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1.- INTRODUCCION. 

En Jos últimos años se han manifestado avances nolablcs en el área de investigación 

biomédica, debido al surgimiento de la ingenicrin genéÍica. ··con 'el uso· .de· las 'cnZimas 

denominadas endonucleasas de restricción, se ini~ió lalllanipulaciÓn en~llláti~a cle Ja ~olécuÍa 
de ácido desoxirribonucleico (ADN), penniliend6'i~tnid'ucir'rragm~~tos -~pé.:itico~de ADN a 
veclores moleculares, como son los fag~s; los P!ds;;;ldos y lós c~~iili~6s, rri~ili~clo. aSf el' ~studio 
del genoma de Jos organismos. Con ello,' cualquier' fragmcnfo de ADN 'puede' ser aiiatizado por . . ,-, ''· ,.. ·:·- .. ' - " -· .·. .- . · .... '' 

sepru-ado, ya que la manipulación de ADN penniteg~ne~ar.copiáS idé~ticas de ~átcrial g~~ético~ 
por medio de clonación ffióleCu1ar·c~~m!Ose,' 1991 f°0:~-,8~' et -~~i 1~1';·Qu¡i.ar ·ét·ai·~~ -1991}/ 

. . . . .; " . ~ '. '' - • , .•... , ,_. . .. • ' •' ·. '··t '"•, .· 

El desarrollo de ~staS he~ie~la;; molecuiar.,s est3 sie~do utHiudo p~ co~prender lá 

patogenia de .las ~ÍüemÍédadcs inf.,.;ciÓSas, ,,;. '~W.ies ~éiñilllóári si~~d;; ia catisa principal de 

muerte en países ell viasde desarrollo~ Algunos faeÍÓres' que re¡iC¡:cuten eÍt ~l tfl~rernenio de las 
enfennédades fnÍeC~iri~ i¿n~ :. . - . . , ·!:-, - . --~ : . ", 

a).

b).-

c).

d).-

e).-

f).-

Mecani~mos sanitarios inefici~ntes en el irás;i'rte d~ ~g~ •· 
'.'.-· .:'·.·. -. :·· _·:··_· ... _--

Surgimiento de cepas resisteni'es al iiso indiSCrlmi~~déí de ántibióticos. · 

Pocos conocÍmie~t~s c'?n rei~toli~~hr;;~()5.y';¡~~;;_;;~~ ~ÍifemÍedadés. 
Mecanismos de pati)genicidád y'~len~Ía a'úri.~o muy bieii dtlfmidos. 

, .·;.., • , • ._ ..••... - '.;:. ··_, .• •• ,_-.-. I•' • ,. ' 

Tecrucas de diag11ósticójxico:eficientes )"~onflable;y.•. 

Vacunas con baja ~ctlvid~d maiun~Íógic~'y c¿~os ~levad~sén !.;enología y producción 

de éstas. 

g).- Poca información por los medios de comunicación en política sanitaria. 

Algunos de estos problemas se han ido resolviendo paulatinamente por investigaciones 

en epidemiología, bioquimica, inmunología, biología celular, biología molecular y fisiología 

molecular en diferentes microorganismos (Ades et al., 1994). 

Una enfennedad infecciosa en humanos que continúa siendo un problema de salud a nivel 

mundial es la liebre tifoidea (FT). Es por esto que diferentes grupos de investigadores en todo el 

mundo, se han interesado en estudiar, generar y aportar conocimientos a la patogenia, 



diagnóstico, tratamiento y prevención de la FT (lsibasi el al., 1988; Pang 'et al., 1992a; Pang el 

al., 1992b; Blnncc;i el al., 1993; V~rdugo el al:, 19ÍJ3). 

. . ' . 

1).- Sa/mone//IÍ typhi: AGENTE CAUSAL ~E LA. FIE~~ TIF~1tiiA'. 
Salmone//a typhi (S. typhi); es un bacilo:patóge~~. ara,m:negativo, perÍénecé a la familia 

de las cnteroba~tcrias; Ías c~alcs f~n;;enlru1 I~ gÍU~osa,i~ciüc~~ 10J'.hirrri1ós /prdduccn ~atiilasª· 
Fenotípicamente ~e diferencia,; d~nlto'/d~ 'su gén'ero · ¡Íor · 1.i'prÓ<Íücéión '.dé áeido' s~lthldrico 

• - • •.. , , .,, ' ·• ,•, r• • '-' C ·", ' •" \••, ,.,.. • - • 0•' •, • , 

(Edwin, 1986). SerológÍéam~~te se h!lil B'grupadocn ~u~~~ s~roliÍx,>s: 9, \2, d yVii con ~ase a la 

presencia de diferentes detenri~n!lll~~s .intlgé~c~s: ;;.¡id~ sc~.til'o~ (y 12; están defiryido~ iior la 

unidad repetitiva del ..;ti geno somático"' o ru{¡fgenáO, el;rotiPo H Por eÍ ~tigeno !Íagelar (d) y 

el seroti~ vi por el antlgen~ c~psul;,,. (B~rgey, 19·8¡). •, · .. \ ·•· 

A nivel mundial ~¡ nfui;ero.cle CllWS ;dr aiídde la FT 'sobre~ 1~i 30 ~ill~ncs: con una. 

incidencia de: mo;widdd de 500 mi!'m~~d~ .inuat~s. Ldinciden~ia el~ e~ enfefin~~ad ~s ~yor 
.,. . ,,._ - .. --· ... - - ··-· ..... •o--·-;-c··--, ··=· _, 

en 1a poblaéiónenlte 1oss~1·s años (Edelman y Levine,1986; c,Yz ~t at.>~1989). Eri México se 

repo~n 14,~63 cia'.rosdc FT~~ 1991 (S.N.S. i991}. 

Salmon;//a ~hi usualmente penetra alhuésped por vía oral,a;trllvÍ!s de áii~em~s o 

aguas con~:;das (Cal Ja ·et al., 1988}. Se ~ propuesto ~ue una v~z~u~ j~ b;~~erl.G ~canzan .· 
al organismo por el tfru:10 gastroiniestinal, penetran la capa sÚb~uc~sa ~~J'y~}.¡,j,o· ~lle~, a 

través de la invasión de las células M de las plac.S de Peyer's, pasando a(si~t~ma Saitguíneo. 

Una vez. allí so.n. fagocitádas por rnacrófagos en donde se multiplican (G~i~~:iij 'et'. ~l.; 1990; 

MiUer et ;d;, Í990; Miller et al., 1991), e invaden así los nódul~s tiiiráticcis'dé1'mes;,~téri~. el 

bazo, el hígado y eventualmente la vési~ula biliár, para producir fiiíllilne~te ~ bliterernia 

(Huckstep, .1962, Calva et al., 1988, Finlay y Falkow 19S9). Una vez que se ha esb.bl~id~ lá s. 
typhi, el peÍiodo de incubación ;..,¡a de una semana hasta un mes. 

El establecimiento de ·Ja patogenia de la S. typhi. y los mecanismos moleculares 

involucrados en la interacción con el huésped, aún no es1Jin completamente dilucidados, esto se 

debe principalmente a la falta de un buen modelo· animal. Por eso, la mayoria de las 

investigaciones se han centrado en la patogenia de la S. typhimurium en el ratón, para 

comprender de una manera indirecta la patogenia de la S. typhi. 
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Enlre los avances que_ se han logrado reci~nlemenle eslán: 

1).- Se ha delerminado~queh1s próleinas de membrana exlema (PME) inducen protección, ya que 

al inocúlar ,;;Iones co~sin prepará~iones de-PME de S. typhi y posteriormenle relarlos con la S. 

typlzi, se, observó que el pordd~;~jg de ~~brc'~i,~eri~ia aumenló en los ralones infectndos con la s. 
typhi previain~nl~ illJl1~niiidos 01á1rio:;;,i losrn1~nes controles (lsibasi el al., 1994). 

2).- Se ha reportldo ¡>O; ELI~A.~~~e _ tds' s~erÓs de pacienles con FT reaccionan posili~~e~te 
con las PMEde S. Íyphi y los's~er1Js de p.idell

0

1es con otras enfermedades no reconocen las PME 

de S. typhi (Verd~g~ et ~l.; 1993).: ' 

3).~ Sc·b~":o~-~ivid~-:q~rr~- ~~~rd~,;s··,y~hi Ty2, iÍtcrcmenta su capiicidad de in_v~di~iñs:CéJuJas 
Hela y H~nl~-401,' ciz.:n~~ s~ ~ri~u~~~ en la fa5c logariunica tnrdia dé cre~imlenlo, condiCl°~n~s 
de, aira osmoláridlld •Y ºi:ol1ce~~iÓn~s b~jas d~ oxigeno en -el medi~ d~ ~Jttiv~(f~~~ et-

al.,1993). ':·:; ~> \'. 
4).- Se ha demostrado qÜcla' l>orina o(llpc de Shigcl/a jlexneri(la fual es u~a prolefna de la 

;::;::ze;~:~::~iº~~~~iºª~!~~;~;~;~~~;~t:~o.~~:l:~:v:éi:1: 
epiteliales;: pero •• -pieid~ • la c~;'d;;d. 'd~ \ ·;¡i;¡,ÜiiiJ~ ii: I~ ; ~éluláS , . epÚ~j¡;.J~s -~dyac~~t~s 
{Be~~t-;~-;;;·¡~~)~·.·,,·, ·/::;, ·.:-.·-.··::--.- ~::,.~:~-~::·~),: .. 

Con estaS invc~g~cion~s; es eta;:¡; qu{t3s PME deS. fyphi, tlen~n ;;,. pap;;I potendal en . 
· ·''"' ; ... - .. - --. ' · i , __ , ,. · ·. ·-~ · "' · · · · -·· · r, -.• ,.. "'", · -"" · · 

el desarrollo d~ prueb~ de'inm,unodiagnósti"" para la Ff as! COfll? Úí generación dénuevas 

vaciinas (Agt'."be;g ·~~ .. i??!o;JO,~~{ri~S;i~J>; A~?,,~~l~:,~i~:~.1a 1.,,nologia 

del ADN recom~inante, S'Crá po~ible• expresar en ~t~toresde alto nÚJnero 
0

de ':"piás los genes de 

las PMEen' sÍifi~i~ntes ~lid~d~ ~orno·~ ~val~ su~Íl~w;ogénlco.: > , , 
, Debido á la im¡i(;rtaÍicia d1!'1ás PME de'S. l}Phi, el i~;~i'.;,; de esterrabajo se énfocó en la 

caracieri,.,,CiÓn del ge~é~que ~ifi·~ ~-~ l~ ~riná PhoE.d~ :~. ~ks.~tui ~bser:,mo que esta 

porina en E. coli se expresa principalmente en.condicio~ deerecÍmiento limitárites de fosfato - . .. . . .· . . , 

(Tommassen y Lugtenren~rg, 1980). siendo su expresión depeooie~te del sistema de dos 

compon~ntes PhoB-PhoR. Es10 ha hecho interesante el estudio.'del gene no sólo en E. co/i sino 

también en otras baclerias (Shinagawa et al., 1983), oon la finalidad de contrastar sus 

propiedades biológicas. 



El objetivo principal de este trabajo füé el .de estudiar. la expresión del gene plwE de S. 

typhi. crecida en condiciones de alto y bajo fosfato, con el fÍ~ de establecer posterionne~te la 

función de la porina Ph?~ deS. typhi en la ~imíl;ción d~ ~ifcr~~ths fucnt~s dé fosfato y de esta 

manera determinar qué meciuiismci(s)'molecular(es)· regulan'lá expresión.del gene phoE.en el 

metabolismo del fosfat.o'é~ S. typhi. · 

Los ~(lnodn1ic~tos der.ivadof' de este ~b~j~; podrían ~; la b'1S~· de .estudios posteriores 

encaminados a conocer las ciirocter!stica5 biol~gi~"i,'de:s,• ,Y¡;~; como patógeno. Es decir, la 

imp0nancia de la expresión de!gene plwE dumnte el'proe'éso de infección o invasión de s. typhí, 

asi como el de la interacción de est3 porlna con ~lsisi~~ª;.i~~Ullc del huésped. 

2).- LA MEMBRANA EXTERNA; 
.. 

Las bacterias Gram-negativas como S. lyphi están constituida por dos membranas: 

i).· l.a membrana interna o citoplasriláti~a (MI) y ii).· La membrana externa (ME). Estas 

membranas están separadas por un~ :;~.;~\ie ~~plid~glicanos, la cual confiere la rigidez y 
-,. ... , .. 

morfología celular (Verhoef et· al:,·.1979), y :por un compartimiento celular denominado 

pcriplasma, constituido por poli~ptid~s ;·~cares, así como ciertas enzimas, algunas de las 

cuales funcionan como ~rtkíd;di~-~nzlmas procesadoras para la conversión de metabolitos 

no transportables a su~tos'~~eÍ~l I~ ~~(Figura 1). 
''" '-···¡:;:,:· "«' , .. ,, " 

La MI es iina biéa.pá fosfolipídi.,,: la éuál contiene una gran variedad de polipéptidos. 

Estas actúa coriio :uÍta' b.iri.:;:¡: ~miP<;'iin_;¡,le p;,nnitiendo sólo el paso de anúnoácidos y 
azúcares, para lo~\;tial~s:e~i~Íen mecanismos dé transportes específicos (Buecbner et al., 1990). 

Asimismo, pe¡n;ite I~ ~~~l,;sión de productos tóxicos del citoplasma hacia el exterior. 

La ME co~ti~ye una barrera fisica y funcional entre las células y el ambiente que la 

rodea, la cual debe discriminar entre los nutrimentos y compuestos tóxicos y mediar selectiva y 

simultáneamente su exclusión o su incorporación. (Nikaido y Vaara,1985). La ME consiste en 

una bicapa de moléculas anfipáticas y proteínas, las cuales son muy abundantes ya que cubren la 

cara interna y externa de ésta aproximadamente en un 50"/o (Hancock, 1991 ). 
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FIGURA 1.- Esquema de los componentes de la membrana interna y membrana externa de una 
bacteria Gram-negativa. 



El allo contenido· protéico de. la ME está representádo sólo por unas cuantas clases de 

proteínas, dentro de l .. cu~lcs se encúcntran las c~nocídas como protein·.S-principales, que son las 

más abundántes en t~da l~ ~élula (Hall y Silhavy; ;·981Í .• 

Adem~ de e;fus pri;teín"5, l~ MÉ ~sta ~cm~ÚuicÍ} p<ir, lípop<iÚsiicáfidos (45% .·· d~ la 

superficie cel~larj y proteinás mehore~, las c;¡a¡es ~nÓ son .. t:Uí abundatÍtés .. Lrui: proteínas de la ME 

más ampliamentecstudí~da5 JÍrui sido-hu d.e las entcrobáctcri<!S (Bauer et al:; 19B8;'Viin dcr Ley 

etal., l987ai)eanteuret~!./l99ti. . . . . - . . " -

El lípop0lis~cárldo (LPS), hs un con".;,n~rit~ Ímicodé la ME ; estlÍ erí \a piÜí0ciext~~ior de 

ésta (Old,-1987).E~. una m~lécula· ·.;,lilili~a que colÍtÍene unª ~gió~ lti~fóbíca,I~ cual 

detennina gran parte d~ la f~e lí~ídl~á d~l l~do Ín'!~mo d~ la' ~embia,;.;;'f1 {?s c~~;íste de ires 
-:·~.-.;-e-• : -· . ·:-i:.' .. >~~-·: •'.::;::: - -- ·- . 

partes: 

i).-

ii).-

iii).-

~-- ~-; .'.'..-.:.. _·;~~:;.- • c•O- ~ - ·;;:,.-,.: 

El lípÍdo A es lá regiÍ\rique conserva el piincipio crídotó,~ico:del _L,i>~ (M:Írshall y Ziegler; 

1991). - .. ,e. 

~~~=é:::::t:¿::~~~ní~o é~,~17~t~.ment~-~.11~,1~.: A_y é~ntiéric' -:-~ 
El antlgenb O, s~ ~ornp.i~e dªUn ~fun~~;varl~ble ~~ unid~d~; ;.ep<:1;ci.;;;_cl.~ 3 'a 6 re;iduos · 

de azúcares; estadiver~idad deterlllina lo~ diÍ'e;.,nt~i'5ero:ti¡)os exi~t~!lteseiÍ unatni;ma 
éspecie(H.ri~;k:199t'{ :~<'e ' \'. ;;:> . '; .. -,; '•<, /-': ' 

Una d¿ l~ ~fila~i~rlsti~,;1' d~l .LPS 'es qÚ~ sé ~~~ue~tra ánclado ~n l,{ .{¡effi~rim('~edÍante ·. 

la unión á proteínas de la' ME, posiblemente a través·d~ íriteracciones hidrOfóbicas eón él IÍpido 

A. El lipopolisacárido co~fi~~ ~ j~ bÜ~terl.ÍS d~:nériatiJ.;_. ¡~p;;~tes ~r~pi.;".j'ad~s'. com~ la 

resistencia a .,;,tibÍÓticos biciro'fóbiC{);, saies bÜ].;,..,.; déter~¿!lt~. proi.;,...., liprulíiS y Íiscizima .. 

(Nikaido y vaara, i 9ss): :" , · · · · 
Alrcdedo~ dé '1 o:io ~roieín ... ri,eniir~~ e~ presentes en la' ME; inu~h¡;. ele' ell~ .., .• han -

.. . - - ' . --· -· - -·.-o:--- - -- - ., .. - . . ~ .. ' ' .. -·' 

identificadÓ como ~~toras-dé.fügos·y c~lícinaS. Se sabe qÚe realil.an furici?nes:vitrues para el 

Se lmn de~~riii{ alR:cJ~dgr de di~z p;~lcliiis pri~ci~~s, las cÍ>al~ ¡¡;,: ~~ed~~ enco~ttar 
' . . ' . ·.. ' ' ,, . ' . ,• -· . '· ·-~ ·., -. ' . ·' .. 

más de 100;000 copiaS pe;, célW~ auriqúe p<>r IÓ general sólo S(;'~xpresan 'en ~adicione~ de 

laboratorio citico de ella5. Entre la5 protelnaS princiPale.¡ Se eiífueúirrui: · 
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a}.· Lipoprotelna de Brown (LPP}, esta es una de las proteínas principales de la ME en E. co/i y 

·está presente en 7 .2 x JO~. moíé~~laS por célula (Hlinc~ky '1991): 
b).~La protcínaOmpÁ es~ ~Úpé;;idode35 kÓa e~E. c~li, I~ cual ~to'.:aiizaen la ME. Se ha 

. - . . . . . - ¡· - - .... , . 

obse..Vado que posee viin.S 
0

fMéiorÍé~ liiÓ!ógiCas,: como Ja csiabi!i.;,a.ción \de los agregados 

formados durante l~ co~j~~ciÓ~·F:d¿;,.,~di~nt~~ y j~to~ri l~ LPP, m.;;ti~~~n la i~tegrÍ.Íád 
estructural _de ia ME (HaÜ~ SiÍh~vy;19s1{ •. • 

c).· Las porin~ s~n 1;.'S m~:~iiüri'daóíis ·~··1~ ME de E.cÓ/i y de otras bact~ri~ (:;¡,;,,,.negativas 
e . ..-. - . ·; -. ,,. . ._ J· , ••• •.·. ,., ',,,, ,, ••• -,· • • _,, 

(Nikaido, 1992). Su furiciÓri princip¡ÍÍ es la'de ro;IDai- P<iros d~ difU:.ió;;' pa5f ;a; cÓnfo!Tilándose 
, ·.·.( __ ._.,_, __ , ¡,·. - ·-.·- -.,,.,,. · .. __ ,,-_.·--·é:- ,-.""._.- .«.;• ···" -·;;;_"'' .• .,., ·'··'" ·-. 

en trímeros que'ºpermftcn el Pasó de p;;qücilas moléculas hidfofiliéaS a íravéS'de ºesta membrarÍa 
<• •• • :< - :. . . . ·" . ..: ' ·. ,, ·::;,',,. ¡ .. : • ' - . ") '-·· ' . 

(De Cock et.al, 199-0á; De Cock et al.; J990b; Jap et '!l.; 1990; \V?liarí yJ~p, 1990).'!, 

se~ ·~bs-.;í:vad~ ade;;,,;,;; ~uc; ta estn:ciura de 1ás'~ri~ ~ rii;;~~~lalri;¡;;t.i r~;.;;¡.;;ta 
por hojas bc1a·plégadM antiparalelas: que atravie.~ en variiís&as'i~ri~i~ ME lo q~~ pe;,;,ite Ja 

exposiclónde,cl;;rta,. rcgÍ~nes baCia la s~perfici~ ~l~lar~d;~:~~~~a·cY~~~iLiy~t t:;í98;; 
Van der Ley et al, 1986). La exposición de regione~ en!~ slll'erficie seha ~o;;,p~~badci por el 

hecho de que algunas de ellas funcionan como~p;~~·~r~s cr)~~~kdW~,h9s3}, y por 

la utitiZru:ióri de anticuerpos monoclonales dirlgidos .,.;~¡;,.\pilop.;; he~.;;:ól~i~~ i~rtados en 

estas regiones C)(pUcstas (Agterberg et al., l 987b; H~ge~Órm ~t ·a1 • .i99or(Figim, 2) .• 

al .• 19~;;8 ;::::::~::~!:~~ ofrtj~~~~~~;~J'.';f l~~~::::::~al~'. 
1982b; Overbceke y L~gtenbcrg, 198o;'ov.ke ~(·3J,'/Í983)~de Doii yá han sido aislados, 

secuenciados ~ ampli""'cntc ~udiiidos. f,;mbién se han ~sia.Jo'1os 'g.,C~~ Óm¡)c, ompSI y phoE 

de S.typhi (P~e~1e ~ial:, Í 987; i~~dez ;tal.; n:..d~t;i;-:; ~~iÓ~;Puentc, 1987; Torres, 
¡ ! :. ··:_~· :-. . 

1993, respcctivamenle). :". ,•e: · •.·. ... :.••: 

EÍ ge~~·~·u~ cO<lif.ci. p;&.; protéína PhoE, está' IOOiliWdo ~ó el minuto 6 del mapa 
1' :-·. - .: - '.:-:''. -'. - :, '7,- .'.' )5.; - ~ . ~· . : :j': ·.: ·:'....:'.:., .-:..:_,:- :,.; _:·-_- '' •J::·:' -:~:.· --

cromosomal dé E. coli. El análisis aé la secuenci~ nucleotídica indica que es una proteína 

forniada p.;r 351. ~in~jdosd~ lo~º~~~ i~t~~~~ÍÍ ~nfolínao el péptido señal. La 

prolelna nÍad.ll.i está: forrn~da por 330 ami~oácid~s (99o pb) con W1 peso molecular de 36,782 

(Overbcek et al.; 1983). 



s .u p E R f I e r E EXTERIOR 

col¡h ¡,~'° •••COI• rh "'• ru _Clr 
,,,, 

.. · '."·· .. ' ··:·.-; 
·E S P· /\, C -I .:o. .PERIP¿ASflICO 

FIGURA 2.- Modefo de la l~pól~gía de la proicí~a PhoE cri '·ª membrana extenia, en el cual la 
porina Ph,;E prcsental 6 regiones tr.insmcnbránales y 8 rcgion'es expuestas a la 
suj,crficic cclulur, así é:olno laS posibles rcgionCs cxPucstns al periplasma : 
(Hogcrvorsts et al., J 990).'' · 
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.Con respecto á la expresión de la protc!na PhoE.de E. coli (Lugtellberg et al., 1978), se ha 

observado ~ue es inducida 'con llÍ~eles bajos de fosf~l~i:n el m~diÓ de ~uÍtiVÓ (Tomm~sen y 

Lugtenberg; 1980). la ex:p;esl~n d~ p~otéíii'.ii' ~ál~g;.;. h~\~idÓ defu~~ti~d~ ~n· otra5 
- _, 'i. • ' . -,, .• " .,,,,~ :·_,,_ ', - ._,,._.' ' ___ ,. - ·----, .. , ·: .• ,, - , .. ·:,. . ·: ·•·• .· • ' J• , ~ ',, . . 

enterobacterias (Bauer}(•I., 1985; yan ~erLey cÍ a1:: .19S7a).Esta pori~acs regulada por. el 

:~~:::~:;L::jJii;tf«1t~f~~;:~rt.ri"'ii~:~Irúfü:;hi:r~x:.s:fq<~:~:0:ri~:i/: 
esta porln~'.s~l'ed~~~;~óii\~<l~Ji~iÓ.ics J~ i.1ia·~~~Ói~<li.d e{~1 ~edi~.de.~~lti~o. Esta 

osmoregulación 'de. PhoE. es 'indcpcndi~nie 'dé la p;ot.ifna PhoR y' de. la proteÍnÍI osmcisensora 

En~Z (~eyer.:°t J!:I9~0):, / , r ...... ···· : (; • 
·Al igÜal que).S ¡iori~asolllpFy ºni'¡ic, Pho~ fo~a 'p(irosde diflli.ión pasiva a tr.ivés dé: 

los c~les ~qti~~ás ~01J~~I~ hld~of1iÍc;:s,;¡;:,;~¡c~laÍiie~b~:,;sin.embar'go;,~e tW 
comprobado que·"' ~Ifercncia de lasgtríiS ¡iorinas, PhoE fórma p;óros eón pref ciencia Para oolutos 

cargados negaÍivamenlc cvñry der Ley ¿1.1 .. i 987bi Beni et .;i:, 198~; Bau~~ et a1;19s9). 
_,_:~_;/ -

3):-REGULON ~E F-o~:FA !~~E~J?. coli,. 
- : -

- .:- ·.·:.~ 

~t?dO~ : .. ~~<:n~~me~.t~~·" inorg4ffiCOS p~~S~ñfo~-... eó 1e~ ·m~d.¡~· ~~ -~re~~i~Íito~· e_~Sten .com'? 
cationes. o imio'n~~:· q~e' ~~; tninSpo~os Pór sisté~as me;;,b.;;nátes 'áttallicnte eS¡ieClfteos 

.1·· >.<\-'~·~.:·_ "-
(Silver y Walderh~~g, 1992)/ ·. '·' 

Se bd ob.;,~;ri,¡; que cuand~ E. coii ~;ece en rÓ~dios con bajos niveles de fosfatÓ (en . 

coridiciori~s de la~,,;iriri~) • .iftiva.la s!~tesls d~ varia'.s proteínas las cuales pe~ten lá en~da, 
transporte y r~guJ.i~íó~ de "r:Srato del medió exte~o hacia el citoplasma de la b~éteria. El 

fosfato es un ~omlici.nente,int~gral del m,elabolismo celular general, ya que es indispensable para 

el aporte de energía, síntesis. de ADN (ácido desoxirribonucleico) y ARN (ácido ribonucleico) 

así como para la icgulación. genética (señales transduccionales entre proteínas sensoras de 

estímulos y proieína5 ·activadoras transcripcionales) (Rao and Torriani, 1990; Wanner, 1993). 

Las proteínas sintetizadas en condiciones de bajo fosfato PhoE, PhoA, PiBP-PstACB

PhoU, UgpBACQ, PhnCDEFGHIJKLMNOP, PhoB-PhoR, son codificadas por genes 

estructurales que están distribuidos en diferentes partes del cromosoma de E. coli (phoE, phoA, 

pstACB-phoU, ugpBACQ .. plmCDEFGH/JKLMNOP, phoB-phoR) y este sistema es Uamado 
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regulón pllo (phosphate, "regulóri de fosfato") (Figura 38) (Rao y Torrlani, 1990; Wanner, 

1993). 

A).- La porina de mcmbrana-xteroaPhoE,,pcrmite la~ntrada d~I fosf;to orgánico. 

Cuando E. co/i cree~' en ~~~di~i~~e~ d~ ~ajo f~;~aié/1ií ~íriiesi~ d~ ¡;· P,,ri~a de ME, 

denominada PhoE, es inducid;;·,, cual ~rntite I~ ~;irad~h .. rciÚ~t~ ~r~fui¡~¿ d~I ITledlo externo 
! ' '. ~i.:' 

hacia el pcripl.Sma de la bacteria (Toinin.Ssen y LugtenbCrg; l 980)!•t•' 

8).- La fosfatasa alcalina (PhoA); hid~ol2 •• ~1L}~;.;~-~·L .• ente en los 

organofosfatos. \/.e Jt~ ;·,;.: e,~~~,.\ -~ ::.~~ : "' 
En el. espacio periplásmko se loc.;Hía lafósratiisaáíerui!ij¡'cPbciA), ~sta enzima hidrolim 

el enlace éster P-0 prcsent~ e~• ltls o;~ano~cisfa;~s: ii~r.uJd~ asi el• P; (Pi.'';fosfa~o i~orgánico"), 
el cual es la molécula rrietabol~~ble~r lh~~~!i'Aa (~g;.;;~ ei'~'.'. I~~). T~bÍ.in exÍst.cn otras 

fosfatasas que pueden hidroliw;.:: orgánofosfatos .·pero\ no j Pert~hec'en al regu!Ón pho 

(Wanner,1993), x> ( < ... :.;> 
C).- El sistema de ¡;.,.ns~rt~.d~Í PÍº'P;t•;,'esadivo ~n ~~~dici~oe8 limiÍ~,;-,.;·.¡~ fosfato. 

E~, E.co/i, el c~sJi;;ite ~e fosfato i~~rgfuiico re reálirn po~Ílos ~isi;,;-;;.. de traÍlsllorte: 

a).- En coÓcentraCio'nes d~ .'al't~ ~ fo~faÍo, el m~anismo par el ciial el f~~faio é~ ~sp<Írtado del 

exterior de la bacteriahacf~su inlericir;-.. a tra~és del sistemaco~ltuiivo de ~aj~ afinidad, 

Pit (Pit, "phosphat~ inorg~i~ irruts;,rt;': transi:orte'. de fosfairi 
0

inor~áni~J,. p<Í~ibl.,~ente. el 

fosfato pasa a tnlvés de I.S ~ri~ Óm~.· OmpF '.u otra(s) p<,¡;~;) ru;;,ia ~¡·;,ripIO:.ma y· 

:::~é;;et:s:g:~~-;h;it;l±~it~i;::~t¡;; :~"~t;~~J: ·n~~~t:::~~:ª:~ . 
(Figura JA). 

b).- Cuando los niveles externos de Pi son mi:nóre,; a 2~µM. es decir.e.n~-~éll~.icines. de bajo 

fosfato, el sistema multiproteíco que es ~clivÜ es Pst"( PSI, Phoslihate. ;¡,;,ciÍic transport": 

transporte específico de fosfato). Este siste~ f~rma ~'del ~suIÓ~ ,;;,,~: Los genes que 

to 



phof 
phoA 
pstSCAB-phoU 
phoB·R 
ugpSACQ 
phCDEFFGHUKLMNOP 
phoH 

M.I. 

PhoC. 
PhoA 
Ps"<SCMH'9'/0U 
PhoB...Q. 
llgpCllCQ 
M'Jt;OS:fGUJ;:;LIANOP 

•"' ACm!. 
FO$,A.l0 

p 
~ADP•l'I 

~®~· 
- FOSFATO INOIGAMICO 

•••• OIGliNOFOSFATO 

'--------··--A.-·---·--;<---··--··_:-.. - ··-'·s::--·····---------' 

FIGURA 3.· Esquema de IM diferentes vlas para h:i entrada del fosfa10 hacia d interior Je 
li1 battcrin, dcpi:utlícntcs de l:is fücnh .. -s e.Je fosflllo y su dí~ronibi!ídad; 

A).· Coadjdoncs {\p!ímjl<: de fosínto posiblemente d fosfolo p.3.Sa a fr.tvés de \;U porim1s OmpC. Ompl~ u olr.l (s) 
porina (s) hacia el pcriplnsrna y después es tram.portatlo hncia el ciloplasm..'1., por un sistema constítutivo de baja afinid+td, Pie (Pit, • 
phospha1c ínorgllllic trunspart,.: trnnsporlc de fosf:ifo inorgánico). ES1c sistema cst:i compu..:sto por una sola protefm1, localizada en la 
mcmcbmmt interna. la cual no fonna parte del rcgul6n pilo. 

ll).· Condjdoocs limilnnte:¡ di: foslhto figura dende se mucslrn los tres sistemas que íosforilan a la p;roteh1a PhoD de 
E. coli paro. activar el n:gulón pho. m primer siSlema (1), es dependiente de las concentraciones de fasfnto inorgánico (Pi) en el 
in1trior de la bacleria. Cuando la bncicria se encuentra en ccmdítioncs limitnnl1.."S de fosfa\o, In porina PhoE de: M.E. pcrmilc c1 paso 
de fosfato orgánico hacia el pcriplllSrtla, donde se loadi1,a 13 fosfolasa nlcalinn (PhoA). Esta enzima hidroli1.a el fosfnlo orgánico para 
obtener la forma mcl&bolh::ablc que es c:l Pi, c:l cual es ~o por la protelna periplnsmmica fijadora de fosfato inorg6nlco PiBP 
(,pslS). hacia el citoplasma a tr:ivés un compkjo ptolcico PslACB (pJtA-¡ntC-pstlJ). l:ts dos ptimcrns protetnas fonnan canales 
transmcmbmna/es en la. M.I. y la 1en:cra es la permeasa (que npona cncrgfa). Ast el Pi se utiliz:i en la sfntcsis de ATP. PoS1i:ñonnenlc 
lo. protclna scnsora de la membrana. intcnu1 .• rhoR, se autofosforila (nún se desconoce como es este mecanismo) la que a su va 
fosforita a PhoB. ta cual e; una pnnclnn soluble c:n el citoplasma. La proteína PtmB se une a la región pha bax. y jun1o con el factor 
sigma de ta RNA polimcrasa activan la tr.13Clipcílln de los genes y opcron~ del rcgufón p/10. El segundo sistema (2). que íosforiln 11 
MioD y por Ja tanto que nctivn el rcgu/ón p/10, es indepcndienle de las concentraciones tic rosrato en el medio de cultivo y actóa e. 
tr.t.v~ de Ja prorcln.1 CrtC, que es t:unbi61 una prolcfna de fa clnse histidin:.-cinasa., que se loenliz:a en In mc:mbr'lltla internn; su 
actividad solo ~ pu~e dctcttar en cepas muto.das en PhoR. Atin no c:sl! bien definido el mecanismo per el cu.al CSUl protclM es 
füsforilnda. m te~ sistcmn. (3), trunbién es indc:pcndicot.; de lns conccntrncioncs de Pi en el medio y no se sabe 5( el •trtil fotr~ro, 
que es un intermediario en el metabolismo del carbono, c:s el que actua dircdamcnt.c activando PhoB o la hace lndlrectamcntc. • travts 
de otra mol~ada. 

C).· Se csquc:malUa I• interacción de la halocnzima con la protelna PhoD en la región coa.smso de pho box y Pribnow box. 
D).· Se muestra la scc:uemla de bases de la región eonscmo pllO box. donde~ une la protclna PhoB. Mi como ta secuencia 

consenso Pn"bnow box. 
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codifican para este complejo multiprotefco están agrupados en un operón, . psi <,pstSACS-phoU) 

(Surin et al., .1985) (Figura 3B). 

i.a proteína PiBP {PiBP · phosphilte inorg~ic bindlng ¡irotei~: prot~íria ciúe u~c fosfato 

inorgániCo); se localiza é,; el e;pacio pcrlplásiiiic~. esÍá ;s 0codlfl~aéÍip.;~ el ~ene p.:tS, el cual 
· '·,_·,:-.,·.:-··- -'r.::. : .. :;_ -'.:,,-~:_:'--~---'-... :· .. :,';~- .... -:,:.:_'»t_>.7/---r~,:'.";~:·:~.,- ·_-.;'.~;~ -. -:- ._ 

forma parte del operón. pst (fastS, pstA,psÍC, pstBpholf). Esia Pr<Jtein~ p~~ba~leinente transporta 

~:;:::~'.. ~:~;~;>;r~:(1'~t:l~·j~~~j;7[;;1~~:~~:1~9~;.:cit~~1wnáticá 
Los canales transmembranales .. consisten en· dos proteínas; PstA y.; PstC, las cuales se 

-.. .,- -· ,,,-;;,- ... '" ~.-,, _~1;r:: _. ·" ,"-~~l\. _.,.. _ ... ·-~" , . 
lociúitan e~ la MI. Por mutagén°:sis d~ sido dirigida se demostro •que lo", aminoácidos . 

§2~¡b~ii~~gi~~~Itt: 
E~ él citÓplasm.l, á un l~do cÍ:I can;;i ttm;;mefubra.:.:ru se_~e la proteína PstB! la cual 

;=3~t.~~ltf~~~~~1~~~tf.. 
1989a; Webb et al.,' 1992). 

Se ha ob.:;,:,adci~ue las p,'.;;t;ínas del si~t~At~ PsÍ;¡~¿;~~osfunciJ~~s ~~ E.co!Í: 

1).- Eltransi>orte de fosfa!o in?rg~co (PStSA:~B) .•• ; ·.< > •· :);" ~ } ··· ·;;· · 

2).- .Lá. regulación negativa d~!. rcgulón·d~fos~aio'. A t1'ivés d.e la p~teina PhoU, la cual está 

codificada ixir.el g~ne ;h~U Íócali;..;;;.¡o ~¡, 1~··~/clis¡;;l~ei;i~~psf:éw,,d;cr, · 1993):·Aún 

existen con~ovérsi.ls d~ ia fJOSibt~' PruJ~iPa~ió~ ~~ja ~rot¿fu.' Ph~U en ~¡ :ítiillsiiort~. de Pi 

(Muda et al.,· 1992; Steed y Wanned WJ( s¡ri\;;,,i;,;,.g<i, ~ .. l;;{qu& cuándo el Pi es abím.bnte, 

bajos niveles de la proteína PhoU ;.,pri~~n.a1)elit1ó~ ~~o.'l~~bici; ~n condiciones de 

limitación de fosfato la regulación ne~ativa¡;.;pf~;:d~;~• . .,· ,,·. 

Recientemente Sinai y Bavoil et al., (t!19J);· con el objetivo de identificar genes de E. 

col/, que no se expresan en condiciones de la¡,¡;.:...Oiio (crccinrlento en medios ricos) y que 

posiblemente codifican para efectores negativos, utilizaron transposones para mutagenizar a una 
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cepa de E. co/i entero-invasiva y de esta manera obtuvieron dos mutantes, en las cuales los 

transposones se insertaron en el operón pstSACB-phoU. Las dos E. co/i mutantes presentaron un 

fenotipo hiper-invasivo en células de cultivo Hep-2. Estos resultados constituyen la primera 

evidencia de que el regulón de fosfato no solo está involucrado en el metabolismo de fosfato 

sino también posiblemente en los procesos de invasión. 

D).- HIDROL!SIS PE sn-glicero!-3-fosfatg. COMO YIA AIJEBNA PARA LA 

APORIACION PE FOSFAJO. 

El sistema para la asimilación de sn-glicerol-3-fosfato está determinado por el locus 

ugpBACQ (ugp, uptake glycerol phosphate)(Schweizer et al., 1982). UgpB, es una proteína 

análoga a PstS y transporta el sn-glicerol-3-fosfato del periplasma a los canales 

transmembranales constituidos por UgpE y UgpA. La protelna UgpC es análoga a la proteína 

PstB. El glicerolfosforil diéster puede ser trasportado por UgpBEC o directamente hidrolizado 

por UgpQ o PhoA (Kasahara et al., 1991; Rao et al., 1993). 

E).- HIDROl.!SIS PE FOSFONATOS (ENLACE P-Cl UNA FUENTE 

A!.TERNATIYA PE FOSFATO. 

Los fosfonatos (Pn, phosphonates) son una fuente análoga de fosfato. Difieren de los 

organofosfatos debido a que en lugar del enlace éster P-0, presentan una unión P-C. Algunas 

bacterias tiene una o dos vías activas (fosfonatasa o C-P Liasa), mediante las cuales hidroli:zan el 

enlace P-C de los Pn, obteniendo así el Pi en condiciones de crecimiento limitantes de fosfato 

(Metcalf et al., 199; Lee et al., 1992). 

En E. co/i los genes que codili~ para las proteínas que permiten la absorción y 

transporte de Pn, están agrupados en un opcrón (phnCDEFGHIJKLMNOP). PhnD es la protefna 

que transporta el Pn del periplasma hacia el citoplasma a través de la protelna transmembranal 

PhnE. PhnC es Ja proteína análoga a PstB y UgpC. La vía P-C liasa posiblemente está 

constitwda por un complejo protéico compuesto por nueve polipéptidos {PhnG, PbnH, Phnl, 

PhnJ, PhnK. PhnL, PhnM, PhnN, y PhnP). Las protelnas reguladoras de estas vlas 
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probablemente sean PhnF y PhnO pues no se ha obseivado que participen en la absorción e 

hidrólisis de Pn (Wanner, 1993). 

F).- La activación de los genes del regulón pho, es regulada por las proteínas PhoB y 

PhoR. 

La activación de los genes phoE y phoA asi como el de los operones pstS-ACB-phoU, 

ugpBACQ, phnCDEFGHIJKLMNOP, phoB-phoR y otros componentes del regulón pho, es 

dependiente de las proteínas reguladoras PhoB y PhoR (Wanner et al., l 987a; Kimura et al., 

1989; Yamada et al., 1989), éstas últimas codificadas por los genes del operón phoB-phoR. 

PhoR es una proteína sensorah1tegrada en la MI (Yármicfae!~.; 1990¡; míen~ qu~ PhoB es 

una proteína efectora, solÚble :en "I ciÍ~pillSma que Se un{ en wi~ ,.;,giÓ~ prum~tora consensi> en 
.-:·;. ' 

la molécula de DNA en los genes que perten=:n al regulónph~'cMaki.íio ~(iiJ., 1 ~86);' • 

PhoR actúa·. cum~" un js.en~~.de \~' ,cb~~~n0ció~'Íle f~sf atb CYrunada;•¡;, iiJ :, . J 990): 

Cuando sensa niveles blljos de Pi,· fhoR'Sé' autofosforila/trans-fo~foriJID!do asuvezaPhoB 

(Makino el al., 1989). PhoBfosforllad~j~to con el faétor~il¡m~ de l~R~A:palini;rua'. actl~an 
la transcripéióa de los g~ne~ d~Jreguió~·;ho ~'uni;.;,; a fui.;¡¡¡;;~ d~;;~~;;'u'iri;ádllpho Íic;x 

(caja pho) (Figura 3D) (Aoyáma yÓ~ l 9S9; S~k~ei"at, 1989) y ]a ¡;i:;;!~Íii~ ¡,;;xi~ctó del gene 

También se han descrito d.os sistcniÍii ind~¡Íendi~Í:ues ~dé I~ ~ón&;~traeió~ d~ fosf~io, que 
_.- ··:~:·· -·:,:::_.'.·'~·--,~-~·-·_,,,-._'.·'·;··-;··. >··'> --.\·.: !··:·,· . ·-

activan a la proteina efectora PhoB, en E.coli (Lee et af., 1990;· Ameinurá etá!;¡1990; Wanner et 

al., 1992). Uno de estos sistemas está regul~do P<ir' I~ pi~i~illll tree (C~í.IÍo{ii~- r;p.:;;ssio'~; 
"·' t-' ... - ,. . '-. ., _. 

represión catabólica), la cual es también lllUl ¡Írote!nÍl histidi~dm1sa (FiglÍiii. 3B).c Se ha 
obseivado que esta proteína fosforila a PhoB (Warineiet ~1.i)!)ssi.w~er~i al.0{989).;Noha 

sido posible delectar el fenotipo de cree en presenciad~ PhoR (Wwllíér; 19S7b): Usando una 
fusión de Jos genes creC-lacz, se mostró que el pro~~i~r'd{;rec ~¿ .,,;' ~~guÍ.ído ilor el sistema 

de control del regulónpha. (Wanner y McS~.)982);'~ "< 
El segundo sistema que activa aÍ '~gllJón :'P,,,,; el ~liaJ es independiente de la 

concentración de Pi, es el acetil fosfato (Fig;;,.. 3B). Este ~ un in~ediario en el metabolismo 
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de la glucosa y no se conoce si es éste quien fosforila directamente a la proteína PhoB o es otro 

meta bolito (Wanner, l 992; McCleruy et al., l 993). 

4).- REGION PROMOTORA DE LOS GENES Y OPERONES DEL 

REGVLONpho EN E. co/i. 

La región reguladora de los genes y opcrones del regulón p/10, muestra un aparente 

Priboow box (caja de Pribnow) en la parte reguíruÍo!"3, pero n~ una región consenso -35 como en 

la mayoria de los otros sistemas enE. coÚ. Si~"e~b~g~ ~xiste una región 10 pb arriba de la de 

Pribnow box, designadapho box (Caja de fo~fat~) (Magota el al., 1984; Surin et al.,· 1984). Esta 

es una región de 18 pb, en la cual sé lo;~i~ 7;b r¿ix!tidas en amborntrcmos de. la ;,,~iÓn 
separadas por 4pb c~ntralcs. En el pho lxlx es cl~~d~ se un" I? PIQ!eina PhoB; q.;.;~ ia ,;;,tÍ~aÍlora 
del regulónpho (GWlll et .iJ., '1§~3;f\1akjn~'ct~Í:;i~93). ' . . . . , ·, . .. . 

En la región proÍnoiorailcl gene phoA (¡(¡ku~hi~!áJ 19Íll) y ~~la ele ph;JB Q\1akino et al 

1986), se loi:Íiliza sÓlo ·~na ph~· oox: Siá emb:igo;''én la región regÚlad~ra del o~ron psi se . . . "' -. . _, ' -~·, . . .. ' . /. . . . .. --' -- .. - -- '~ ' . - .- . ·-· 

locaJi2311 dos .•¡,,;o• lxíx/ ubicandosc • Ía seg¡JÍJdo a 4pb-3rriba' de ¡~ pri;;;er.,;, y.' ambas. son 

::;::ª.:;~1:td~t~v~:~."f~f ~:e~~r§i·t1t:~t~:~~.¡~;sitc&~é::l~-.~n~: 
1988; Kasahah.' et a°i:_ 1991): 

En la r~gió~ ~g~i~d~r.i del ge~e phoE de E. c~/i; se ob,;;_,ó soÍo una plu/box, ~de~ás a 

37pb arriba de este '¡;110 b;,)(; se ioc"1i;ro ~ii;í regió~ lmp(\rtiinté 'p;,; ¡~ ~xp;.;,,iÓ~ ó~ti;ii de la . 
' . "' '" ... - .·· - ' ~- '·;:· - -~ . _.·, ' ;_ · .. '·. . ---~-- . . .· .. , ' ... .; "' - - - '· ··- -· . 

proteína PhoE, denomirulda pséudÓ pho box 'yun',,(mri;nic.Prillnow ooxp>rib~ow'box') en 

orientación. in~~rsa JJ:1a t~ri;;.:ió~ .. éTan;!"~4n et :;ú l,981¡/ • .· · .· • · . 

TambÍéri se IÍ~ deR;ostrado la interadón ci.i la región car~xilo termlrÍal ·del. fai:tór sigma 
~'.-.. . :: <-. ,,:·-:'.: .. ·: ,_,'":.>·-·>:· .::,:'. .. ·.·" .. / ·:: :.~> '.':. ... -- .... _,-~ .. 

de la RNA poliÍne~ con laprÓteina PhÓB, es indispensable parauna eficiente iIÍiciación de la 

transcripción de los gcnesq~e r~rinan parte del rcgulón ph~ cFiiiuÍa 3C) (Maklrio et at, Í 993). 
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5).- REGULON DE FOSFATO EN EL GENERO Salmonella. 

Los primeros estudios de fosfato en 'el género Salmonellu, se iniciaron con el reporte de Ja 

actividad de tres diferentes fosfaUI!;,.;. e~ e~t;.ru,ios celulares de la cepa de S. typhimurium LT-2, 

crecida en medios de cultivo con difC;enté fuentes de carbono, pH, y con concentraciones de 

bajo y alto fosfato (Carril!~· el al.f 196;): ·séd.;1erminó Ja actividad de dos fosfalasas .\cid~ en un 

pH 4 y pH 5.5 re~p;,cti;á1J1~n1~; ;i~~d~Via actividad de esra última depe~die~t~ de . la 

concentració~ d~f~sfa;~. Laier~~ra rJ~raiai;. fue aciiva en un pH de s-9 e i~Cl~i:e~die~I~ d~ la 

concentración de fcisfaÍo. La á~Íividác(de;~sm fosfatasa alcalina en S.1yf11Íiñ1~;i~m fue diferenÍe a 
·-·- •••·• - -··"' , ' ' C'•.' ,.•, .'·• · e ' - • • · - · •.' · ·. - .- • ······;:_ ·i•:.:; .• - ' • · - · 

la fosfatasa . alcalina '(rhoA)de\E. ··;;¡,¡¡,' En 'E.- °C01i Ja fosfalasá '''alcalina se 'indÜce en 

concentraciones de'biijÓfosfalo, esinhÍbida por~;;,.:., conce¡;lracioní:s d~·'ro~fá;oy es 1'51able a 

:g~~,t~1jE~8i~~~~§;~~::.~ 
en la no acti'..,idad defosfatasa alcalina: ,Sin-emb'argo ~J inÍierw~J gc~c de Ja' fosfa~á ~c:3ljná de 

E. coli den~ del ~ríimoscitt;,¡ de s: íyjJhimuri~m Por ÍnUisferelicia ~pisom . ..í, ~-observó ~úi: s. 
1y;hím~r~~m ~intc1~ 1á rosr~i~ .:i6ii~ áe n1in.;;,. ;¡,;;ii,;;: ~;.;º 1~-¡;~~'i. ;;;1; cs~i;resiiiger y 

Olsen, 1968). > . .. . .. . .. ·· ' · .• ':' 

En estudios de marcaj7 radiactivo .de ~roÍern,;',;~~~; S.- ryphiinuri1!m crecida en 

concentraciones de .;i1o y liaj~ fci~faio, .;,- obserVÓ id indu~~iÓ~ de P'i~l~Íl;aS de ¡leso mol~cular 
• ,<· -r _ , ,,~ ·-··~-,,7 ··,~-··· ... •O."' '·.~·• -·~;- • ·, ·'. • 

similares al d~l operón psi de E: coii en S, typhin;uri;,;.. ;oio ~n·H~iÍkción; ~e-fosfato (Yagil y 

Hermoni, 1976): Sin :mbargo, aún n~ -~ h~aisl~do l~_;g~~~~ q.I~~.;.,dr;.~~·~~~cipi:o1eínas. 
Bauer eial., (l985), iepcirw0~ que S. tYphimurium .indud, uiia ¡)orina de )'.iE obServando .. 

que sólo se expresa' en 'ccindicio~cs ·. llmiumÍ~s de fosfato; sugiriend~ qu~ po~ibfoo{~nte éS la ' 

análoga a la pciri~a Phi,E d~~- ~1/i .. 
Pos1eri~nnen1e: A!Íterbc'rg et- al., · (1988) · tra;.rormaron dos ccpai a~irulentaS de s. · 

t:Y,,hÍniuriulÍt con el pl~mÍd~ qtie contiene ~I gene phoE de E. coli y o~rv..n.n '¡~'expresión de 

la porina PhoE de E.c~/i en la ME de las dos cepas avirulentas de S. /J~him',),.i~~ crecidll'l con 

bajos niveles de fosfato e.n el medio de cultivo. Sugiriendo con estos res111r8dos la existencia de 
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los genes plwB phoR en S. lyphimurium, los cuales regulan la expresión de la porina PhoE de E. 

co/i en s. typhimuri;1m y aún no hatÚÍdo aislados en s. t)phi11Í11ri11;n . . 

Finalmente: Spie.:Í~g~ et a1:;(i9~2a), ai;laron;secuenciaron y caracterizaron el gene phoE 

de S. typhimi1riú/11, ob~eival1'jo q~~ E.' ~oli ~bÍ~ cxpre':fa la porin~ Ph°oE d~ S.• ty;himurÍum, 

cuando.E. i:o/i es t~asfÓii,;ada:con el ~e~ep/loEde's. ty~himuriu;,; c.i~tenÍdo en un ~lásmido de 

~lt0:p:~:.:~1r:ItP;~jjj7~t~~;~~;~i~~t~ª~e2s{~Úp~~.:'t:~;~~:~r;;i~d:: 
comparativos en~ los. genes'¡}/,oE de e~~s' bact~ri,;s; ~Ügirlg~ciii pasiblc,s ;..;s~ue~ia. ~ · 1~ no . 

expresión de Ja porlna PhoE'dé s:i);¡]¡,;f;,,¿~¡~¡,¡:~~ k. ~Úia ~i~el ~~ri~~~omiiÍ y est:.s son J.S 

siguientes: 

1.- Posi~lemeri!e J~ ~ntcr¡¡¿~ión de Ja proteína ~f~iorn Ph~B.de Et coi; podrl.a no·-· 

reconocér'~ticientem'ente los promotores del gene phoE de S. ijiphi;;,u~i~m debido 

a las cfiÍerc~ciasd~ b;,;,s de Ía región reguladora de S. 1yphim~;;;n..~n ;s~to a 

la dcE .. ~°óli: ' · 
2.- La inscrciórileliminación de la glicina 12 entre E. coli y s.· 1yphimurium 'en Ja 

región del Pé~tidd, posiblemente altere el transporte de la proteírui PhoE d~S. 
ly~him;,,.iu',,i en Ja ME de E. co/i. 

Es importante mencionar. que esta glicina 12 se encuentra en el gene phoE de Klebsie/la 
'. ,',,·. "" . . -

pneumoniae, ÍC!e~~iel/D OXJ'.toca, Citrohacler freundii y Enterobacler c/oacae, JOs c.uale~ '.·se 

expresan en E. coli, cuando son transferidos por conjugación (unicopin) (Van Gysegem and 

Toussaint, 1982; Ve;hoefet al., 1984; Ván der Ley et al., 1987a; Spierings eta!., 1992b).' 
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11.- ANTECEDENTES. 

A pártir de un banco gcnómico de Salmone/la /)!phi, const~ído con el 'cago lambda l 059, 

se aisló un fago recombinante nombrado LPCl, conun inserto del .genomá d; ·s. ryphÍ de 

aproximadamente 15 kpb. El fago LPCl dió señal pClsidv~ dehibrld~~ióncon e'i gene,~hoE de E. 

co/i, por lo cual se asumió que se trataba del gene homól~gó ph~E en i..iwhi. El fago LPCI füe 
' ' .; '".. .~ ,. ~· ,: ¡. " • ~·· ' ,, ' e • . • ' .·.' -· •. • • 

digerido con diferentes endonucleasas' de ré~tíicción y 'p(,r médio 'de la' hibridación' cori Cl gene 

phoE de E. co/i, se elaboró un !llªP~ de restricci~n delfügo LPCI (~ucnte, 1987;Tóo/s,19~3). •. 

;::i:~~~~~~~~i~~~~~* 
mi trabajo de tesis <íé Hc:C~c¡aiura.Jsubc:i(lné Ün fragmento dé áprlixirnadameáie SKpb del f~go 

LPCl, ei un vectcir plásmido (p~RJÚ), el cuaÍ füe n~mbrad; pATS7 (Figura 4), dicho 

fragmento dió seÍ!al positiva ~e hibrldáción cori el gene phÓE de Í>: coli (f~rrcs, 1 CJ93). 
--=.. . -- .. . 
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F!GURA4.
a).-

b).-

c).-

d).-

s .- ig. ... -1~ ',·.:m r' ~ ls" .. .., 40 ~s ..._,«llO 
bl~ Frag~lo'di' oNA do .S: Í.rpAi '-,, 

llV....... . P..r:. • ... ....... 

---- ' ..... 

Sil/os de lnsercidn 
- dtl WCIMcal el inNrto 

(C/al,E't'oRVJ. 

dJ:-PJósrnidos recotOOinantes 

Esquema de Ja construcción y origen de los plásmidos pAT57 y pATI 61 
Mapa del fago LPC 1 con cuatro enzimas de restricción, las zonas gruesas representan 
el fago y Ja zona delgada representa el genoma de S. typhi (aproximadamente IS Kpb) 
conteniendo el gene phoE de S. lyphi (más grueso). 
Fragmento de S Kpb proveniente del fago LPCJ, obtenido con Ja enzima C/al: el 
rectángulo obscuro representa Ja posición .del gene phoE de S. lyphi; las líneas 
continuas delimitan el fragmento EcoRV de 1.6 Kpb y las líneas discontinuas 
representan el fragmento obtenido con Ja enzima Clal; ambos fueron insertados 
individualmente en el plásmido pBR322 en los sitios compatibles para estas enzimas. 
El vector de clonación pBR322: en el círculo pequeño se esquematiza el Jugar donde 
se hicieron las inserciones. 
Mapa de restricción de los plásmidos pA TS7 y pA TI 61 con cuatro enzimas de 
restricción: la flecha indica la orientación y posición del gene phoE de S. typhi. 



111.- OBJETIVO GENERAL. 

Iniciar la caracteriz.ación estructura-función del gene phoE de Salmonella typhi, para 

comprender los mecanismos básicos de regulación de esta porina y su participación en el 

metabolismo de fosfato así como su posible interacción como antígeno con el sistema inmune del 

huésped. 

IV.- OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1.- Terminar de secuenciar el gene phoE de S. lyphi. 

2.- Realizar a nivel de secuencia nuclcotídica y de aminoácidos un estudio comparativo del 

gene phoE de S. lyphi con otros genes phoE aislados en otras bacterias. 

3.- Analizar la expresión del gene phoE de S. typhi en una cepa de E. coli, mutada en la 

proteína PhoR (expresión constitutiva del regulón de fosfato) y en una cepa de E. colí 

silvestre. 

4.- Fusionar la región reguladora del gene phoE de S. typhi con el gene estructural lacZ de 

E.coli, asi como fusionar la región reguladora de gene phoE de E. coli, con el mismo 

gene reportero. 

S.- Realizar un estudio comparativo cuantitativo de la expresión del gene phoE de S. typhi 

con respecto al gene phoE de E. co/í, en condiciones de limitación de fosfato, utilizando 

las fusiones transcripcionales generadas en el punto anterior. 
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V.- MATERIALES Y METODOS. 

TABLA 1 CEPAS. 

TABLA 2 PLASMIDOS. 

A).- Medios de cuUJvo. 

TADLA3 ESTANDARIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA EXPRESAR LA 
PROTEINA PhoE. 
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ACRILAMIDA DISACRILAMIDA-SDS:UREA~. 

D). 
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Secuenciación del geneph~~~~~·a~~ejl~·typ~;; ~riálbi~ CO~¡}arativo. 
Estrategia para fusionar la r~i¿'~~~iiJ~-~d~~~·',~:;-~~~~ :~~~; ~-~'.n la región estructural del gene 
/acZdeE. col!.. ~e:.·-·: ·-~-::-~·· -

TABLAS OLIGONUCLEOTUWS (O~~) Í•¡RA At.iPLl~ICAR LA REGION REGULADORA 
DEL GENE phoE. •. • 
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TABLA 6 AMPLIFICACION PáR PCR DE LA REGION REGULADORA DEL GENEphoE. 

H).- Ensayos de 0-galsdosidasa y Fm~atasa aJcalina. 

I~ Rea divos. 
•k 
b).
c).
d).· 
•k 
Q.· 

>:ndonudeuu de n:slrkd6a. 
Otras to.timas. 
Suslralos. 
Antibióticos. 
Isótopos radioac:UvoL 
lib(ealttc:hes). 



V.- MATERIALES Y METODOS. 

TABLA 1 .cEf.AS, 

E. coli 

DHSa;IQ1 

' ' 
•o· ·' •' '·· <,' + 

F1 _M/5 _(lacZYA-argF), U/69, deoR, recAJ, endAJ; hsdl?(rK·; mK), 
supE44 thi-l gyrA96 re/AJ/f'. proAn•,1acf:Z::_MÍSief;.:TtÍS [Km']. 
F'araDJ 39; de/(/ac)UJ69;rpsL;tlii;lci,,¡bdá :, ,;,:._: >-.; ... ; ,; • .,·· · MC4100' 

CE12243 

CEl2484 
F', thr, /eu. his, orgE, loe Y. ga/K. Xyl. ·rpsi; om/;/(del(proiproB-phoE-gtp). 
F" thi, pyrF, thr, ilvA, orgG, tohA, rpsL; dcoC. vir, glpR; ompR47 J, rccA56, phoR69, 
phoA8, del(proA-proB-phoE-gtp)pho•, 

s. typhi 
IMSS-15 

IMSS·IR" · 
IMSS-lZ' 

Silvestre 
ompR::Cm 
envZ::Cm 

1.- Hanahan, 1983. 
2.- c-faban, 1976. 
3.- Tommassrn et al., 1983. 
4.- Kortcland et al., J 982. 
s.-Puenlcetal., 1987. 
6 ... Juárcz.. 1994 "datos no publicados". 

TABLA 2 PLASMIDOS 
. --

pJPl41 

pBR3222 
Contiene el gene phoE de E. coli y fue ulilizndo como deleclor,hete~ólogo . 
Plásmido de E. coli utilizado como vcclor para la subclonaciÍín del fragmento que 
contiene el gene phoE de S. typhi. . .· · · , .. _ ... · 
Plásmido derivado de pBR322, el cual conlien~ 'el gene phoE dé S.Íyphi. pATS7" 

pAT205 

pMC1871 4 
Plásmido derivado de pBR322, el _cual contiene.el genephoE dé E. co/i. .· 
Plásmido derivado de PBR322, el cual corÍÜene.el gene estructUraJ /acZ de E. coli, 

pAT565 
sln su región reguladora. . ~-. .~:- - · , -. . . .. . . . , · · 
Plásrnido derivado del pMCI 871; el cual contiene fusionada la región reguladora 
del gene p/ioE de E. coli al gene estructural Joéz:-. ; -":,._ : .,\.. · , · . ' 

pAT595 Plásmido derivado del pMCl 871, ~I ciial _eontiéne fusionada la región reguladora 
del gene phoE de S. typhí al ge,ne estructural /acz: . , · , , 

l.·Tommassenctat., 1982. 
2.-llolivaretal., 1977. 
3.·To~. 1993. , 
4.·Shapiraetal., 1983. • 
5.-Tom:s, 1995 (construidos en csrc ttabajo de maestria). 

A).- MEDIOS DE CULTIVO. 
Los medios de cullivo empleados en este trabajo fueron: a) el medio rico Caldo de Luria o 

LB (LB, "Luria-Bertani") (Maniatis et al., 1991) ulilizado para la amplificación de clonas y en los 
cullivos primarios, b) medios m!nimos de cultivo estándares para la inducción de la expresión del 
gene phoE (fabla 3) y los desrurollados en este trabajo r,ara obtener 1UU1 expresión óptima de la 
porina PhoE en concentraciones de bajo fosfato (forres' 1 ). 
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TABLA 3 ESTANDARIZACION DEL MEDIO DE CIJl.TIVO PARA 
EXPRESAR l.A PROTElNA PhoE. 

INGREDIENTES. 

K211PO, 
(NH,),SO, 
NH,CI 
Na,SO, 
MgSO, 
Feso .. 
FeCI, 
MgCI, 
CaCl1 
NaCI 
KCI 
ZnCI, 
Glucosa. 
Bacto-pcptona 
Tris 

100.0 

IS.O 

0.2% 

CONCENTRACION EN EL MEDIO (mM). 

M6~ (pH 1.s¡ TRIS-GLUCOSA (T.G.)CpH 7.S) 

a, b ª· b 0.1 
IS.O IS.O 

: 20.0 
2.S 

·02%º· 

100.0) 1()().0. 120:0: -- -

20.0 
J.0 

'·~ 0.5% 
·:0.5%c-,, 

'80.0 

270.0 . 

0.64' 
0.064' 

a,b 

20.0 20.0 
.J.O J.O 

·0.002 
1.0 - - 1.0 . 
0.2 0.2 

-80.0 ... 80.0 
. 20.0. 20.0 

·: 0.002 
-0.2% .. 0.2%-

120.0 120.0 

270.0 . 270.0 

l~ vi~i~~;:~in~~\~~¿-~·~01i,~i·¿:;i~~-s. ~c.~~~~~- se~ü~ los rc(¡u.erimicntos y. res~Cnci~_-de J.u_'cepas. asl como 
e! f>JáSmido_- c«:>nlenido ·.por ,éSt.is:~~ª- conce~uacion· de vitaminas fue de J mglml; aminoácidos 20µg,lml y Ja 
concemración : d~ ,· antibióticos.-~. fuero~· lás' Siguientes:· tetraciclina 12.5 µg/ml; arnpicilina SOOµgfml; Kanamicina 
SOµg!ml; estreptom_ic~o3 ,100,Jgiml y cforanfenic~l 35 µg..'ml. 

J,-.\liflc:t, 197,2. 

J .• Toms (En éste tn.bajo. de maCstria),: 1995. 
· .. ;:'. 

4.-Kaempíc:r_et~L, !-~7. 

s.-1..ninlhal e1 a1.: 1962. 

6.-Echolsc1al.; 1961:·,, 
' ' . ' .~ ; ; ' 

1.· Torres (En este trabajo <k'.Mcstrw, 1995. 

. ..·. ' 

a).- COQUnuac:~ <k bajo fosf"6. 

b).· Conccnn:iÓci Je" tito fos'*>. 

c).-UrUQfuerU:dc~mdadiodccuftm>. 
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B).- PREPARACION Y SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE ADN. 
Las preparaciones del ADN se obtuvieron por medio del método de lisis alcalina y la 

subclonación de fragmentos de ADN por medio de técnicas de ADN rccombinanle (Maniatis el al; 
1991). ,, ''' 

C).- METODO DE TRANSFORMACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS. 
·Los cultivos de las cepas para hacer células competentes fueron realizadas en LB a 37C' en 

agitación hasta alcanZ.ar una D.O. •OO•m ~ 0.5 a 1.0. Los cultivos fueron centrifugados y el "pelle!" 
celular fue lavado dos veces con glicerol al 10%, rcsuspendiendosc en 2ml de glicerol al 10%. 
Finalmente se hicieron ali cuotas en tubos EppendorfT y se almacenaron hasta su uso a -?OCº. 

Los plásmidos fueron introducidos a las cepas compclcnlcs, por medio de la técnica de 
eleclroporación (l.4 KV, 25 µF y 1000 Ohms), utilizando un clcclroporador Gen Pulser de Bio
Rad. 

TABLA 4 ESTANDARIZAC!ON DEL SISTEMA DE GELES 
DESNATURAUZANTES DE ACRILAMIDA BISACRILAMIDA
SDS-UREA. 

En esta tabla se muestra el sistema de geles de Poliacrilarnida-SDS·Urca empleado. Este 
sistema permitió una mejor resolución en el perfil elcclroforético de la porina PhoE de las demás 
proteínas, que en geles sin urca migran en la misma posición. 

Gel conccnlrador. 

Conccnlración 
nnal 

4.8 % 
0.3 % 
6.0 M 
0.1 % 
12 mM 
0.05% 

Gel separador. 

ConcenlJación 
final 

11 ·% 
0.3 % 
6.0 M 
0.1 % 
12 mM 
0.05% 

ACRILAMIDA 
BISACRILAMIDA. 
UREA. 
0.5 M Tris-BCI pH 6.8· Dodccil sulfato de sodio 0.4% ('.SOS"). 
Persulfalo de amonio ("PSA "). ' ·· -
N,N,N',N'-Tctrn-mctil-etilcn-diami!la (~~EMED"} .. 

ACRILAMIDA 
BISACRILAMIDA •. 
UREA . .' , , • , 
1.5 M Tris flCI pll8.8:Dodecil sulfato de sodio 0.4% ("SOS"} .. 
Persulfalo de amonio ("PSA ") .. 
N,N,N',N'-Te!rn-metil-etilen'<liamina ("TEMED"). 

Conccntr.tción 
inicial 

14.75% 
0.4 % 

.. 8.0 M .' 
0.4' %· 
1.0 M 

roo.o % 

Concentración 
inicia1-·-·· 

14.75% 
0.4' % 
8.0 M 
0.4 % 
1.0 M 

100.0 .o/o 
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D). · CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LA EXl'RESION DE LA 
PROTEINA PltoE. 
Para inducir la expresión del gene plwE, las cepas de E. co/i (MC4 I 00, CE 1248 y CE 1224) 

y S. ryphi (IMSS-1), así como estas mismas cepas transformadas con Jos plásmidos pJPl4, pAT20 
y pAT57, fueron crecidas cada una en 10 mi de LD hasta llegar a una O.O. GOoom = 0.5. 
Posteriom1ente los cultivos fueron ccntrifugndos y lavados por 2 ocasiones con el medio Tris· 
glucosa (T.G.) sin fosfato. El cullivo primario de cada una de estas cepas fue dividido pnra inocular 
2 matraces con 62.5 mi de T.G. El primer matraz con 0.064 mM de K2HP0.1 (condición limitante 
de fosfato) y el segundo con 0.64 mM de K2HP0.1 (condición de alta concentrnción ele fosfato). 
Estos cultivos fueron crecidos a 37C0 en agilación por 10 horas (fase estacionaria). 

Las cepas de S. typlri IMSS-1 ompR::Cm e IMSS-1 envZ::Cm , fueron crecidas en los 
medios señalados anteriormente con la finalidad de analizar el clcclo Je los genes ompR y envZ 
sobre la expresión del gene phoE de fJ'. ryphi en condición de alta concentración y limitación de 
fosfato. 

Poslcriomicnte, las preparaciones de protcinas de M.E. de esias cepas, fueron obtenidas en 
la fracción insoluble con lrilón X-100, por el método de Matsuyama el al., (1984). 

E).- SECUENCIACION DEL GENE plwE DE Salmonella typhi Y ANA LISIS 
COMPARATIVO. 
El gene phoE de Salmonella typhi clonado en el plásmido pAT57, fue secuenciado en 

ambas direcciones, por el método derivado de didcoxinuclcótidos para ADN de doble cadena. Los 
oligonuclcótidos utilizados en la sccucnciación fueron sintetizados por el método de los 
fosforamiditos usando un sintetizador aulomático de ADN , en la Unidad de Síntesis del Instituto 
de Diotccnologia, UNAM. La secuencia nucleotídica obtenida presentó un frcnlc de lectura abierto. 
Este frente de lectura abierto fue comparado a nivel de nucleótidos y de aminoácidos con el gene 
phoE de E. coli y los de otras bacterias ya reportados. Este análisis comparativo se efectuó por 
medio de el programa "Gene Works" (EMBL, European Molecular Biology Laborntory). 

F).- ESTRATEGIA PARA FUSIONAR LA REGION REGULADORA DEL GENE 
phoE CON LA REGIÓN ESTRUCTURAL DEL GENE lacZ DE E. ca/L 
Las regiones reguladoras del gene phoE de E. cali y S. typhi fueron amplificadas por la 

reacción en cadena de la polímcrasa (PCR). En la reacción de amp:ilicación se emplearon como 
ADN templado, los genes phoE contenidos en los plásmidos pJPl4 y pAT57. Los pares de oligos 
fueron coli 11 y IV y lyphi III y !, para E. coli y S. typhi respectivamente. Las ·reacciones de 
amplificación se efoctuaron con 25 ciclos de 45 segundos a 94C", 1 minuto a 60C" y 1 minuto 20 
segundos a 72Cº, y un ciclo final de 4 minutos a 72C0

• 

Los oligonucleótidos sentido y antisentido de la región reguladora del gene phoE de S. 
typhi, introdujeron sitios de restricción para las enzimas Smal y EcoRV en los extremos 5' y 3· 
respectivamcnle de la región reguladora (Tabla 5). El fra¡¡mento amplificado por PCR de 445 pb 
coniienc los promotores consenso para la unión de la proteína PhoB , el sitio de unión al ribosoma 
(Shine Da/gamo) los cualro primeros codoncs del péptido señal y un codón producto del sitio de 
restricción generado (Tabla 6). Este frngmenlo fué purificado y digerido con las enzimas de 
restricción Smal y EcoRV, obteniendose as!, la región reguladora de S. typhi amplificada y con 
extremos rasurado, la cual se purificó y fue clonada en el sitio de Smal del plásmído pMCI871, lo 
cual pennitió clonar en fase esta región reguladora con el gene lacZ de E. coli (el cual no contiene 
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su región promotora ni los 8 primeros codones del gene estructuTaJ), generando de esta forma el 
plásmido pAT59. 

La fusión en fase de la región reguladora del gene phoE de E. coli con el gene lacZ se 
realizó siguiendo la estrategia anterior, con la diferencia, que con el oJigonuclcótido antiscntido se 
introdujó un sitio de restricción para la enúma lípa I, debido a que esta región reguladora presenta 
un sitio para EcoRV interno. El producto amplificado por PCR de 454 pb correspondiente a la 
región reguladora de phoE de E. coli, también fue clonado en el sitio de Smal del plásmido 
pMCI 871, originando el plásmido pAT56. 

TABLA 5 QUGONJJCLEOTIDOS (Oots) PARA AMPl.IFICAR LA 
REGJON REGULADORA DEL GENE pltoE. 

Onts utíliz.ados para amplificar la región reguladora del gene phoE de E. coli. 
Sentido. 
Clave del Ont: coli 11 (región reguladora). 
S'CC~·TCA-CAA·TAA-CAA-TCC-0 3' 
Antisentído. 
Clave del Ont: colí JV (región del peptido señal). 
S'GGG-~-GCT-C'IT-11T-CAT·TIT·CAT-1'CC·TGA-TTT-TAA·TTA-ACG-CGC-G 3' 

Onts para amplificar la región reguladora del gene phoE de S. typlli. 
Sentido. 
Clave del Ont: typhi 111 (región reguladora). 
S'GGG~·ATA-ACA·ATA-CGA-TGT-CCC 3' 
Antisentido. · ·· · · 

Clave del Ont: typhi 1 (región del peptido señal); 
S'CCU:A'.fA:ICG-CTC-TTA-TTC·A1T·TCC·ATT-ccT-OTT-TTA·ATT-ACG-OCG3' 

G).- SELECCION DE LAS CLONAS POSITIVAS. 
Las clonas positivas fue-ron seleccionadas por su fenotipo azul, eñ placas de LB 

conteniendo 12.5 ug/ml de tetraciclina y 35 ug/ml de 5-Brom0-4-cloro-3-indolil-6-D
galactopiranosido ("X-gal"). Sin embargo, solo las clonas positivas para la fusión de la región 
reguladora del gene phoE de /:.'. co/i con el gene lacZ dieron este fenotipo azul. En cambio, las 
clonas con la fusión de la región reguladora del gene phoE de S. typhi no presentaron este 
fenotipo. Por esta razón, fue necesario seleccionar estas clonas positivas por medio de hibñdación 
ADN-ADN del tipo "Slot-blot", utilizando como detector la misma región reguladora del gene 
phoE de S. typhi amplificada por PCR. 

Las clonas positivas seleccionadas fueron analizadas por patrón de restricción y por medio 
de la 5ecuenciación (Sanger et al., 1977) se verificó la fusión en fase de la región reguladora del 
gene phoE con el gene lacZ, así como la ausencia de mutaciones puntuales en la región reguladora 
introducidas por el PCR. 



TABLA 6 AMPUFICACION POR PCR DE LA REGION REGULADORA 
DEL GENE plulE.. 

REGION REGULADORA DE Salmonella typhi. 

GCCCGC'.,nATAACAATACQATGTCCCGCGGCGTGTAGCTGCGCGCACTGGC 5 0 

GGACAAG'lTCTACGATATGGGCACGGTTCAGGCGGCOCGATCCGCCTGTT 100 

AGCACGCl'GGTGCCGAG"rlTTACGAACAGCTTCTGGCTGTCAC"l'CATGAT 150 

ACTGGCTCCGG'ITGTI'AACAACCTGTACGCGTATGAAA'l'Tl'TC"rrGCGCA 250 

GGGATCAGC.Al&C:GXAGCGGCGGAA~CAA 300 
--¡;¡;x-- pseudo pbo box 

Tl'AAATATA'l"T'1'TT'ITAAAAAAACI'C'l'CACTTI'GTC!ATMA,TCMj'QTT 350 
pbo ba:it 

ACCGAACG'IT.AAA&ACCl"TCCTG"l"TACCOOGTCTCCCGACAAATCA 400 

••' 
TAGCGCGTAAT'l"AAAA.CAaGAA.TGGAA ATG AAT AAG AGC GAT.GGG 442 

~ M ff K S D ~ 

REGION REGUI.ADORA DE Escherichia coli. 

TGGCGAACAAG'JTCAACGATATGGGCACGGTTCAGACGGCGCGATCCGCC 100 

TGATTCTCTGCCATTCAATTT'l'AGGAAAAATGATATCAAACGAACGT'l'Tl' 200 

'rG'l'TGCGCGGGA 3 00 
Pbl pseudo pbo box 

AGAT'l'TAATAAAT1'ACCACA'lT.l'TAAGAATATI'ATTAATC'l"G'tMTA1'AT 350 
pbo box 

=<1.M:AATCTCAGG'l'l'llAAM=G'lT1"tCAACGGGACTC'l'CCC 400 
Pb' 

GCTGAATA"l"'J"CGCGCGTAATTAA.AAA~ A'l"Q AAA llG 448 
SDJ 11 k J: 

454 

J.- Pribnow box'dcl pscudopho box • oricnbci6n iuvctsa de la lnlnsWpclóa• cTommmcn d al.., 19'7). 
2.. Pñbnow bo:t.. 
J.. S»w·DalgtznlO. 
4.• Codon 6 (origin.do pord 1ilio de n:s&rkcióa). ldm ctnh-. 
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H).- ENSAYOS DE 0-galactosidasa y Fosfatasa alcalina; 
Se hicieron cultivos primarios de las cepas MC4 IOO e IMSS'. I transformadas con los 

plásmidos pA T56, pA T59 y pMC 1871, en 1 O mi de LB, 37Cº y en agitación, hasta alcanzar una 
D.O. 600nn = 0.5. Con este cultivo primario se inocularon dos matraces, uno conteniendo el medio 
T.G. con baja concentración de fosfato (0.064 mM de K2HP04 ) y el otro con T.G. y alta 
concentración de fosfato (0.64 mM deK2HP04 ), y se crecieron a 37Cº conagitacióri. De estos 
cultivos se tomaron alícuotas cada hora, desde la hora cero hasta Ja hora 10. La alícuota tomada 
cada hora fue dividida para realizar el ensayo de actividad de tl-galactosidada, ensayo de fosfatasa 
alcalina y cuantificación de proteínas (Lowry, 1951). 

Los ensayo de tl-galactosidasa fueron realizados siguiendo el protocolo descrito por Miller, 
(1972) los resultados reportados son el producto de tres ensayos realizados independientemente. 
Los ensayos de fosfatasa alcalina fueron realizados siguiendo el protocolo descrito por Brickman 
and Beckwith, ( 1975), Jos resultados reportados para fosfatasa alcalina son de Ja cepa MC4 J 00 
transformada y sin transformar, debido a que la S. /yphi IMSS-1 no presentó actividad de fosfatasa 
alcalina. 

1 ). REACTIVOS. 

a).- Endonucleasas de restricción. 
Smal, EcoRV Hpal (Bochringer Mannheim Biochcmical). 
b ).- Otras enzimas. 
T4 ligasa, fosfalosa alcalina, ribonucleasa, T4 polimcrasa (Bochringer Marulhcim Biochemical). 

e).- Sustratos.. 
4-Nitrofenil fosfato "NP"(Bochringer Mannhcim Biochemical). 
Ortho-nitrofcnil 8-D-galactnpiranosido "OPNG" y 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-8-D
galaclopiranosido "X-Gal" (Sigma). 

d).- Antibióticos.. 
Ampicilina (Sigma) 
Kanamicina (Gibco BRL). 
Estreptomicina y Tetraciclina (Bochringer Mannheim Biochemical). 

e).- Isótopo• radioactivos. 
f ci-32P] dA TP, 3000 Cilmmol (Amersham #ea! PBI 0204). 
fci-32P] dCTP, 3000 Ci/mmol (Amershain #cal PBI0205). 

1).- kils (cstucbeó). · · , 
Secuenasa (Uniled Statcs Biochemical Corp.). 
GlnssMax (Gibco BRL). . 
GencClean lI (Bio 1 O J ). . . 
Multiprime DNA Lahelling system RPN.1600Y (A;mcrsham). 
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VI.- RESULTADOS. -

1).- SECUENCIA NUCLEOTIDICÁ DEL GENE phoE de S. typhi. 

En estudios previos se mostró que un fragmentó de aprciximadruncnle 5 kpb del 

genoma de S. typhi contenido en el -fago LPC 1; _diÓ seilal i>ositiv~ dé_ l,1ibridadón con el 

gene phoE de E. co/i {Puente, 1985). Poslcrionnenle esÍe fuígmenlo fué sulÍclonado eri el 

plásmido pBR322 y designado pATS7'.(To.:res,}99J) (Figw1, s'l:En~steplás~ido se 

secuenció en ambas ; di~écio~e~. ~ fragmenÍo de apmxlfo~d..,;,e~!(!. r.s kpb 

correspondiente al geii~ma dé S. /y~hi'. E;, el~isi~ de l~ ~úefléi~ ;.;..JL~,¡d;;· ;e ~bse~ó 
~ ~ ·.- :,:,. ,_.._ .. , - .. - . . 

un frente dé léciuÍaabiehá, e( ~ual se cÓmpánl con la seéuencia nu~le~tldica deÍ'geiÍeph~E 

de E. c~liyd~ o~baJ:i~ri~ CTabÍ~ 1}'_s): '•. · ;•:. L· .-.·~-----· -;_ , . 
. En eÍ aiuui~is rom~tivo ~ ob$;;~ó un 79% de ;immiud ani~ei nucl~tldico ydc -

88%a' nivel ~~ __ ,;minoi~1E~~-~~trC 'e1··~~n~ -~h~E!~~ E~:~;,1i'/s.i;~hr~;d;;~ B): Est~~· 
resultados pcrínitieróa süponiir qUe 'efei:li~funcnle podría 'irotarsé del, gene phoE de S. typhi. 

Al secuenciar lafl',!Íión Übicada ~600-pÚá~ia'áfr¡tm del ph~ b.,_;. del gcne'f'hcéde S. typhi: 

:::~;º~::1n.~ht:rtb~t~:~E1d~&fü;::;~:~~:~j~;;-zet::::-
·ncuentra_ ady~~¡,jO al 'gei-ie phoE.de S. ·typhi ~mo se'clllÍ .. Óbse;.y~Ó· en E. co/i, S. 

1yphimuri11m E. ~!od~~e. · K. oxitoca_ K. p11~~11101;iae y c:j~~ndNCve~¡,i,~f el itl., _ 1984; Van 

der Ley et al., 1987a; Spierings el al., 1992a; Spierlrigi~t J'.;i9~l~). . 

<;-;·· 
A).- Análisis de 1:1 región reguladora del pueplioE de'S.' Ó'Jlhj. 

Al tem1inar la secuencia del gene phoE_ de S.'/yphÍ/se :é~mpararon 175 pb de la 

· región reguladora de este gene con el gene phoE d~ s.·iy/,hi,,;,;~;;;-,,; aislado por Spierings et 
,. . . " . - ·~ ... ' 

al., (l992a) (Tabla 7A). En ésta .coinpá,'.;jción' sÓIÓ.~:observaróri tres cambios de 

nuc1eócidos _entre ambas regiones resutaC!ora..:'Estos cámbias ,~~ se.· localizaron en· 1as 

regiones consenso de Pribn~w oo'x. pho txi~;~;e~d6pl10 bo~ ; Prlb1vnoy;;bo~~. · 
La región de Pribnow box de' S. typhi. es idérÚica a' la d~ los'gcnes phoE de. S. 

l)plri11111ri11m, E.co/i .y K. pneumoniae, ex~epto en E:cloacde erÍ 'donde ~ lé>caliza uria 
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(A) 
e. coU 
S. typhlmurlu. 
s. typhl 
e. cJo.C'•• 
IC. pn•W!OOl11.t• 

FALLA DE OPt!GEN 

l~!~=:~~~~~~;~~~~~~!'!~=~~~z;;:~~~~::::~::::::~~=~"~:::~ ~:~~:~~:!:~~:":~~~~~;:~~:~~~~:~:~~~;::;::~:~~:::::=~::~:~~ ~TCl:UC+-'.f<."Tl<l.\dA(ICATATi:.~~AT .. CAT'TTAA ... TAC'Tt"M"TTTT•i:.r-AAllC•'M' 

PB 1 riscudo-pho box -- " 1'TTA ... TCTC'TllATllTATl..,..rT.U1CAATC"!'CAClllTTl\AAU.C1"T1'CCTCTTT'T•CAACOCOACTC'TCCCOl."rnAAT 
CTCAt'T'M'CTCATAMTCTTTCA'M'll<."CCAACCtTIU.UACCTTC'CTllTTT'M'T/\CCOOOTTT••CCCO•C1,AAT 
C'TCA~l,"TCllTAAATCTTTCATTIU!C<l'llACt.'tTAAAAACC'!TCCTCT'"l"1'Tt"fACCOOO'TCT••CCCOl.CUIAT 

" " 
" ~" 

t."TTA<lff'TCTCl\TAMA!';'MTCA1TCC ,\ flA/I C ll ATA .. l'o~CCCTl'CTfCT'tTITTCACOQQA C'T• •T• • • • •• U,Q 1 ~ O 
C•CACAt"TCTCATllMTA'MTAllTAT<lcC11ccr:-ry-~~AC·TC'CT1.."'t'TTTTCATCOOCCAO.\CICCCQCMTTO 111 

(13) 

r. coJl 

pho box PB 
ATTCCcaCt.'T•TAA'tTlu\A- _,,,.c. -- • - - --· -· - • -- ·- ••• -- -- -- • --- •• ;oo; ... TQ""" _______ --

~:~~::~:::~::::~~::::~::: :: :::: :::: ::::-: ::::::::: ::::::~~~~~::::::::: ::: 
C"T•Q,.llC•T•TA••TCr.T•··CC-·•"QCCUT'l"'MTM'"UCCCllTM'ATMGAC"COATCCU.A·-•·••••• 
"llTAGCllCCTATJl.\llT"ll"TC,.CC· -• • • • •• • •• •• •• ··•-•••• ••• • •• •• •Allll,.CTO"ATA ·••••••• ., 

s. typhllnUrlWll 
s. typhl 

Hllll!STl.ALVVHUllN\ SA:IWl!Mt:J1H•ll<lll llLl>Wl<.lllW.J\HHJll:I 01<Ull.>llP\!•,~~gl"Wiii!tTóí'o lllft:~ttfl~ 
.... .,.L,.IWV:l-flA '"SW'll,.ACV11<•11011 •LllV10•Vllll1llt1H:I UTD,•11aou:1rw1ro r•11t:Tgt•ov1:roro ... e,.,,,., •• ,.,.Q. 
MllllllTLAJVV:l•llA ,,,,VllAACVlllllllllll •1.nvlo•V•J.Hlf1H:I UID,lUODQSfV1r11 r•c•TOl•D\!LTD1Q •11c,11.er,11.u••11c:1u:1 

¡11llKSTLALVV>-1U11Vlo SAIVllAACVlll•lr<lll l(LUVICIV .. 11.Hllfl:I DUtrt'IPOOl/TIV~rr. r .. 1CTQl•D\ILTlllO •MCACtAQllllAC:lll' 

¡H~KrrLllLllllMCrvli STllT{•11.u:VJlllCUH IL/1Vlll•llllUIH1rs 01011(00Dt..IT1VRt0 llCrTQlll.tl>LTllfQ llHCSt:t:llllllTCll>S 

e. cJCMc.a• 
K. pruuunonlao 
K. oaytoc.a 

¡~::::~:~::~:·!: ;::~~::~:~:::~: :~~~:~::::::::~ :;::::::-;::~:~~ ~::~!:: ::~~~~;~ ====~~:::::=~= c. t'rr,.mdJJ 

¡\ .. -~~-·. - ---· ~ . \.i.:._~.-~:-=-..... ~ . ...,, ....... 
i'6't!llTllL.\flt.0Ll(Jll; 1>t.car111r.i111LOALT DVCAVl'OHrrt:roeo :ISA(ITl>•t11TUASO U.T1llrl'Ott11VIDO t.ltLTLQ1QOllllC••o 
SOl!llTILV,.QL•Lll l>IUSID1<l•HLll"L' DVl:Alt?'Dllrrt:rcco .:l:IAQTOllrHT••"'º L.lT1111TDrro1voo UILTLQYOll••co•o 
:IQQKT•LAfAllU:LI: 01csro1a11u1.GAL1 1>vi:,.vrot1rrcroco S'AllTD•rlfT••ASD t.An•9TDrtDIVllO t.Ot.Tt.01QOlf•tOID 
S•Ql!TIL\f"Ct.KU: oroSLlllO•HLOAU llVCAl<"fOHfrt:rooo ''"llTDlrl1TUA:lll LATUllTDttCIAlllQ LDllTL01QOlllClll> 
S•QllTllLAfACVllLI. •1C!r0JCllllLDALI OVtAWl'IUlfrt:rGGO SSAll'fPlltltTUUll u.n1rrorrc1.voa LOLTLQli;tOKlr.OIC 
,_QllT•U.rA0\11\lll •lllsrur11•11LCALT l>VCA111'D1trrcroco :ISA\('TD•rHTlllASC U.TllllTDtrlJ\IV'DG Ult.TLQ1Q1Jlf•ca•c 
110'.!ITIL"'"º"""". 11Losr1110IHLCALI '"'l"A"'1'11Hrrr:ro.::o SSAt."'IC>ArlfTll•ASO l.ATllllTDrrovvuo UJt.TLQIQOlflllQDID 

J " ... 

·~~llUf<n'.:li:Tt .. "o'rcil'm'~iScttT.--;tllTNCl!•LQ,liíirC-·iclI[¡;A,.cL .. ¡.;;u.i11.-;;:;-;;r..:..~~füf}~~cl. 
Vll"lQllCOCf<n'SVSI orcos1>rAV.:IOAfTL SDllTHQllL{lllGTO O•ACAWATUVllOAll l>lllATfl.:ICTl#l.IT l'VSQCtloUTQllrCA 

v•11:011onorQT.:IVS1 DftlCSDr"V~.QA1TL SONTICQ•LQ•IQTO Ql{AfAW,.Tnvuou l>lllATrlSC'TlllUT rvsocr••n•1111rca 
A••t!llOl!OrQJ:ILTI DftlCTl>rAV:lllAl'Tll ~DllTllAl,lll.l.A•AQG ga.o.r:AWAT<ll.UOAlt Dl!LU,ICISCTllllllT Pl.:IGCtA• .. AQllfl:V 
A•Ko:i.1cnovorsLJI QfGCTllfAVSAAITll SPllT•llQlll.U.llll!O Sll"M."""T•:L11;11>.t.11 1111LAtll1SCTllll/T r1soorau11101rCA 
AUQllOllClfOTSLlll oroasnrAVSA,.1TS SllllTl•DQllLLT>•a-A K,.UAllllTCU11>1111 •tlLA'nffSl:'nlltllT rrsoorA1t1CAQ11tCA 

VIKQUllOCfQTll\ITJ orccsorAV.:ICAIT~ !>DllTllQ~ULl!TllllTU D•.t.i:All"T•1Lllfll"8 DlllATrt:1r:Ti1111/IT '''ªª'""•TOllftA 

..,~7;;:.;1;;'"-,(;;'·--;·vL,~Olllft.:CIQQ( DLv~CiiT1rr .. • ..... i11"5.1.~~'t~.u1~:0~ 
Vll!l\'tDrGl.IPSLG JVl.SlCJOICGVO~C tJLV•llDVC ... T11r• •MHllllt\IPfll•lll..O Nlll'1LOllDDDl•AI 01.nvr1-
VIQrerorct.11PSt.U 1VLs•1ao1eGVOSC PLVllllDVCAIJ1r• .... ,.,.,VD1111(!UI ll>ITLOl•ODl>IVAl Gt.TtQrZ-

v•or11rrirGLllPSLG 1vo:1•a•D•CCl1JOC t-LVUIOVCl\Tllr• .... , ... rvo1•1•QIO DOHLO\l:llDDIV"" QfftQt!· 
VAOIOtDrGL•PSLO JllLS11JIDIC0VGSC OLVllllDVC!.Tfltll &"llHltlltVl>lll:llQLll so•lt.QllOPDIY"L a..-Merr
VA1!10rDrGLIP•LO n•:.s10101 CllVOSC PL\11t1 ll>VG\"TIJt• •11oc11.o.rv11y•11eu S0 .. 1.0lllDDOIVAV CNTl('r·
vvu11~rorc1.11•s1.11 1111.s•o101r:ovm1e DL\'llflOVC.\.Tlltll lllN:iUVl>!lllCLI• SOULDllllDOIVAV C>CVt(!r&"-

TABLA 7.- Comparación de la región reguladora del gcncphoE(A) y de Ja proteína PhoE de S. 
typhi (B) con secuencias similares ya cnractcrizadas de otras bacterias. 

] región indispensable para la cxprcs¡ón óplima de porina Pho E en E. co/i (Tommnssen et al.. 
1987). 

'-=°' .Pseudo pho box y Pribnow box (PB') (dirección inversa de la transcripción), según 
Tommassen et al., ( 1987). 

=1 pho box y Pribnow box (PB). 
o Sitio de inicio de lranscripción. 

=:.:.i Silio de unión para ribosoma (Shine-Dalgamo). = Péptido señal. 
Regiones lransmembrnnalcs. 
Regiones pcriplásmicns. 
Regiones expuestas a la superficie celular. 

tl Lisina (K) 125, dclerminanle para la selectividad aniónica. 
~ Aminoácidos importan!cs para la biogénesi~ de la proteina. 

Huecos para un alineamiento óptimo y ausencia de aminoácidos en la región estructural de la 
proteína. 
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Cilosina en lugar de Adenina. · La secuencia nücleoti<lica de la región reguladora· de 
•'·,· ,· ' 

K. oxiloca y C 'freundii no se ha ·reportado, pero si la región 'de' péptido sefial y región 

estructural de la proteina (Spierings et al.; 1992b}. 
. - -.. ' ,, : __ ·._:,_ . - . . .. ·' 

Es importante notar la. dfrerencia de 2 bases en la región p/10 box· de.E.~/rJacae y 

K. pneumonf{le al ~ompar~~I,¡; Jon el ph6 box de S. )ypfl;n111rium y S. 1yphi. En cambio: en 

la región;,'° bOx <l'cE. ¿¡,j¡ dep~ede~ obs~rvar 6 nudeótidos diferente~ al ~ompa,;.,la con 

la región ;110' bOx d~ E. ~/;;~".ª~• K;neu~~niaé, S. lyp/limurium ·~ S.. lyplii. Po~ 'otra parte;· 

en la regiÓn pseudo'./,h;; ~ox'cie E. C/~~ae, puede notarse el cambio d~ lies ,basés con 

respecto a ia región pseudo pito bo~ de s. tYphimurium y s.1yphi. · 

La ~Úp~e~la ~~iókde Prib~~ ... box (Pribriciw box'}~ se loe~li7.a en di~cción invéisn 

de la trascriPción arrlb~ d~l ~se~d~ ;,,~ box, segwi Tommasscn et al., (l987)es idéntica en 

E. éoli, E. i:loacae, s: 1yphi/n_uri1!m y S. iyphi. Las regiones consenso; Pribnow box y la 

pseudo phÓ bOx en K. ~;,~,imoniae, son l.S más diferentes al compararlas con E. co/i, E. 

cloaca;, S. lyphi;,,urlu;,, y~.; ty;hf. 
f,.;-

"i/· ... 
,B).- .· La regi.óD de!péptido señal de la porjna PboE de S,tyohi. 

En "':te e~Íúi!i~ Se·~bSérvó la ausencia de la glicina 12 en la región del pcptido scfial 

en la porina PhoE ·d~ S. typhi al igual a Jo reportado por Spierings et al., (l 992a} en S. 

1yphfrt1urium (Tabla 7). 

Spieringset al .. (1992a; b} han reportadó que en el péptido scfial de la porina PhoE 

de E. co/i, C.frerindii, E. c/oacae, K pneumoniue y K. oxytoca tienen una !Óngitud de 21. 

aminoácidos y' postularon que la ausencia de la expresión de la porina PhoE de S. . ' .. ., 

lyphimurium en .. E .co/i, podria ser debido a la ausencia de ésta glicina 12 en el 'péptido 
. ~ . . . ' '. ' . ' : . ' ·. . . . ''· ': 

sefial del genephoE de s.. lypltimurium, afectando posiblemente el tmnslado de la ·poriiia · 

hacia la· membratÍa externa. Esta hipótesis· está. además apoyada. eit. los"_ resultados 

ex~rimental~s obte~idoi en E. coli por este grupo. Utilizando la técnica de mutlÍgéne'si~ d~ 
. ., ' ,.:·" ,.··~.· .•--.. . ·. . . . ·>. 

sitio dirigida cambiaron la glicina 12 por una alanina en el péptido señal del gene phoE de 

E. coli, demo~n que la proteína precursora es transladada a la M.l. pero· los niveles di - ' ' ' t ' ,,·' '• •, " · ... 
la proteína disminuyeron drásticamente en la M.E. (Maximiliaan el al., 1988; Bosch'et al.,', 
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1988; Batenburg et al., 1988; Bosch et al., 1989b; De Vrije et al., 1989; Killian et al., 

l'l90a; 1990b: Kusteretal 199l;Nouwcnetal., 1994). 

C).- !.;1 rq:jón estructural de la porjna PhoE de S, ()!pbj. 

En el modelo de estructuración de las porinas en la M.E, se propone la presencia de 

16 regiones conservadas transmcmbranales de la porina PhoE y ocho regiones 

hipervariablcs en la superficie de la M.E. (Van dcr ley et al., 1986; Bosch y Tommassen, 

1987; Agterbcrg et al., l 987a; Agtcrbcrg et al., 1989). El análisis de hidrofobicidad e 

hidrofilicidad realizado con la porina PhoE de S. typhi se ajusta a este modelo (resultado no 

mostrado). 

En la porina. PhoE. de E. ~oli se ha demostrado la conservación de aminoácidos 

esenciales p.U:., lá bi~gém:sis de la poiioa y Si; ~Cturación CD la membrana externa 

(Boseh et al:. 19S9a; De (:~k'eial~,Í~; ~lrll;_,é et al., 1991). Estos aminoácidos 

también se conseí:van' en la,'protcínaPhoE de S. '/)7'hi. Existe una región que abarca del 

aminoácido 90 ~i)4o'¡~·cu;.1"corrcspo~~c. segw; el niixlelo de estructuración, a la tercera 

región expúcst•.'~~bi,; I~ s~perficie celular y 5c ha sugerido que en esta región es donde 

posiblemc~tc ~>~wia a~Ufll. del ÍJoro de la ~rioa. denominada región eyelet (ajuste - - ' ...... 

de poro) (Struyvé et a1:, 1993). Además también se conserva la lisina 125 que, se ha 

observado, es la responsable· de la selectividad aniónica de la porina PhoE. Esta lisinano ~ 

ha observado en las otras porinas (OmpC, OmpF) (Baucr et al., 1989). 

Otra diferencia observada en las porinas PhoE hasta ahora aisladas, es la ausencia de 

la glutamina en la posición 72 de las porinas de K. pneumoniae K. oxitoi:a y E. c1od;~~. o la 
inserción de esta glutamina CD E. coli S. l)phi. S. typhimuriu,;, y C. j,~~~dii ... Se ~ 
observad~ que la ausencia/inserción de la glutamina 72 . en la porina. ~ÍioE .. de ~ 
bacterias, no altera su expresión. Por otra parte, la porina Pho.E. de K.oxytoca :;;,, 'p.:e.enta. ~ 
glutamina 222 presente en K. pneumonia•, E. c/oacae. correspondiente a la tirÓsina 222 de 

PhoE de S. l)phi y S. typhimurium y a la tirosina 223 d~ ~hoE de K coÚ y c:]re~ii. No 

se ha rcponado aún como es la expresión de la porina PhoE de C.freundÚ ~n E; ~oli. 
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Cfuundii S.ryphtmurium S.zyphl E.cloaca~ K.pn1umonlae K.orytoca 

E.coli _?L_ -·-- _1!1__ --·- ... 7_6_~--·-----Ti 

-90 ___ s9 _____ ss ____ B7 _____ ss__ ___ --===-.s1_ 

Cfrt1wm 

S.typ/ünwrium )!9 _____ 78 ___ . __ __18 ____ -- ... 80 

.-9~-=·=··s:¿=--==-~----88_ 

S.typhl 77 ___ _.:J.8 ________ .7.!l_ 

J!L .. 86_ s7 . 

E.cloacae 81-----82 
.86 ______ ~ 

K.p,,..,,.,,.;u 

TABLA 8.- Porcentiljc de identidad de la región estructural del gene phoE y similitud de la 
proteína PboE entre diferentes entcrobacteñas. 

Porcentaje de identidad a nivel nueleotídico. 
Porcentaje de similitud a nivel de aminoácidos. 
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2).- EXPRESION DE LA PROTEINA PhoE de S11/111011el/a (11illi EN E. coli 

!'ara .determinar si el gene'piwE de S. typhi es dcpendicnlc dél sisicma .de dos 

eomponenles . PhoB-PhoR,.' y si .. 1ª proteína PhoE de esta bacteria se ·expresa Cll 

eonccntraei~1!cs:.baja~ .~e fo~foto con10 se ha descrito para. el gene ph;JE•dc. E . . ciJli .. se 

utiliwron d~s cepás dÚ, é:t!I( (CE 124s y CE 1224 ), ambas carecen d~I gér;c plwE y por lo 
' , ' . • ~ - . ·"; , ~ r. ·' • , '". . 

tanto, n~expresári Íaprbteína PhoE."f'a~1bién ambascepas tienen urinriu;~ációncn él gene 

ompR (el aéti~ador: tá;crip~ion~I dé Í~sgén~s on;pc y innpFJ, poi Jbquc ~o é~p'resan las 
porinas OmpC y b;,;pf:· .· .. . . . . . ' y '. '·' . 

La cepa CEl248, además de Ío ant~ri~r. tiéneuna mutüción·~·~· el gencplwR que 
··>..,.-:/: . .:._:··::.·.»::;.· ~.'! - :.-··,_ .. :_:-."-· ,;:, ·:;·-,·-·, -'·:_· .. -. :_·_:_-,-_:_·.~:·:·:-~:--,.-,·t.¡·:' ,_ .- -.. ' 

confiere un fenotipó constitútivo del regulóri jiho;. Está cepa fue .Utilizada para determinar si 
'._:: . -·,;': .\· ~-'. . . :::.· :· ... :··:-::_::,·.:~ ,_:>:_,:::,,/:~~-:·.;?~'"j·¡;-:.>-:·.<.:J: ?<··· ~ 

el sistema phoB-PhóR de E.coli activa· al gene plwE de, S. ºtyphi.' i \ 

La c¿:p~ •• cE122~ (fe~~tip? ~[i~¿:it~c cl~Ír~g~·IÓ~J!h~~;incl_uce · el.re~ulón .de fo~fato 
úni.eamente.·en~oric~ntraciÓ~~s·ba]as<l~·~fr~(ó.-Fue 'útiiizdd~pa~ir.~~~m1inar'si··e1 gene 

phoE de S. IJ~;,ise ·i~du~c~e~.·~sta;~~ncll~i6ríe~.'º;~:." • ···•· · .:.. ''P . . 
Amba5 cepásfueron>cornplementadas fodjVidÚaln1~nt~· éonlÓs plásn1idos pAT57. 

(derivado del plÓs~ido ~BJÚ22)•~{~ú~Í:~~~ti~~e ei ge~c pJ;~E d6'.~. Íj~hiy pAT2o , éste . 
. ' - . . . ' ... _ .... , c.~: - . --~· . - ··---- - - . . 

último .tnmbié!l deri~ado def'pBIU22, ~I cii~I coritÍenc.el ge.ne jíhiiE ~~ E: co/i, .•que. fué 

subc1C>nacio del j,1~~m\ci6•;1ri~J)ii¡¡~;;•;).Esto•.~·~hizó c;n.~1 ooj.::livC>ú1C::ri~r:e1 gene 

plwE de S . . typ/Íi y E. colicn ~11.~Íi\Soiiclo con el iúismo orig?n de replica~Í.Ón (c~n igual 

número de copiru;), y evitar p~sible~ dif~~erÍCia; aldeÍem1inár I~ expresión d~ ~ri1bos genes . 
'· ·' ... - . - ;:"-\ - .. _,, - . ' . . . 

ya que el plásmiclo pJP14 es un derivad~ del plásmido pACXC184 (con bajo nú'mcro de 
copi~s) (Chani¿·--1978-)~, :: ... '·- .-. '.··.1 .: ~:,> 

i.~ ~lici~néia de t;ansrC>m;aeiÓ~ ci¿ la d~~a ~E 1 Í24°cC>r;~1 ~lú~;;;ido p~\+20 fue alta 
'.;'.-." s-~;" ·:._:_:~·. /;:., _·.;·:.:.,·_,.::'-'· ·>-~: ,':_>!:>·:"·: · ___ .:_; __ .~ __ ;_:,,::·_. l,. ,_ .. ·: · .. ·. 

(del orden de JO <c.ol~nias/µg d~ DNA). ,Sm•.~mb~rgo,' no se obmvieron células 

transforrnanles estables déi la cepá CEI 248 con';clplásmido pi\ T20. EsÍo úhimo pudo ser 

debido a que al ~11c~ntra:~e-~l~eiieh/1oi~ci'c'E.'colÍ:;~~'.un ~¡,¡~~icÍocon al;o núÍnero d~. 
copi~s y ~n un sÍste~~ e~~ e~~rcsión ccin~tit~ti·~¡(<iícha é~pr~~ión ~esultó nociva para la 

bacteria. En cambio, la frnnsfo~1~aciÓn d~ '1a ~~pa CE1248 cori el ¡ildsmiuo p:\TS'/ (que 

lleva el gene ph!ÍE de S. typhi) fue ~Ita, a pes[;, de .que este plúsrní.do turnbicn es de nito 

_,_. 



NdeI Pvu.l[ 

FIGURA 5).- .Esquero.a de los plasrrudos que contienen clonado el gene phoE de E. co/i • . ___ _ 
a).- Plásmido pJPl4: la doble línea representa el plásmido pACYCl84 (bajo numero de 
copias) y la línea delgada el segmento de DNA de E. co/i, Ja flechiÍ indica la orientación del· 
gene phoE de E. co/i · · · - ·· · · · 
b).- Costrucción del plásmído pA T20: la dobl_e_línea rcpreS<:otli el pláSmido pBR322 (alto. 
número de copias), la línea delgada representa el fragmento clonado dél plásmido pJPl4 
(obtenido con las enzimas de n.'Stricción EcoRI-Sall), en los sitios compatibles oon el. . 
pBR322, dicho fragmento contiene el gene phoE de E. co/i. La flééha in di ea lil orientación 
del gene. . .. · ·. · - · -
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n(m1cro de copias. La posible explicación en In cficicnci~ de lmnsfonnnciÓn de est.a cepa 

con los plitsmidos pAT20 y pAT57, podria,dcbcr~e a que el uctin;dor lrimscripcfonal PhoU 

de E. cu/i prcsc~ta niai•oralinidad por el pron1otor d~l/gcnc p/wE de f:: cn,/iy tiene menos 

afinidad por ~I del gene phoEdeS. 1;~/;;; Por esta razón la cep~'CEl 2is s~ t~ansform6 con 

el plásmido pJPl,i (FigJra ~A,ca,ffiíeS:Jy 7?-< .. . ·• ,/'. :- .. 
El geñe phoE cÍe E. co/i (contenido en el plásmicÍo pJP 14 y pA T20), dependiente del 

·'"'" ... - ·- . "'· ,- , . ~:· . . . ···-" -,-~ .· ' .. - . .__ . ' 

sistema Ph~B-PhoR y'expiesado •;n condiciones.de bajil cOncent~ación _de fosfato (M63, o 

T.G.), fue el coni;ol ~6sití~6 d~ ~i~;e~iÓn: !.í"í~ri~r~m1t'r 1:i cep;;.- CE 1248 y CE l 2Í4 con 
·- •• '-•• ,- •• -¡ ,', ' .-:>· .·, ,-Ct;;., ,S''•i'• .; e,•,;··,'.• 

el plásmido pAT20 o pJP14 y' al 'óbtcnér los ·perfiles eléctr~fÓrcticos de las PME de estas 

cepas en gel~s de PÓlia~rllaniida~sps~lJrea, s~',º,·.~s~ry6 de ~cuerdo al fenotipo de las cepas 

lo siguie~ie (figmas 6 y i): :• 

a).~ E~ la 'éep;, CEl248fpJPl~ la'.~x~r~;ión\iel gene plwE de. E. coli fue 

indcpendie~te d~ 1á;;con{cntr~aone~de fosf~i~~n eÍ medio de.~llltivo (M~J.T.G. LB}, es 

decir, la cxpr~~ión.fué. co~stitÚtiv~ (fig~ra 6·;~cwÚesJ.y 7) .• Por otra parte. en •.1ii cepa· 

CE1224/pATio lat6rfis.ió.~(0d~1'.J~n/'~¡,JÉ d.;-·'.¡;; ·. ~Ú;/~~ olls<!~~··. úniCam.;-~te en 

condiciones de crccilllidnto co~.b~j~ ~once'ntraci6n d~ fosfdto(figÜr~7 . .;-arrile~:i y 7):. 

de culti~~-~:;~~¿f ~~1:8c~:¡p1t:f~1:~~t~~~1:~~i:~~fJiJ~f~1;~~a¿nk:d:~~~ 
como de alto fosfato (0.64 mM de K2HP04) o LB; presentó la inducdón de una proteína de 

36 KDa cn-~n;bas ~o~ccnti~cioncs. d.i:róifato '(figura 6; c;h.;'.iles:id y· •. _.6). La 
• . I' '· "- .,_ . .,,, '··' ·•· '. • .· - ··'' .. '. ,• - . 

complementación de ü ce¡i~ CEJ 224 ~cm el plásmido pA TS7; crcCi~ ~~ la,s coridi~i~nes . 
descritas anterionnente de bajo y alto fosfato, solo mostró lainducciÓri delllla pioieimi de 

aproximadamente él~ 3Í5KDa, en baja concentr~~Í~n de fosfato ;~r~. ~ó ll;;¡;\;~ 1; ~~~a que 

creció en alto fosfato (Figurd 7, carriles 2 y 6). 

e).- En contrÍlst~ I~ cepas CEl248 y C~l224~ó tr~nsf~rmada~\~rccld~s en las. 

mismas condicioncsde b~ja y alta c6ncentración de fo~f~~§; ~o d;~iésar~n I~ p~~t~ina de 36 

KDa (figura 6, ~amles 4 y 5; Figura 1;'éad1~s4 yS). • 
Con el amilisis d~ la secu~ncia a nivel nuclcótidico y de aminoácido~. además de 

los resultados de la expresión de la proteína de 36KDa de S. typhi en T:. · co/i, lían permitido 
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2 3 4 s 6 7 8 
l1JmF.--..... l'hor.---..._ 

._,OmpC OrnpF---.., ..... .... - .... 
OmpA - -- ...... - - - - ..-.., Oinpi\ 

FIGURA 6.- Perfil electroforético de PME separadas en un gel de Poliacrilamida-SDS-Urca. La 
cepa CE1248 (PhoE-OmpC-,OmpF-,Pho') y controles MH760 y MH1461 fueron crecida en T.G. 
con concentraciones de bajo y alto fosfalo: A).-l.-MH760 (OmpF'); 2,6.-CEl248fpAT57; 3,7.
CE1248fpJP14; 4,5.-CE1248 sin transformar; 8.-MHl46l(OmpC'); 1,8.-Crecidas en LB; 2,3,4.
Alto fosfato; 5,6,7.-Bajo fosfato. La flecha indica la porina PhoE. Unicamente se muestra la parte 
importante del gel, el cual fue teñido cori azul de Commassie. 

2 3 4 5 6 7 8 

OmpC ... J'hnF.~ 

¡~ .. Ornpi\~ • • -• ....... ~ ...... --- OmrA 

FIGURA 7.- Perfil electroforético de PME separadas en un gel de Poliacrilamida-SDS-Urca. La 
cepa CE!224 (PhoE-, OmpC-, Ompr) y controles MHl461 y MH760 fueron crecidas en T.G. con 
concentraciones de bajo y alto fosfato: A).-1.-MH1461 (OmpC'); 2,6.-CEl22'11pAT57; 3,7.· 
CE1224fpAT20; 4,5.-CE1224 sin transformar; 8.-MH760(0mpF'); 1,8.-Crecidas en LB; 2,3,4.- Alto 
fosfato; 4,6,7.-Bajo fosfato. La flecha indica la porina PhoE. Unicamente se muestra la parte 
importante del gel, el cual fue tefüdo con azul de Commnssie. · 
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proponer q~c el gene Clonad~ en el plásmido pAT57: codifica para la porina PhoE de S. 

typhí, y que depende dei sistema cfo dos coniponcntes Ph~B-PhoR de E. coli. sin embargo 

la porina PlloE de s. typhi pr~i~ntó :in; ~¡_gn;~ión Ú~erám~nte.(listinta a la porina PhoE de 
- . . ' - :. - ,_ ' . ' ·- :"7 . '-· "~: ' .. '·. , ... 

E.coli (l'igura5 6 y .7, cárrilcs 2,3 y~carril~s 6,7): posibleineÍÍic debida a la compÓsición de 
aminod~idos entre a¡¡;b~~ proteí~~> al si~i~ína d~ ~eÍes de P~liacrilllJ11ida-SDS-Urea · 
utilizados: 

•':.·,:.: 

3):- EXPRESJON E•NDOGENA DE LA PROTEÍNA PhoEDE S. ()>phi. 
• . ... ,--··; '· 1 ..• •, - ,: 1-·.,¡· • ' -

Con el objcti;•o de det~ctar I~ c~pre~ión cndógen~' de la líonna,PhoE de s. typhi y 
determinar al ~ism~ tiempo si,S. ty;l~i pr~fcn~acii~ld~d:~~fo,sf~Íasaal;,,.;¡:ia, í;ucs se ha. 

reponado cjue s. typhimu;i~ni es PhiíA:-:-;· s.; creció á s<'iyphi (lMss~ 1 i cn'e1 medio T.o con 

~~~22i~~~l~i~~~\~~ 
de 36 KDa migró. por; debaj~ de 1ru< p.,'n~as 'on'ipe y. o:npF, '(Fig~ . 8)~ Con esÍ¿s · 

resu1t;dos pucd.; ~uscri,,;~ • ~~ •• ~~··.la p~(){~ii ,PhoE J~ S. :;y;¡;¡,; l~,~~ •es .:;";,gu1Úa 
posiblemente Por un sistcÍn~dc dos eo~¡;i,¡,~~~s R~~B~;hoR '.~ndógerÍo de s.'0:,Jii, simiÍar 

al de E. coli. ·; ·: · :,_• · ".: ·,, ._~}.- ·, .. :, . 

Por otra p.UÍc, no se detectó actividad de. fosfaulf' al.,;.jina 'en·. nmg.IDa de las dos 

condiciones d~ cieéimiento (bájo y alto fosfato) en S. typhi; demosw..ndo asi que S._ typhi no 
' ~ - .• • ; • O e, •' • - • ~ <' ' f"'-•C',- • \ > 

expresa la enZiÍna fosfntaSa alcáliria (FigÚra l OB ). Especul.;;¡dl) de está ;;¡;;nen;,· la posible 
,._ .. ,.- - . .. . ' ·'··' ,- ""' . , .. ,, . __ -

e•istencia de otras fo~fatasas inespccí!iéa5 en s .. typhí inv~iucradas. e[l la hidroliSÍS de los·. 

conipucstos con fosfato.'' 
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(a] .(b) 

-~ 
·.~, .:;;.Jf¡ 

'""····~ .. 
<>1i1pC.--
Ot11¡>F "'l!I"" ~.,.....__PhoE. 
OmpA ~ 

~ -
Figura.- 8 Perfil elcctrofon!tico de PME separadas en un gel de Poliacrilamida-SDS-Urea;. de la 
cepa de Sa/monel/a typhi lMSS-1, crecida en T.G. con concentraciones de alto (a Y y bajo fosfato (b). 
La flecha indica la porina PhoE. 
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4.- LAS PROTEINAS OSMOREGULADORAS EnvZ y OmpR, NO 

REGULAN LA EXPRESIÓN DEL GENE phoE EN 

CONCENTRACIONES ALTAS Y BAJAS DE FOSFATO. 

Meyer et al .. ( 1990), reponaron que la expresión de la proteína PhoE de E. coli 

disminuye cuando aumenla la osmolaridad del medio, pero este mecanismo de 

osmoregulación no es dependienle de las proteinas scnsoras PhoR (metabolismo de fosfato) 

y EnvZ (sistema de osmoregulación). Considerando lo anterior y con los resultados que se 

obtuvieron en la expresión de la porina PhoE de E. coli y S. typhi en las cepas de E. co/J 

CEl248 y CE1224, crecidas en concentraciones altas y bajas de fosfato, en los cuales no se 

observó niguna alteración en la expresión por Ja mutación en el activador transcripcional 

OmpR (el cual regula la transcripción de las osmoporinas OmpC y OmpF en condicones de 

alta y baja osmolaridad respectivamente). 

Con .base en lo anterior, se analizó la expresión de la protelna PhoE de S. typhi 
- ·_. ·-· • < 

endógena en cepas de .s. typlti IMSSc 1 ompR::Cm y en IMSS-1 envZ::Cm. (construidas en 

el Ja~ratorio d~I O;. E. C;.iva por · Juárcz, O; datos no publicados). Estas cepas contienen 

los genes drnpR ·.~ eíil'Z interrumpidos por 'un ~assctte de cloranfenicol y no expresan las 

proteCnas OmpC 
0

y O~~F. ~b.S ~epas fueron crecidaS en concentracion~ alt'.;,. y bajas de 

fosfato y ria se ob~~,.;iningWUl alteración en la expresiÓ~ de ,~·pi;,\;,;¡,. P~oE end¿IÍena de 

s. ophi, ..:.~~tuy~ndo ~; que 1os genes que codifican p.;:;; 1ái~~iehu,; o~~R. ·; É~vz no 
: . - . . ., ~ .. .. :·' .- -- . ..- -· ' _, ' . ., . 

influyen en la expresión del gene p/ioE de S. typhi en liÍnitaCiÓn d7 f~sfatÓ aliguaÍ que lo 

reportado en E. ~¡,li (resultados no mostrados). 

S).- CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DELGENE ph~E ~E 
Safmonella tJphi Y E. coli · 

- . - ' - ~-, . - : - - . !, : . . 

Para comparar la expresión entre los genes phóF. de E. ·coli y S. l)phi Y. detenninar 

las posibles diferencias C~tre .:r;,bos genes, iii CO;,;~. la pasible existencÍli d~ ;,;; ~l~e~. 
PhoB-PhoR en S. typhi fu~cio~aÍmcnte sifnit~.al de E. mli. ~e f".¡.io~Ó la r~gión f.:gÜladora 

de cada uno de estos ge~es con el gene'estruc1ural lacZdeE. co/i (como se describiÓ en 

métodos) y se cuantificó la actividad de ll:galactosidasa de estas fusiones tránscripcionales 
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tanto en E. coli (MC4 I 00fpAT56, MC4 loO/pA T59), cómo en S. typhi (IMSS-1 /pAT56, 

IMSS-1/pAT59); asi com~ en lacepascontroles·de E. coli· MC4100/pMCl871 y de 
' - ' .·;. ' 

S. typhi IMSS-l/pMCJ87L 

s~·empl~¿ Ía cepa de E. co/i MC4 I 00, porque tiene eliminado el g~ne /~~z y por Jo 

tanto no tiene acÍi~iw;.J de 8.galactosidasa y por otra parte, se ha observado que 
,·· . ., .. _ .... 

naturalmente.el género Salmonella no presenta actividad de Il-galactosidasa:· 

LÍls cepas MC4100 e IMSS-1, electroporadas independientemeii;l:c~n't~~~tás~idos 
pAT56, pAT59 y pMCl871 y crecidas en el medio T. G. con fosfató en'et me<Jio d.:cútiÍvo, · 

mostraron una cinética de crecimiento típica (fase lag-exponencial-esím:~o_n.;;;~j (Figllras 

9A, 1 OA). En cambio, las mismas cepas crecidas en el medio T.G: con Hmifu:;tes defo;fato, 

pcnnanecieron en fuse lag durante todo el periodo del cultivo (ligur.is 9ASo)\). ; :'' .. 

No se observó actividad de Il-galactosidasa en las cepas, :Mct{oo e IMSS-1 

trasformadas con los plásmidos pAT56, pAT59 y pMCl871, crecida$ eni:"~~didcines'.:éte 

alto fosfato (Figuras, 9b, IOb). Estas mismas cepas con excepción 'de laiqiie ll~v;.';; 'el 

plásmido pMCl871 (control), si presentaron actividad de Il-galadtosidasá ~Í ~ulÜv;,;.l~·:en 
limitación de fosfato (Figuras, 9b, 1 Ob), condición en la cual se activa él regulÓnphó. 

Por otra parte, la actividad de fosfatasa alcalina endóge~a ~.la ·.:c:f,a MC41 ºº· fué el 

control positivo ya que indirectamente permitió éo~laeionar ,•esta -~ctiv!dad con •las 

actividades de Il-galactosidasa, ya que la fosfatasa aJc3Jina solo es ?"ti va en ~-~~diciones de 

bajo fosfato. 

También se observó que la actividad de 6-galactosid11s1tfüe similar en·,;;,. cepas 

MC4 I OOÍpA T56 e iMSS~l /pATS6 ;cif como ~{ ,,;,. ~~· ~C4 I Oó/;..\is~ · ~ •· IMSS-
.. -- ' .. - -. : . .. ' . " _, . ·'"· .. - . ·.::," ' '-~ ··'" - . - -. --· . . - -

1/pAT59 érecid~' é:on .éonecntrácioncs bajas de fosfato~'eStos resuliá:dos péniiitén sugerif la 
- - - •, • "• ' •• ··- " --- -;• -. -- ; " ,' - " • • ·- e• -··~ • >' '. ' • • • -· .·., 

existencia de la p~tefii~ PhoB y PhoR de S. iyphi con muí fuiición silmitá:r á la de E. 'coli; · 

Sin emhni¿o, ·-~ im~rtante considerar que el análisi~,d~ Íd e~~r~sión del g~ne phoE 

de S. typhi y E. coli, así co~o los resultados de la activi,clad dé fl-¿a1~cto~Ídasa,fuerón 
reali7..Ídos con plásmÍdós de alto número de copiás (derivad~s de ~BRJZi). 
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B).- Cuantificación de lá actividad de ll-galactosidasa (6-gal) y fosfatasa alcalina (FosA), de 
la cepa de E. éo/i MC4 IOO, transformada indh·iduálnientc con las fusiones transcripcionales de E. 
co/i (pA T56) y S.· 1yphi(pA T59) y con el plásmido pl\IC 1871 (control). 
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A.-Cinética de crecimiento:. . .. .': ,. : : .. :_ ,, . · ., .. : .. .·. 
B.- Cuantificación de. la actividad de la ll-galactosidnsa (B-gal) y fosfatasa alcalina (fosA); de 

la cepa de s. typhi IMSS~l. lriinsfonnidá indi\.idualinenté con las fuSiones transcripcionalcs de E. 
coli (pAT56) y S. ryphi (pA TS9) y con el pláSmido pMCI 871 (control). 
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Vll.-DISCUSION. 

En este trabajo se caracterizó el gene phoE de Salmonel/a fJphi, el cual se subclonó 

en el plásmido pBR322, a partir de un .banco genómico de S. l}phi construido en el fago 

lambda 1059, el cual dió señal de hibridación positiva con el gene phoE de E. co/i, con el 

objetivo de determinar si efectivamente éste era el gene homólogo plwE de S. 1yphi y si la 

proteína producto de este gene se expresaba en condiciones limitantes de fosfato. 

Al analizar la sec.ue~cia del fragmento subclonado en el pBR322, se observó que el 

porcentaje de identid~d de este gene de s. typhi fué del 89% y 79% a nivel de aminoácidos 

y nucleótidos respec.tiv~ente,. a él. gene phoE de E. co/i. Además, se demostró que la 

inducciónlrepresió.ll d~ ".ste gene es dependiente de las concentraciones de fosfato»· que el 

gene és reguládo por el sistem~ de dos componentes PhoB·PhoR como ha sido demostrado 

para E'. colÍ., pue~;o ~~~ aÍ ~(¡¡¡,,ir la cepa de E. co/i CEl248/pAT57 (la cual expresa 

constítutiváment~''el regulón de 'fosfato)· la proteína PhoE de' S:. l)lphi 5e expresó 
• - ' - ~ • -- .• ' • ''º;.._,- - - • º' .-_ . . - -- -" .. . . . - - . . . - -'. - - -

constirutivant~nt.i. Érí ~~ns~te al utilizar la éepa CE 1224/pA T57 (sU~estre), la porina 

PhoE de S. IJphi se ex¡Í~só ~rticam~nte en concentraciones dé IJ'1jo rdsraí;;"> 

Los resúl!:.dos iuiteri6;es 'p;;ri,;¡;~ri ~fum,;•qu~ ~Í ~~~Ío"s~bclonado en el 

pBR32~ -es ~J\~e~~~~},'~E·d:e S>--&;hci~;::~~- ~:;,~.·,·,- c.~~--" -e'.~~'- i~/:::· ;-)~~}-. ,~.: i;_ ,,:-~;, __ 
- ~ ' ,:;.; . -·' :; .. ·: -:.-~·: :·· 

Por o°'! ¡iai;c!. B~uer et aL (1985), rép(irtaron la expresión endógéna de una protelna 

·de ME ~n s.<tjphi11i1~ri;;m~~u.;;.ic, e~.c:n;~i~a'e~ ~o:ri<Jicio¡'.¡i:s ¡¡;,,¡~tes de fosfato, 

sugiriendo qu~ re t;;,tab.;'de ia'pori~~ PhoE de S. tYphimu~i~m, Í!J1á1Óga ~ I~ porina PhoE de 

E. coli. Posteri~mJ~nte,0Agte;'¡,;,ri'eÍ ~l.,(19S~J;~bkrvardn 1~(;'.xp~sión dda porlna PhoE 

de E. co/i .i,i la"_ .ME/de i. ry},hinmrium ~~ ~f~~;;¡: d~s i:c¡)as ~virulentas d~ S. 

fJpliimw·i~m con .; pláSmid~ q~e ~ofltiéJ'.ie. el gene phoE de E. coli: ·sugiriendo con estos 

resultados la ¡,,;,s~~cia del si~t~ma PhcÍB-PhoR :en 1a;i ce~ a\;inÍlenÍas de S. l)lphimuríum 

funcional;,, ente .similar 
0

ai'de ~ .• i:oll. Fin~ln';~~Íe Spierings et O!.~ ( 199la); ~aracterizaion el 

gene phoE de S. IJp~imu;¡;¡ni~~~seni,;,,do que I~ pr~i~ín~ PhoE de S. 1yp/1imuri~~ so'10 se· 

ex~res~ ~~ E. co/i, ~ua~d~ el gen."~hoE de S. IJphÍmuriw~ está coni~;ud~ ~n ~· ~1,¡,;ffiido 
de alto número de copias. 
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En este trabajo cuando· se Íinalizaron Jos perfiles electroforéticos· de las l'ME de S. 

typlti, en geles de Poliáéril~mida-SDS-Úrca, crecid~ en T.G. con conccntrado~~s de bajo y 

alto fosfato, se ~bse'n·ó i~ e~~~esÍÓn d~.~na protel~a únicame~tc d~ horídido~~s limitadas 

de fostato, la.cualh,igró ¡Íor debajo de laii osmoporinas OmpC/OmpF. Aderri!Í5 cu~nd~ se 

transfo~ó a la s. ophl~~n ío~ ¡)1áSmidos p:.\ rs1)i¡;,\1"2º· 1~s c~al;,s con'ii~n~n el gene 

=~ ::!1a~::;~~it;:~};~jiv~~:~e:::t~1~:•¡jr~~~~~~:if:;:~~d.e~ta~~:;e;": .• 
posibible existencia.él~ ti,; sistema PhÓB-Ph~Ren s:'typhi eÍ éual re._11~1a_f~ expr~;ión de esta 

Porina d~ igU31 ~·~~ éi;~e~~f4-'~-¡;i(:' · ~·:··; 
Por otrá ~~ la ~ctivld~d de icálactosid,¡.,; en 1as;cii);i;;{MC4100 ¿IMSS-1 . 

. ' .. ·.· ,., .. _.:·,_.,_ ·.'- ,__,, ,-. -,._,- .. -"'.:-".'·:-.·;_,_ .. -·,."·_::..::.;, :-.,.:.,,: ' 

electroponldas- individualmeníeºi tanto' cÓÍi°:el plasmÍdo pATS( cómo con el plásmÍdo · .. 
-. -.< - ••• ·:·.,'.>~- 1,:: _.~ ... :·~--·:!:~_:·:: __ ' __ · <"·-··_-____ --_ .. ~:····.· 

pAT56, los cuales c~ntienen la región regulado!'i:de los genésphoE de s.-typhi y E. "éoli 

res~ctivarnente, f~hmád~s ~n. fase ciin é1. g~n~ e~tl"uctWiil d~ '1acfdtf éoli • . fue~n 
similares Íanto en s. lyphi como en E.c~li: Ést~s 11>s~Í~o~·~i;~~ ~~Íu:IÚlr I~ .~ist~~cia 
de las proteínail'hoB'y PhoR de S. fJ'phi funéióniilmente'siinilar;tl d.e E. "coli. e - . - - -- - .- . . -- -- ,_,. ' .. - ' . 

Meyer et itl., (i990),'ob~rvari:ln que'Jae~p1"siÓnde Í~ proÍ~ina PhoÉ de E. coÍi se 
;".,'·,-

ve afectadá c0mdo aum~nta la Ósmolandad del medio;.: Piro ~·~ mecanismo de 

osmoregulación _no ~s depe~die~t~de Pholl yEnyZ; . .;¡_, ~~ÍÍaÍfos so~:simil~'_Q' Ío que 

se observó en esíe trabajo, pÜesÍoque 1'a e~~ié~ió~ del~Pó.fua Ph~EcleE. co/i )" s,r.phino 

se ve ~rectada~!' la 'müiací~~ ·~rr~I ~c~iv4~r tnWc~¡>cio~.~l ·o~~R,de.E; -coll; ~el cual 

. regula la mmscripeión de .iáS osmop0riñáS "ompC ): Ompf .en cÓ~dicion~s de altay bája 
. .. - - > .·:-;.-- - .-·,., _- .:,·:-·- ;·. - . - - ·.,' ' -. ', ·.· '•" ·- - -- ' , 

osmolaridad respecri~".nte) en l.S,cepas CE! 248 y C~l 224 y po;_las mutáciones ~n los 

ge~es envZ ~ ~'in¡,R -d~ S. ,ryphi··(iMSS~I .;;;~¡{¿~- e r¡,.;ss'.1 :e~~~:C;,{) 1~ ~úal~s 

::;:nª:~::~o1::~¿~~1~c1~ 1~~r~~Jt:~.-e¿di~J~~~Ju~0~~~;f,f ~fli~as~!~ 
en·E. co/i,-los genes que c~Íficárip;.;,; ,,;s;¡,.;~i~i~as0111pR'y ~n~Z.nri influye~en la 

expresión de1 &erie/Jhof: (r~sh1iado~ no'~~st~d~s>·> 
Desaforturiadamé~te IÓs résuitadÓs oÍÍténicioir en c;te. trabajo a nivel cromosomal 

•• - '• '",, ''"' "• • "•"• ,,•, •',, 'f' )•r • > • 

(unicopia) no· se p~edci~ comparar con los observados por Spierlngs et al:, (l 992a) en S. 
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lyphimuriwn. debido n que ·1a expresión Je la proteína PhoE de S. typhi en CEl248 y 

CEJ224 fueron realiz.ados con plásmidos derivados de pBRJ22 (alto número de copias). 

Sin embargo, los resultados en multicopia fueron similares a los reportados también por 

Spierings et al., ( l 991a). Por otra parte, se demostró claramente la expresión de Ja porina 

PhoE de S. typhi endógena en limitaciones de bajo fosfato. Además, con la cuantificación 

de la actividad de B-galactosidasa de la fusión transcripcional de E. coli (pAT56) en S. 

typhi, es clara la presencia funcional del sistema de dos componentes PhoB-PhoR de S. 

typhi. 

Recientemente. Scholten et al., (1995), demostraron que Shige//a. jlexneri contiene 

el /ocus phoE (aún no ha sido aislado). Sin embargo, no observaron Ja expresión de la 

prote(na PhoE endóg°'na de S. jlexneri al crecerla en concentraciones de bajo fosfato, 

tampoco lograron exp·.;;s.r'1a protelna PhoE de E. coli, cuando transfonnaron a S. f/exneri 

con el gen'. p/i~E· de'i{~~/i .. Posteriormente demostraron que la ausencia de expresión del 

gene phoE en S.fi,,},;~;:i.'j5~ debe a que la proteína PhoB de S. jlexneri presenta en Ja 

posidÓn 172 uri~¡'eu~i~~ qÜe enE. coli es una arginina. Por medio de mutagenesis de sitio 

dirigida carnbiar~n '1~ Íe~cina 172· por arginina en la proteína PboB de S jlexneri y de esta 

manera lograrori;~;Pn;; ~J~~ne~h~~ des: fi.Xneri. Con estos resultados sugirieron que 
,. ,_·.----- -· -- . ,;,_,-

posiblern~~tii la :llginina 172, es i~jxíl1rui!e' en la interacción de la protelna PhoB con el 

factor sig;,;~ d~ la R.;,.;.~ ~li;y;e~ p~ proiu~v~r'Ia tnÍscri~ión de los ~enes del reguló;, 
,, ' . .'. '' !;-.' . : . <- : _ . ._ . -·· . <::. ,- - ,· ___ , -· ' -. . .. ···, " 

pho en concenlniéiones Íle b~f~' fosfáío~ > .·.· 
En J~ m~)

0

oria' d~lás ~~gio~~s ~eguladoniS de difere~tes g;;ne~· de E. co/i se ha 
observa.do qu~ la.~giÓ~'.'Pnblla~ ~{.~;5~,;i;; esTA r ÁÁ T. Pe.~ "~J~s g~n~~~hóéhlÍ!lta 
ahora aislados es T Á.AAAÁ. Cón éi objetivo de éo,;ocer s("5ta. región T ÁAAAÁ iníluye en 

Já expresió~ d~I gerie~h~Ed~ºE.má'.sch~lten y;Ton~m .. ~Íi, Cl994).tll<>difieari,n la 

región Pribn~'\!oo'x;'r.~AJ\',:deÍ gen~fah~E d~ E. coÚ P?r 1~·r~gióri~oncén~o'TAT AA T, 

al intr~ducir ·~~· ié~é áÚ~raélo'eri '·~ r~gÍón_ Pribitow. bÓ~ ,eri•S. flex~e~i {a Íra~és de un. 
plásmido) observ;,ro¡;·1a·~xpresión de la proteína PhoE de E. co/i cri S: flexneri . . Con estos 

resultad~~ sugirleron que la p,;teína Ph~B de· S. flexneri es ¡><>C~' etici~nt~ en P~()mover la 

transcripción dei ge~e phoE con la .región pribnow box TAAAAA y que la lcucina 172 en 
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la proteína PhoB de ~'. jlc.tneri es importante para la interacción PhoB·RNA polimerasa· 

pho, box en el gene phoE de S, flc.rneri, o ¡X;siblemente par~ R jlexnéri exista otro efector 

para prom~ver eficientemente la expresión de la porína PhoE: 

Tomruido como base Ío anterio~ es jiosible que ~xistan ca~bi.os críÍic~s en ia p~e 
reguladora del gene phr>E d~ S. typhím~~ium cim;~sf,e~to al d~ E. ~~lÍ,m~ti~o'í>or ~l cual el 

. - . . . . '··· ' ''·' . -- - :- '.· .. ~-· ·,. ·-- - - - ' 

gene phoE de S. typhimurl~,;, tinicamcnt~, se expres;, en'¡;;, ~o/ÍcUand~ ~Sta oo,ntenidÓ en un 

plásmido de alto número de copias.' 

La diferenéia interesante entre amb.,;bac~ríás, es, la/~~ d~ .~;ividad de fosfatasa 

alcalina en los extractos celulares de S: rjphi. La i~vii~ación prob~ble i'?é!riáser que en 

Salmonel/a existan otras fosfatasas'para hidiolizar el f~sfato,.~omci co~s~cuenciá de los 

nichos ecológicos ocupados por una y oira bacteria ~·,es posÍble que los mecanismos de 

regulación de fosfato entre S. /}phi y E. c~Ú sean similares. 
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111.- CONCLUSIONES. 

1).- El locusphoE de S. typhi esta localizado en el cromosoma junto al operónproAB de 

manera similar a la del locus phoE en E. c~li. x: pnewnon/ae, E. c/oacae, S. 

typhimuriumy C.jreundii (resultados no móstra.d?s).. 

2).- La región consenso Pribnow box de S. typ/Jies idéntica á la de los otros genesphoE 

aislados, asl como el número de bases entre ~I P~ll~ci~ bo~;~ho '¡;.;~) pseud~ box. . . . , -- ... -· . . .-, '',, ". ,. ' ~ , .,,. - ': . ' . .. ' ' -. - ' . .. . ; 

3).- De acuerdo a la comparación de la secuen~i~'de iuniit~ácidos p~.;.¡e sugerirsé ijui: . 
- .. , .... , ... '"• - .. -.. ' 

la longitud del péptido señal de s .. typhl y S.ryphi171ú,:ium.'es de'.20 affii~oácidos. 

4).- La parte estructural de la proteína PhoE de s.. typhi es ~tfilne~0 h~0rrlól?ga a 1 • .s 
otras porinas(PhoE) aisladáS.AdeímÍssecÓrÍse¡van lós,)1rninoác\dos esenéiales para 

la biogénesisde Ia p~teiri;..'.hn¡)Ortan1~spUi-a su estructuración en laME ' 

La expresión •d~ I~.~~,;~ ~~o;;~,e s.+~~; ~s si~ff ~ a,la de k·c~ii:Ja~~ ·~. . . 5).-

6).-

7).-· 

8).-

expresa en concentraciones dé bajofosfato y Se repiimeéri Ílltas cóiiccntnicioóes de • 

fosf~to. • . .\ " e · ' 
En S. typhi al igüaJ qiÍ~ S, tyéim;,~ium no ~áy actlvidad d.e fosfatasa alcalina, en 

· conc~ñ:~i~~c~-d~ baj~ Y ~it6· f~·~f~t_o~-:\/: .. · '.· .. · ~~: '~ · · 
La regtilaciím dé l~¡,;,'iina P'JitE ~é s. typhi~s~ tffi~és.del sisté~a d;, dos . 

comporient~ Pb6B~P~ÓR ciridóge;to~-M Cu&.J éS -~~iOn-~lró.en.te siffiiltV lll de E. coli. 

¿ cxJ,rcsió~ de Í• proteína rlio~ ;i. i. ~~ú }s. typhi noclepeiicl.~ <l~1 ~istema 
OmpR-EnvZ c_.;;<lo éi;tá crééiendo con co~c~ntraclon~s de b~jo y ~to r~sfato. 
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