular 
features in EnvZ that confer its particular behavior in S. typhi. 

MQreovcr, il is thought Ihat Ihe concentration of OmpR· 
phosphale modulates Ihe reciprocaI regulation of ponn gene 
expression in E. coh' in response lo osmolarity (24, 29, 33); 
however. il is uncenain if different OmpR-phosphale levels 
playa role in the osmolarity*independent expression of ompC 
in S. C>Phi. In particular, sioce S. Iyphi OmpF expression is 
osmoregutated as in E. coli. one could envision Ihat the 
OmpR·phosphate levels indeed change according to osmolar
¡¡y. FUJlhermore, the observation Ihat the S. typhi ompB 
operon is able 10 correctly osmoregulale porin syntllesis in an 
E. coN background also suggests thal S. typlli EnvZ can mod
ulate Ihe phosphorylalion of OmpR in response to osmolarity. 

These observations have evidenced differences between S. 
t)pllí and E. coli (hal courd pray a role in baccerial physiology, 
possibly by having an effect on how the bacteria survive in Ihe 
environment ur during pathogenesis. However, we do not 

know whether the dissimilar levels of ompC expression can 
affect bacterial virulence or any specific physiological funclion. 
It is interesting that the ompB operon has been involved in 
bacterial virulence, which reHects lhe pleiolropic role of Ihis 
regulatory system in the physiology of Sa/monelfa (4, 17.28). 
AnO!her functional polymorphism has been found in Salmo
nelfa. The spvR genes of S. dub/i" and S. typ/¡{nwrillm deter
mine the ditJerent regulation paneros of SpvA; moreover, the 
two spvR genes have relatively few differences in their nucle
olide sequences (38). These findings raise the interesting ques
tion of whether the alielic differences in genes, and subtle 
dilferences in the regulatory mechanisms, playa role in the 
host spectrum or the pathogenesis of salmonellosis. Our inter
est in resolving this question has led us 10 probe strUClure
function relationships in EnvZ. 
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