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SUMMARY 

. Attenuated Salmonel/a strains with defined gene deletions have been extensively 

evaluated as suitable live carriers ofpassenger antigens. A number strategies for antigen 

delivery by these strains have been attempted, ranging rrom plasmid based to 

chromosomal integration systems. We rcport here the chromosomal inte¡,'fation ofthe T7 

RNA polymerase gene (77pol) in tite attenuated strain Salmone/la enterica serovar 

Typhi (S. typhi) CVD908 (aroC-, aroD"). Thc 17pol gene encoding was amplified by 

PCR rrom Escherichia coli BL21(DE3) and cloned in pNir3 plasmid under the control 

of the anaerobically inducible nirB promoter, then it was subcloned in a pKTN70 l 

derivate, suicide plasmid with the R6K ori, and flanked by the aroC gene. After 

evaluating its functionality in E. co/i SY327, the aroC-T7po/-aroC cassette was 

integrated into the aroC /ocus of Salmone//a typhi CVD908 by homologous 

recombination. The resulting strain S. typhi CVD908-T7pol was able to 

transcomplement two plasmids bearing the fue or the /acZ reporter genes controlled by 

the T7 promoter, and produce luciferase and J3-galactosidase in anaerobic culture 

conditions. Therefore, an inducible system for recombinan! antigen production in 

attenuated S. typhi was achieved. 
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RESUMEN. 

Se him utlizado ampliamente las cepas atenuadas de Salmonella con deleciones 

genéticas definidas como posibles acarreadores vivos de antigenos. Para ello, se han 

intentado diversas estrategias para lograr la administración de antígenos, las cuales 

incluyen sistemas basados en plásmidos o en integración cromsómica. En este trabajo se 

reporta la integración cromosómica del gene de la T7 RNA polimerasa (17pol) en la 

cepa atenuada de Salmone/la enterica serovar Typhi (S. typhi) CVD908 (aroC-, aroD"). 

El gime que codifica para la 17mapo/ se amplificó por PCR de Escherichia co/i 

BL2l(DE3) y se clonó en el plásmido pNlr3, bajo elcontrol de promotor nirB inducible 

en anaerobiosis, posteriormente fue subclonado en un plásmido suicida derivado de 

pKTN701, con el ori R6K y flanqueado por el gene aroC. Después de evaluar su 

funcionalidad en E. co/i SY327, el cassette aroC-17pol-aroC fue integrado en el /ocus 

aroC de Salmonella typhi CVD908 mediante recombinación homóloga. La cepa 

resultante S. typhi CVD908D.aroC-t7mapo/ fue capaz de transcomplementar dos 

plásmidos conteniendo los genes reporteros fue o /acZ controlados por el promotor T7 y 

producir luciferasa o 13-galactosidasa en condiciones anaeróbicas de cultivo. 

Consecuentemente, se logró obtener un sisteme inducible para la producción de 

antígenos recombinantes en la cepa vacuna) de S. typhi. 
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t.- ANTECEDENTES 

Actualmente existen numerosos problemas de salud pública que requieren de atención 

mundial. Enfermedades infecciosas cor.lo el SIDA, la tuberculosis, el paludismo o la 

lcishmaniasis y no infecciosas como diferentes tipos <le cáncer o el asma, son cada vez 

más frecuentes. Para lograr su control es necesario mejorar el nivel de vidad de la 

población, establecer medidas preventivas, diagnóstico oportuno y tratamiento 

adecuado. Sin embargo, el empleo de vacunas ofrece una posibilidad de control efectivo 

para muchas enfermedades aún en las condiciones económicas más desfavorables. Pcr 

ello, diversas intituciones mundiales como la Organización mundial de la Salud (OMS) 

han impulsado el desarrollo de la biotecnología en el área de la salud con el objetivo de 

desarrollar vacunas nuevas y mejorar las existentes. 

Las vacunas convencionales consisten en microorganismos completos atet1ua<los o 

inactivados, en productos derivados de microorganismos o en fracciones suhcelulares. 

Sin embargo, han surgido nuevas variantes, una de las cuales consiste en bacterias 

atenuadas que funcionan como acarreadores vivos de antígenos. Es decir, vectores 

bacterianos que producen porteínas recombinantes de parásitos, bacterias. virus, o 

incluso antígenos tumorales. Estas bacterias atenuadas se administran por via oral y 

generan respuesta inmune contra el acarreador bacteriano y contra el antígeno o 

antígenos "pasajeros" o "heterólogos". Las bacterias que se han emple<.do con esta 

finalidad incluyen cepas atenuadas de enterobacterias como Salmonella, Shigel/a, 

Listeria o V. chulerae. 

Entre las ventajas que presentan este tipo de vacunas destaca su capacidad de generar 

respuesta inmune protectora sistémica y en mucosas, su bajo costo de producción, su 

estabilidad, el hecho de que se administran por la via oral y la posibilidad de ser 

multivalentes. Los resultados obtenidos con el uso de bacterias atenuadas como 
8 



vectores de expresión de antígenos recombinantes en modelos murinos generaron gran 

confianza sobre su éxito en humanos. Sin embargo, debido a que los ensayos clínicos 

han sido desalentadores, es clara la necesidad de mejorar los sistemas de expresión y la 

estabilidad de los antígenos recombinantes. 

El prerrequisito para que una cepa bacteriana funcione como acarreadora de antigenos 

consiste en que debe ser atenuada, pues debe ser segura sobre todo cuando se administre 

a niños o personas inmunosuprimidas. En tanto que la atenuación se logra introduciendo 

mutaciones en genes de vías metabólicas esenciales, el riesgo de reversión se elimina 

cuando se intruducen más de una mutación en el genoma bacteriano. Por otro lado, no 

solo las características fisicoquímicas propias del antígeno, como son su hidrofilicidad, 

determinan una respuesta inmune eficiente, sino que intervienen aspectos como la 

cantidad de antígeno recombínate que se produce y su localización subcelular dentro del 

acarreador. Por ello, en su diseño hay que considerar variables como el tipo de 

promotor, los codones de uso y las señales de localización celular. 

La primera estrategia para lograr expresión suficiente de antígenos heterólogos consiste 

en el uso de plásmidos de expresión multicopia; sin embargo, estos plásmidos se pierden 

rápidamente in vivo cuando falta la presión selectiva de los antibióticos, con lo que 

decae la producción del antígeno heterólogo. Otra posibilidad radica en la integración 

de los genes heterólogos en el genoma de los acarreadores bacterianos; con lo cual se 

logra estabilidad y persistencia del gene heterólogo; sin embargo, se disminuye el nivel 

de expresión de la proteína recombinante debido a la presencia de una sola copia del 

gene, generando respuestas inmunes parciales o de corta duración. Una alternativa para 

garantizar la persistencia del gene heterólogo sin afectar su nivel de expresión descansa 

en el empleo de plásmidos estables, los cuales son heredados en todas las células hijas 

bacterianas en ausencia de antibióticos, pues contienen mutaciones en genes de 

partición o transcomplementan cepas mutantes con deleciones en genes vitales. 
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Otro aspecto fundamental en la funcionalidad de los acarreadores bacterianos, es Ja 

persistencia de la expresión del antígeno in vivo; es decir, Ja permanencia de la proteína 

recombinante durante la fase de infección del acarreador. La permanencia del plásmido 

o del gene heterólogo no garantiza la persistencia en la expresión de la proteína 

recombinante, pues ésta depende del promotor empleado para dirigir la expresión. Los 

. promotores inducibles in vivo presentan mayores ventajas que los constitutivos, ya que 

se activan de manera natural cuando el acarreador se encuentra en el hospedero y 

persistiendo la producción de la proteína recombinante hasta la eliminación de la 

bacteria acarreadora, en cambio los promotores que se inducen in vi/ro producen una 

cantidad de antígeno inicial que luego se agota, pues no continua su expresión in vivo. 

En este trabajo se presenta la construcción de una cepa de Salmone/la typhi concebida 

para mejorar la estabilidad del gene heterólogo e incrementar la producción y la 

persistencia de proteína recombinante mediante la utilización del promotor pnirB y del 

sistema de expresión de proteínas recombinantes del fago T7. El sistema T7 propuesto 

presenta diversas ventajas sobre otros sistemas de expresión de proteínas recombinantes, 

sobre todo por la alta especificidad de la T7 RNA polimerasa por su promotor, así como 

su alta estabilidad comparada con otras RNA polimerasas de bacterias gram negativas, 

lo que garantiza la síntesis de gran cantidad de proteína de manera selectiva. 

El gene de la T7 RNA polimerasa se fusionó rio abajo del promotor pnirB y se integró 

en el locus aroC de la cepa vacuna! Salmonella typhi CVD908 mediante recombinación 

homóloga usando plásmidos suicidas. La cepa resultante expresó la T7 RNA polimerasa 

de manera inducible a bajas concentraciones de oxigeno y fue capaz de 

transcomplementar plásmidos conteniendo los genes reporteros de la luciferasa y 13-
galactosidasa controlados por el promotor T7. Los resultados obtenidos in vitro indican 

que esta cepa vacuna! tiene un gran potencial en el desarrollo de vacunas heterólogas 

estables in vivo. 
10 



Acarreadores bacterianos 

Un acarreador bacteriano es una cepa atenuada que tiene la capacidad de producir 

proteínas recombinantes de otros microorganismos, las cuales se conocen como 

heterólogas o pasajeras. Sin embargo, también pueden acarrear plásmidos que llevan 

genes bajo el control de un promotor eucariótico de tal manera que la célula huésped se 

encarga de su transcripción y traducción de manera semejante a lo que sucede en una 

infección viral. Los acarreadores vivos se han empleado en el desarrollo de nuevas 

vacunas y en el área biotecnológica, para la producción de protelnas recombinantes 

funcionales. Entre los acarreadores bacterianos con mayores posibilidades para ser 

utilizados en seres humanos se incluyen cepas atenuadas de Escherichia sp, Shigella sp, 

Salmonella sp y Listeria sp. 

Listeria monocytogenes 

Listeria es una bacteria intracelular facultativa, la cual infecta células epiteliales y 

macrófagos. L. monocytogenes evade el ambiente fagolisosomal, pues tiene capacidad 

de salir hacia el citosol de la célula huésped. Considerando que una vez en el citosol la 

bacteria muere y es procesada por la vía endógena generando péptidos inmunogénicos, 

que son presentados en el contexto de moléculas del MCH de clase I a los linfocitos T 

citotóxicos, se ha propuesto que este acarreador puede expresar antígenos recombinantes 

de parásitos, bacterias ó virus de residencia intracelular, donde la respuesta por 

linfocitos T citotóxicos es importante en la eliminación del microorganismo. Algunas 

proteínas de Listeria sp. funcionan como adyuvantes induciendo la activación de 

linfocitos T cooperadores Thl en el sitio de la infección, asl como la activación de 

linfocitos T citotóxicos. La activación de estas dos estirpes celulares eliminan 

rápidamente a Listeria sp evitando el desarrollo de la enfermedad y garantizando la 

bioseguridad del acarreador'. Al igual que Salmonel/a esta bacteria también es capaz de 

generar respuesta inmune en mucosas y se ha propuesto como un vehículo de 
11 



transporte de vacunas de DNA2
• Finalmente, también se ha propuesto su uso en el área 

veterinaria para la inmunización de peces3
• 

Se ha logrado atenuación de Listeria modificando diversos genes como ctpA que 

codifica para una una A TPasa 4 y las cepas resultantes se han utilizado como 

acarreadoras de antígenos virales, como la gp120 del HIV-1 5 e incluso tumorales con 

resultados prometedores, pues una mutante del gene mp/2 que expresa un antígeno 

asociado al tumor (TAA) de fibrosarcoma promovió una protección del 55 al 64 % en 

ratones vacunados6
. Dentro de las ventajas que presenta el uso de Listeria como 

acarreador bacteriano se encuentra el hecho de que provee protección, tanto contra el 

antígeno heterólogo como contra la listeria misma. Aspecto importante, considerando 

que en algunas regiones, donde se ingiere agua contaminada por esta bacteria, la 

infección puede constituir un verdadero problema de salud pública 7
,
8

• Sin embargo, 

existen problemas inherentes a su facultad de modificar el comportamiento de las 

células huésped que cuestionan su seguridad, pues hay evidencias de que puede generar 

desordenes en la movilidad y adhesión celulares por su capacidad de movilizar actina. 

Por ello, debe reconsiderarse la bioseguridad de estas cepas y su uso como acarreador 

vacunal 9
• 

Shigella sp. 

Esta bacteria tiene la capacidad de invadir células epiteliales y escapar de la vacuola 

fagocítica al citoplasma. Una vez en el citosol la bacteria atenuada se multiplica 

dependiendo de la auxotrofia que presente, posteriormente es destruida permitiendo la 

liberación de la proteína recombinante o plásrnido al citosol de la célula huésped. 

Listeria y Shige//a escapan del fagosorna y se desplazan a través del citoplasma, 

inducen polimerización del citoesqueleto, causan muerte por lisis o apoptosis10
, 

permitiendo la diseminación a las células adyacentes 11
, 

12
• 
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Las modificaciones genéticas realizadas en Shige/la han dado como resultado cepas 

demasiado atenuadas incapaces de despertar respuesta inmune efectiva, o cepas que no 

han perdido totalmente su virulencia, que son inadecuadas para ser utilizadas como 

acarreadores vacunales. Sin embargo, una característica importante de las cepas 

atenuadas sobre las inactivadas es que inducen mejor respuesta inmune protectora 13
• 

Entre las primeras cepas atenuadas de Shigella se encuentran las que contienen 

deleciones en los genes aro, los cuales están implicados en la síntesis de metabolitos 

aromáticos no disponibles en tejidos de mamíferos14• También se han construido cepas 

atenuadas con deleciones en los genes virG y lhyA, que sin embargo, en un modelo de 

cobayo no resultaron completamente seguras 15
• La cepa vacuna! CVDI203, que 

contiene delecciones en los genes aroA y virG, generó altos títulos de IgA protectores 

en mucosas, tanto contra la cepa silvestre virulenta S. jlexneri 2a 16 como al utilizarla 

para expresar antígenos de E. co/i enterotoxigénica17
• Cepas de Shigella sonnei, 

manipuladas genéticamente en el gene virG de manera similar a Shige/la flexneri, 

inducen protección en modelo de queratoconjuntivitis de cobayo 18
• 

La cepa vacuna! Shigellajlexneri 2a CVDI207 por otra parte, contiene delecciones en 

los genes virG, sen, sel y guaBA, invade células epiteliales pero no se propaga 

intercelularmente debido a la delección que presenta en virG, no produce enterotoxinas 

por carecer de la función de los genes sen y sel y es de proliferación limitada in vivo por 

contener una delección en el gene guaBA. Los ensayos clínicos en humanos muestran 

que es una cepa vacuna! altamente atenuada, pero incapaz de generar respuesta inmune 

protectora ante el reto de la forma virulenta19
. 

Shigella flexneri ha sido utilizada ampliamente como vector de expresión de proteínas 

recombinantes y como acarreador de plásmidos de expresión eucarióticos. De hecho, 

esta fue la primera bacteria acarreadora usada exitosamente en la vacunación con 
13 



DNA, al demostrar la expresión de J3-galactosidasa en el citosol de células infectadas por 

estas bacterias, las cuales acarreaban el gened de la J3-galactosidasa bajo el promotor 

temprano de citomegalovirus (pCMV) 20
• Entre los antígenos que se han expresado en 

cepas atenuadas de Shige/la, se encuentran virales, como DNA del virus del sarampión 
21

, o la proteína VPI de poliovirus 22
; antígenos bacterianos como las proteínas CS2 y 

CS3 de E. co/i enterotoxigénica 23 o el fragmento carboxi terminal de la toxina de 

tétanos24 y antígenos propios de Shigella dentro de cepas más atenuadas, como la 

subunidad B de la toxina shiga25
• 

Los efectos colaterales de las bacterias aún atenuadas, relacionados con su 

fisiopatología, limitan su uso como vectores vivos, en el caso de Shigella se ha 

reportado recientemente que la infección con esta bacteria reduce la expresión de pétidos 

antibacterianos como LL-37 y J3-defensina-1. Aunque no se conocen los factores 

causantes de esta desregulción, se cree podrian estar codificadas en el plásmido de 

virulencia de Shigel/a26
• Otros problemas de Shigel/a como acarreador incluyen la 

aparición de cepas resistentes a diferentes antibióticos27
, su capacidad de transferir 

información genética, a traves del plásmido de virulencia que puede mobilizarse 

horizontalmente o mediante proteínas de virulencia que se tranferieren como vesículas a 

células adyacentes 28
• Por tanto, el uso de Shigella como cepa vacuna! debe ser aún 

motivo de controversia. 

SalmoneUa sp. 

La Sa/mone/la sp es uno de los acarreadores más empleados en el desarrollo de vacunas 

recombinantes para uso exclusivo en humanos. Actualmente se han expresado más de 60 

antígenos pasajeros diferentes en este acarreador29
•
30 

, incluyendo antígenos bacterianos, 

virales y de parásitos 29
-
30

.JI. 
32

• Además, se ha utilizado para expresar mediadores del 

sistema inmunológico como citocinas, con la finalidad de modular células del sistema 
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inmunológico en primera instancia33
• 

Salmone/la ofrece algunas ventajas teóricas sobre otras enterobacterias para ser utilizada 

como acarreador, infecta al humano por la vía oral34
, lo cual la hace un acarreador ideal 

para ser empleada en enfennedades donde la respuesta inmune más importante es la 

generada en las mucosas. Su costo de producción es menor a las vacunas convencionales 

y no requiere de la infraestructura necesaria para la administracción de otros productos 

biológicos, como son condiciones de refrigeración, equipo, jeringas y personal 

entrenado35
• S. typhi estimula además inmunidad sistémica de tipo humoral y celular, 

tanto hacia sus antigenos propios como a los heterólogos36
• Esto es importante en la 

obtención de vacunas polivalentes ya que se logra protección contra el antígeno 

acarreado y contra la propia Sa/monella. Por ello, podría considerarse como una 

alternativa de vacunación en paises en vías de desarrollo como México, donde la fiebre 

tifoidea sigue siendo un problema de salud pública debido a la deficiente infraestructura 

sanitaria que prevalece37
• 

Actualmente, se han construido cepas mutantes con diferentes grados de atenuación, 

algunas de las cuales se encuentran en ensayos clínicos de fase 11. La cepa atenuada 

~aAB, que tiene interrumpida la biosíntesis de nucleótidos de guanina, resultó ser 

sobreatenuada; sin embargo, al ser utilizada como acarreador de antígenos heterólogos 

demostró la inducción de títulos altos de anticuerpos contra el fragmento C de la toxina 

del tétanos38 Por otra parte, también se han elaborado cepas con deleciones en .los genes 

e.ya, crp y cdt, y que han sido evaluadas como acarreadores vacunales39
• Otra alternativa 

consiste en la deleción de los genes aro, que codifican para enzimas de la ruta 

biosintética de aminoácidos aromáticos. La cepa BRD691 derivada de S. typhi Ty2, 

contiene deleciones en los genes aroA y aroC, a partir de ella se obtuvo la cepa 

BRDl 116 con una tercera delección en el gene htrA 40
• Aunque la función de la proteína 

HtrA no es bien conocida, se ha demostrado que las mutantes en aro que contienen una 
IS 



deleción adicional en el gen htrA reducen significantemente su sobrevida intracelular en 

células epiteliales in vitro e in vivo, sin alterar su capacidad de invasión o de 

estimulación para la producción de citocinas proinflamatarias como IL-840
. Existe una 

cepa atenuada semejante a la cepa BRDI 116, denominada CVCI0-80 que presenta 

detecciones en Jos genes aroD, aroA y htrA, y ha sido evaluada en ensayos de fase 1 

. demostrando ser bioscgura y candidata potencial para ser empleada como acarreador de 

antígenos recombinantes41
• Sin embargo, la mayoria de ensayos para evaluar cepas 

atenuadas de Salmonel/a typhi como acarreadores de antígenos hcterólogos se han 

realizado en las mutantes aro CVD908 y CVD908 htrA. 

S. typhi CVD908 y S. typhi CD908-htrA. 

La cepa vacuna) S. typhi CVD908 fue generada en el Centro para el Desarrollo de 

Vacunas (CVD), en la Universidad de Maryland en Baltimorc (UMAB, Baltimore, 

Maryland EUA), es auxotrófica para amino ácidos aromáticos debido a que presenta 

deleccioncs en Jos loci aroC y aroD42
, por tanto su replicación es limitada. En ensayos 

clínicos de fase 1-11 esta cepa mostró ser inmunogénica y segura 43 y se ha empicado 

para expresar diversos antígenos hetcrólogos con fines vacunales obteniéndose 

resultados variables. Por ejemplo, fue empicada para expresar la proteína gpl20 del 

virus HIV-1 y en ratones BALB/c fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral 

contra el virus44
• Se han utilizado par~ expresar simultáneamente los factores de 

colonización CFNI y CS3 de E. coli cnterotoxigénica,45 Ja proteína circunsporozoitica 

(CSP) de P. falciparum47 y de Ja proteína GP63 de Leishmania mexicana46
• La 

administración oral de la cepa vacuna! de S. typhi CVD908QCSP en voluntarios 

humanos dió como resultado una respuesta de anticuerpos a la CSP y linfocitos T 

citotóxicos específicos a la proteína CSP.47 Por otra parte, la cepa CVD908-GP63 fue 

capaz de inducir inmunidad protectora de tipo Thl, así como la generación de linfocitos 

T citotóxicos especificos en ratones .46 
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La cepa vacunal S. typhi CVD908 fue sometida a una tercera mutación en el gene htrA, 

generando una cepa más segura para su uso en humanos48
• Esta cepa vacunal llamada S. 

typhi CVD908-htrA, resultó ser mas atenuada que la anterior pero aún capaz de 

multiplicarse varias veces en el huésped. En esta cepa se ha expresado el fragmento C de 

la toxina de tétanos y ha inducido la producción de anticuerpos en humanos 49
• Se ha 

expresado también la molécula modificada CRM(l 97) de la toxina de difteria, utilizando 

el sistema de secreción de tipo 1 de la hemolisina A de E. co/i uropatogénica se logró la 

secreción pobre de la proteína recombinante pero se indujeron anticuerpos específicos50
• 

En lo que respecta a antígenos de parásitos, se han expresado proteínas de P/asmodium 

.fa/ciparom, dentro de las que encontramos la proteína de superficie del merozoito51
, y 

una fonna truncada secretable de la proteína de superficie del esporozoito (SSpf2)52 
• 

El uso de S. ~yphi como acarreador de antígenos es muy alentador pues no se han 

reportado reacciones colaterales importantes; sin embargo, los resultados en cuanto a la 

inmunogenicidad de los antígenos pasajeros es muy variable. Son muchos los factores 

que pueden determinar su eficiencia, tales como la natutaleza del antígeno, la 

compatibilidad de codones de uso con el acarreador, la cantidad de antígeno disponible, 

su localización subcelular en el acarreador, el número de copias del plásmido, el tipo de 

promotor empleado para dirigir la expresión del antígeno, la via de administración o el 

esquema de inmunización. Actualmente se esta trabajando en la estabilización de los 

antígenos heterólogos, de tal fonna que se logre grandes cantidades de antígeno, ya sea 

mediante el empleo de plásmidos estables o desde genes integrados en el cromosoma 

bacteriano, se está estudiando el papel de la localización subcelular del antígeno en el 

acarreador en la inducción de la respuesta inmune y se están probando diversas vias de 

inmunización buscando generar la mejor respuesta inmune en mucosas. Los resultados 

obtenidos en voluntarios humanos, por ejemplo, muestran que la via oral induce una 

respuesta inmune más pronunciada en boca y vagina, mientras que la inmunización por 

la via rectal, induce mejor respuesta inmune nasal, en intestino y conjuntiva 53
• 
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Sistemas moleculares de expresión de antígenos recombinantes en acarreadores 

bacterianos. 

Los sistemas de expresión de antígenos recombinantes bacterianos incluyen al gene de 

interés, el promotor, la RNA polimerasa, así como moléculas accesorias necesarias 

. como el factor cr correspondiente al promotor, el cual es proporcionado por la bacteria 

acarredora. La información genética que codifica para cada uno de estos componentes 

se encuentra integrada en el genoma bacteriano o insertada en plásmidos y su 

interacción coordinada y permanencia permite la expresión y estabilidad de proteínas. 

Son pocos los sistemas que se han diseñado para estabilizar la permanencia del gene 

heterólogo, una de esas estrategias consiste en la integración en el genoma bacteriano 

del gene de interés bajo el control de un promotor bacteriano. La limitante de esta 

estrategia es la baja producción de la proteína recombinante debido a la presencia de una 

sola copia del gen dentro del cromosoma bacteriano. Sin embargo, existen otros sistemas 

para estabilizar los genes hetcrólogos y aumentar la producción del antígeno, estos 

sistemas se basan en el empleo de plásmidos multicopia, que permanecen sin perderse 

en el acarreador, ya que estos contienen genes esenciales para la sobrevivcncia del 

acarreador, de tal manera que forzan al acan·eador a mantener el plásmido 

indefinidamente54
• 

Sistemas de integración. 

La integración de genes heterólogos en el cromosoma de los vectores bacterianos tiene 

como objetivo garantizar la permanencia del gene dentro de la bacteria y con ello la 

expresión de la proteína rccombinante. Entre las ventajas sobre los sistemas basados en 

plásmidos, esta estrategia garantiza que la información genética foránea se elimina al 

mismo tiempo que la bacteria mucre. Es decir, la información genética heteróloga 

únicamente se hereda de forma vertical, mientras que con el empleo de plásmidos se 

corre el riesgo de que la información genética heteróloga pueda heredarse de fonna 
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hotizontal a bacterias vecinas o adyacentes. Con el riesgo adicional de que la mayoría de 

los plásmidos de expresión poseen genes resistencia a antibióticos. 

Las estrategias más frecuentemente empleadas para introducir de manera estable genes 

en el cromosoma bacteriano consisten en la inserción de transposones y en la 

integracción por recombinación homóloga empleando plásmidos suicidas. Los 

transposones se utilizan ampliamente para realizar delcciones o inserciones de genes 

foráneos en el cromosoma bacteriano55
,
56

• Sin embargo, las integraciones con este 

sistema no se realizan en sitios dirigidos, pues las inserciones ocurren al azar, 

interrumpiendo secuencias o genes con consecuencias funcionales indeterminadas. Para 

la integración de genes foráneos es más conveniente utilizar como blanco una región 

bien determinada en el cromosoma de la bacteria, en donde se pueda insertar el gene de 

interés sin afectar la función de otros genes. En el caso de las cepas atenuadas que se 

obtienen por ingeniería genética, se prefiere que el gene pasajero de interes ocupe la 

región cromosoma( de los /oci previamente deletados. La integración se realiza por 

recombinación homóloga empleando plásmidos suicidas, los cuales contienen el gene 

pasajero flanqueado por regiones homólogas a una región del cromosoma bacteriarto, 

también contienen un origen de replicación (ori) que no es funcional en la cepa 

receptora y contienen uno o dos marcadores de selección como genes de resistencia a 

antibióticos o de sensibilidad a ciertos metabolitos. Las secuencias laterales que 

flanquean al gene pasajero en el plásmido suicida, permiten la recombinación 

homóloga e integración de todo el plásmido o "cassette" en el cromosoma bacteriano, 

dando origen al estadio transitorio de cointegración. Mediante un segundo evento de 

recombinación, el plásmido suicida es expulsado del cromosoma bacteriano dejando el 

gene pasajero insertado en el cromosoma. Empleando plásmidos suicidas se ha logrado 

integrar genes heterólogos en el cromosoma de S. typhimurium 51 y S. typht17 
• Se han 

diseñado además sistemas de integración fáciles de rastrear por el uso de marcadores de 

resistencia a antibióticos, por ejemplo, la integración del marcador de resistencia a 
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eritromicina en el cromosoma de Streptococcus thermophilus, permite seleccionar con 

facilidad clonas integrantes al sustituir este gene por la secuencia de interés, mediante la 

selección de clonas sensibles a eritromicina58
. Otro sistema diseñado para evidenciar la 

integracción de genes en el cromosoma de Salmonella sp y E. coli incluye el uso del 

gene sacB, el cual confiere sensibilidad a sacarosa en bacterias gram-negativas. Durante 

la inte¡,,>ración cromosómica el gene sacB es sustituido por el gene pasajero, confiriendo 

resistencia a la sacarosa. Las cepas que no recombinan con el gene pasajero se lisan en 

medios que contienen grandes cantidades de sacarosa, aumentando la eficiencia de 

integracción hasta un 50%59
. 

Promotores. 

El promotor es una secuencia de DNA a la que se une la RNA polimerasa para iniciar la 

transcripción. En procariotes el gene que será transcrito se encuentra siempre a la 

derecha (rio abajo) de la secuencia que constituye al promotor. En la selección del 

promotor se consideran diversos factores como su fuerza, regulación, sencillez y la 

especificidad. Los promotores se pueden clasificar en dos grupos, los promotores 

inducibles y promotores constitutivos. 

Promotores Constitutivos 

Los promotores constitutivos son aquellos que regulan la expresión de genes que se 

encuentran siempre activados, produciendo proteina esencial en todo momento para la 

bacteria. Generalmente son proteínas necesarias en el metabolismo basal celular que 

forman estructuras o participan en actividades metabólicas bacterianas. Un ejemplo es el 

promotor flgK, el cual controla la expresión de las proteínas flbF, flgK, flgL y orfX, 

necesarias para la motilidad de Rorrelia burgdorferi. Este promotor ha sido empleado 

en E. coli y S. typhimurium ro. Otros posibles promotores son los que regulan el operón 

flagelar en Salmonella sp y E. coli, dependientes del factor cr28. La secuencia consenso 

de estos promotores es TAAAGTIT NI l GCCGATAA61
• 
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Promotores inducibles 

Los promotores inducibles son aquellos que regulan la expresión de proteínas bajo 

ciertas condiciones celulares internas o externas como son: temperatura. pH, fuerza 

iónica, concentraciones de oxígeno, carbohidratos o aminoácidos. Estos promotores se 

dividen en dos tipos, los inducibles in vivo y los inducibles in vitro. El promotor cysD 

se regula por la concentración de cisteina presente en E. coli y S. typhimurium, la 

secuencia -10 de este promotor es TATAGT mientras que la región -35 es 

TTCATT62
,. Se ha estudiado también el promotor de los genes que participan en la 

degradación de la sacarosa en Sa/mone//a sp, el cual forma parte de un operón que 

regula Jos genes scrY, scrA y scrB, y se sabe que este promotor es regulado por la 

proteína ScrR 63
. Dentro de los promotores regulados por factores externos encontramos 

los regulados por la acidez del medio como el promotor asr64
, el cual se induce a pH de 

4.0 a 5.0; el análisis de la secuencia de este promotor revela similitud a secuencias 

encontradas en promotores activados transcripcionalmente por la proteína PhoB. Por 

otra parte, se ha descrito el uso de sistemas de integración cromosoma! que contienen 

promotores inducibles por calor como el promotor A.PL, con este promotor se ha 

expresando la T7 RNA polimerasa durante 2 minutos de choque térmico, tiempo 

suficiente para la producción de la polimerasa65
• Los promotores que son activados a 

bajas temperaturas permiten la producción de proteínas que normalmente son inestables 

a temperaturas fisiológicas, debido a que entre 15 a 23 ºC las proteasas celulares están 

inactivas, en este grupo encontramos el promotor cspA , el cual se ha evaluado en E. 

col{'". 

El uso de cada uno de los tipos de promotores depende del objetivo deseado. En el 

desarrollo de vacunas con acarreadores se ha demostrado que la presencia del antígeno 

in vivo determina la eficiencia de la respuesta inmune. Por ello, se considera que los 

promotores más adecuados son pnirB, ppagC, pKatG61
• 
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Promotores inducibles a bajas concent ... ciones de oxígeno. 

El promotor pnirB regula Ja expresión de la proteína NirB. El gene nirB se induce en 

presencia de nitritos y bajas concentracciones de oxígeno. El promotor pnirB ha sido 

empleado para expresar diversos antígenos en E. co/i 68 y en Sa/monella sp 69
• Por 

ejemplo, en la cepa S. yphimurium BRD509, que contiene detecciones en los genes 

aroA y aroD, se clonó la porción carboxilo terminal de la toxina A de C/ostridium 

diffici/e bajo el control de pnirB y una sola inmunización fue capaz de inducir la 

producción de anticuerpos específicos en un modelo murino70
. Se ha demostrado en 

diversas construcciones que los plásmidos que acarrean este promotor son estables in 

vi/ro e in vivo en cepas de S. typhimurium SL326 l 71
• Otro promotores regulados por 

oxigeno son los promotores vgb , pdmsAl y sus derivados. El primero, regula la 

expresión de la proteína Vgb, de tal manera que esta proteína únicamente se expresa a 

bajas concentraciones de oxígeno. Los derivados del promotor pdmsA , pdmsa2 y 

pdmsA3, que fueron modificados por deleción de sus secuencias represoras, poseen 

mayor fuerza en la expresión de proteínas recombinantes que el promotor ori1.rinal. 

En la actualidad para analizar y estudiar los diferentes tipos de promotores, 

frecuentemente se emplean proteínas reporteras, es decir, proteínas conocidas fáciles de 

identificar y cuantificar como por ejemplo, la luciferasan,73 13-galactosidasa y Ja acetil 

cloranfenicol transferasa 74
• 

Sistema de expresión de antígenos recombinantes del fago T7 

El sistema de expresión de antígenos recombinantes del fago. T7 esta constituido por el 

promotor T7 y la T7 RNA polimerasa. Los integrantes del sistema muestran 

características interesantes que hacen ideal su uso en la expresión de antígenos 

recombinantes in vitro e in vivo. 
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Promotor T7 

El promotor del fago T7 consta de una región continua que contiene muy cercanos el 

sitio de reconocimiento de la T7 RNA polimerasa y el sitio de iniciación de la 

transcripción, lo que hace que el promotor sea de aproximadamente 27 pb. La diferencia 

de tamaño del promotor T7 con otros promotores de E. coli, permite que la T7 RNA 

polimerasa sea cinco veces más pequeña que las polimerasas de E. coli 15
• La secuencia 

consenso del promotor nativo es CAAA T T AA TA CGACT CACT A T AGGG AG, 

donde los nucleótidos CAAAT están semiconservados76
• 

La T7 RNA polimerasa 

La T7 RNA polimerasa es una proteína de una sola cadena que no requiere de la 

presencia de factores adicionales para su actividadn, la proteína tiene un peso 

molecular de 107 kDa y es el producto del gene t7 ma polimerasa del fago DE3, es 

una proteína muy activa, su velocidad de polimerización es cinco veces más rápida que 

las polimerasas de E. coli. La T7 RNA polimerasa se ha estudiado ampliamente y se 

han determinado que entre los aminoácidos esenciales para su actividad se encuentra la 

Tyr639, pues la sustitución de este aminoácido altera el reconocimiento de la T7 RNA 

polimerasa entre deoxiribonucleótidos y ribonucleótidos in vitro, y también reduce la 

velocidad de polimerización 78
, 

79
• La T7 RNA polimerasa reconoce secuencias 

conservadas en el promotor T7 entre las posiciones -17 a +6 a partir del punto de 

inicio de la transcripción. Recientemente se obtuvo la estructura cristalográfica de la T7 

RNA polimerasa con una resolución de 2.4 A80 
,
81 (figura 1). 

Sistemas de complementación empleando el binomio T7. 

La cepa recomendada para la expresión de proteínas recombinantes con el sistema T7 es 

E. coli BL2l(DE3), pues contiene el gene de la T7 RNA polimerasa integrado en su 

cromosoma en el gene int del bacteriófago DE3 derivado del fago l.. bajo el control de 
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promotor lacUV5, el cual es inducible con la presencia de lactosa o un análogo como el 

IP'fGs2. 

Se han descrito diversos sistemas de expresión de proteínas recombinantes empleando 

el promotor T7 y la T7 RNA polimerasa. Cada sistema contiene diferentes mecanismos 

de regulación de la expresión de la proteína recombinante. Por ejemplo, como ya se 

describió anteriormente la cepa de E. coli BL21(D3) ha sido emple~da en la 

purificación de diferentes proteínas recombinantes empleando el promotor inducible 

lacUVS, sin embargo, se han diseñado otros sistemas de regulación de la expresión de 

la T7 RNA polimerasa en E. coli mediante el empleo de otros promotores que pueden 

ser inducidos por cambios de temperatura 83
• 

Por otra parte, se han construido también otras bacterias diferentes a E. coli que poseen 

el sistema T7 como son Pseudomona aeruginosas.t, Bacil/us subti/is 85 y Lactococcus 

/actis 86
• En parásitos se integró el gen de la T7 RNA polimerasa en una cepa de 

Trypanosoma brucei, y su producto transcomplementó de manera estable con plásmidos 

que contenían el gene de una proteína de interés bajo el control del promotor T787
• 

El integrar el gene de la T7 RNA polimerasa en el cromosoma del microorganismo 

estabiliza la expresión de la proteína recombinante, pero disminuye la cantidad de la 

proteína producida. Para fines biotecnológicos donde la proteína recombioante es 

producida en reactores, se recomienda el uso de plásmidos de expresión multicopia88
,
89

• 

La cantidad de prnteína recombinante producida o fuerza de expresión depende del tipo 

de promotor empleado, algunos promotores que se han evaluado con el sistema T7 son 

el promotor pLac 90
, el promotor de fago lambda 91

, el promotor inducible por calor 

APL65 y el promotor inducible por bajas concentraciones de oxígeno vgb 92
, los cuales 

al activarse bajo el estímulo correspondiente inician la producción de la T7 RNA 

polimerasa, la cual a su vez es altamente específica al promotor T7, y por lo tanto, 
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todo gene que se encuentre clonado bajo este promotor será transcrito y traducido a la 

proteína correspondiente. 

Por otra parte, se ha demostrado que la sobre producción de algunas proteínas pueden 

ser tóxicas para la bacteria que las producen, este problema a llevado a diseñar 

. sistemas cada vez más controlados que permiten expresar la proteína bajo condiciones 

más estrictas, como ejemplo de estos sistemas tenemos el uso de la T7 lisozima, la cual 

regula negativamente la actividad de la T7 RNA polimerasa93 
. 

.Dentro de las proteínas recombinantes de mayor relevancia que han sido producidas en 

bacterias por el sistema T7 se encuentran las proteasas de HIV94
, la IL-6 de rata95 y la 

IL-2 de ratón 86
• La T7 RNA polimerasa ha sido empleada también para la traducción 

de proteínas en sistemas in vitro, mediante el empleo de la polimerasa previamente 

sintetizada, extracto crudo bacteriano como fuente de ribonucleótidos, aminoácidos y 

ribosomas, y el gene sintético que se quiere expresar bajo el promotor T7 96
• 

El sitema T7 no solo ha sido empleado en procariotes, sin no también en eucariotes. Es 

más problemático emplear el sistema T7 en eucariotes debido a la presencia de 

membrana nuclear en los oganismos superiores, por lo que fue necesario enviar la T7 

RNA polimerasa al núcleo donde se lleva acabo la transcripción y producción de RNA 

mensajero, mediante la inserción de una secuencia señal de localización nuclear 

proveniente del antígeno T de SV40, en la región que codifica para la porción amino de 

la polimerasa. Con esta estrategia se logró aumentar la cantidad de T7 RNA polimerasa 

presente en el nucleoplasma y con ello, el aumento en la expresión de las proteínas 

recombinantes97
• 

Para aumentar la expresión de proteínas recombinantes en células mamíferas se han 

empleado otras estrategias. El uso de dos promotores como el CMV y el T7 ha dado 

resultados satisfactorios para este fin. El gene de la T7 RNA polimerasa, fue clonado 
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bajo el control de los promotores CMV y T7 , el promotor CMV induce la primera 

ronda de síntesis de la T7 RNA polimerasa, la T7 RNA polimerasa producida se une a 

su promotor, que a su vez inicia la producción de más polimerasa y con ello, finalmente 

la síntesis del gene de interés que se encuentra bajo el control del promotor T7. Con esta 

constmcción se ha demostrado niveles de expresión altos de genes reporteros de manera 

sostenida por más de 7 días98
• 

Por otra parte, el virus vaccinia es el más empleado en la expresión de proteínas 

recombinantes en eucariotes. Cualquier gene que se encontre bajo el control del 

promotor T7 en células eucariotas se transcribe cuando estas células se infectan por el 

virus híbrido99
• Mediante este sistema se han expresado antígenos como la 13-

galactosidasa de E. coli, el antígeno de superficie del virus de hepatitis B, la polimerasa 

del virus de la hepatitis B 100 
, las proteínas de la envoltura del VIH IOI y algunos 

neurotransmisoresw2
• Las proteínas recombinantes producidas con estos sistemas de 

expresión pueden conservar sus propiedades funcionales , por ejemplo, las proteinas 

codificadas por los genes gag. poi y env del retrovirus RSV producidas de manera 

recombinante empicando el virus vacciniaff7 , son ensambladas in vitro dando origen a 

partículas virales, las cuales por microscopía electrónica fueron indistinguibles de las 

producidas por células infectadas con el RSV silvestre103 
. Empleando el sistema T7 

también se ha producido RNA mensajero antisentido contra el mensajero de la proteína 

nuclear del virus de la hepatitis C, el cual mostró tener efecto anti viral 104
• 
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2.- JUSTIFICACION 

El empleo de enterobacterias atenuadas como acarreadores de proteínas heterólogas 

constituye una alternativa para la administración de antígenos proteicos al sistema 

inmune. No obstante, existen todavía problemas técnicos que dificultan su desarrollo. 

Un aspecto fundamental en el éxito de la funcionalidad de los acarreadores bacterianos 

es la continuidad de la expresión del antígeno in vivo, es decir, la persistencia de la 

proteína recombinante durante la fase de infección del acarreador. La permanencia del 

plásmido o del gene pasajero no es garantía de la persistencia en la expresión de la 

proteí11a heteróloga, esta última, es función del tipo de promotor empleado para dirigir 

la expresión. Los promotores que son inducibles in vivo presentan mayores ventajas que 

los que se inducen in vitro, ya que se inducen de manera natural al paso del acarreador 

en el hospedero y persiste la producción de la proteína recombinante hasta la 

eliminación de la bacteria acarreadora, mientras que los que se inducen in vitro 

producen una cantidad de antígeno inicial que luego se agota, pués no continúa su 

expresión in vivo. 

Tomando en cuenta la importancia de factores como la estabilidad del gene 

heterólogo, la persistencia de la expresión del antígeno y la cantidad de proteína 

recombinante producida, los cuales condicionan el éxito del uso de los acarreadores 

bacterianos, en este trabajo se propone la construcción de un vector bacteriano el cual 

combina estas características anteriores, mediante el promotor pnirB y del sistema de 

expresión de proteínas recombinantes del fago T7, integrado en el cromosoma de 

Salmonel/a typhi. Este sistema presenta diversas ventajas sobre otros sistemas de 

expresión d.: proteínas recombinantes sobre todo por la alta selectividad de la T7 RNA 

polimerasa por su promotor, así como su gran estabilidad comparada con RNA 

polimerasas de bacterias gram negativas. lo que garantiza la síntesis de suficiente 

cantidad de proteína de manera selectiva. 
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los factores que influyen en el éxito del uso de los acarreadores bacterianos en la 

generación de vacunas, es la cantidad y estabilidad del antígeno recombinante producido 

por la cepa vacunal. Considerando que la expresión de antígenos heterólogos es 

ineficiente cuando el gene se encuentra integrado en el cromosoma de Salmonella 

typhi, es necesario diseñar un sistema que incremente la producción de la proteína 

heteróloga y con ello aumentar la disponibilidad del antígeno al sistema inmune. 

4.- HIPOTESIS 

Si se integra el gene de la T7 RNA polimerasa en una cepa vacunal de Salmone//a typhi 

bajo el control del promotor nirB, se producirá la T7 RNA polimerasa en bajas 

concentraciones de oxígeno e iniciará la transcripción de genes reporteros que se 

encuentren clonados en plásmidos bajo el control del promotor T7. La cantidad de 

proteína recombinante producida será igual o mayor a la producida por el sistema T7 

de E. co/i BL21(DE3), el cual es uno de los sistemas más fuertes de producción de 

proteínas recombinantes en bacterias gram negativas. 
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5.- OBJETIVO GENERAL 

Construir y evaluar una cepa de S. typhi CVD908 que exprese de manera estable e 

inducible la T7 RNA polimerasa, para la expresión de antígenos recombinantes 

. empleando el sistema de transcomplementación del fago T7. 

6.- OBJETIVOS PARTICULARES 

1.-0btener un plásmido suicida que contenga el gene de la T7 RNA polimerasa 

bajo el control del promotor pnirB. 

2.-Integrar el plásmido suicida en la cepa vacuna) S. typhi CVD908 

3.-0btener clonas cointe1:,>Tantes e inte1:,>Tantes de la cepa vacuna) que contengan 

el gene de la T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor pnirB integrado en 

su cromosoma. 

4.-Evaluar la expresión de la proteína T7 RNA polimerasa en la cepa vacuna) S. 

typhi CVD908QaroC-t7mapol. 

5.-Transformar la cepa vacuna) S. typhi CVD9080aroC-t7mapo/ con los 

plásmidos pIQ-LUC y pIQ-f3-GAL. 

6.-Evaluar la transcomplementación de la T7 RNA polimerasa producida por la 

cepa vacunal, con los genes reporteros luciferasa y f3- galactosidasa. 
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7.- MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 TECNICAS DEL DNA RECOMBINANTE 

La preparación del DNA, la manipulación genética, PCR, RT-PCR, Western blot, 

transformación bacteriana, etc., se realizaron de acuerdo a las especificaciones y protocolos 

de Sambrook105
• 

7.2 REACTIVOS EMPLEADOS EN EL TRABAJO 

7.2.1 Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas 

Cepas bacterianas Carateristicas relevantes Fuente 

E. coli DH5a DeoR, endAJ, gyrA96, recAJ, re/AJ, Colección del 
'-

supE44 Laboratorio 

E. coli SY327 Cepa bacteriana que contine el factor Colección del 

pir Laboratorio 

E. coli BL21(DE3) B F- dcm ompT hsdS ( rB-rnB-) gal A. Colección del 

(DE3) Laboratorio 

S. typhi CVD908 Cepa vacuna! mutante en aroC y Colección del 

aroD Laboratorio 

s. typhi CVD908 Contiene los genes aph y sacB dentro Dr. James Galen 

óaroC ::sacB-aph del /ocus aroC 

S.typhi CVD908 Contiene el gene de la 17pol dentro Colección del 

flaroC-t7rnapol del locus aroC Laboratorio 

S. typhi 9,12,Vi:d Cepa silvestre Colección del 

Laboratorio 
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7.2.2 Tabla 2. Plásmidos empleados 

Plásmidos Características relevantes Fuente 

Pbluescript (SK+) Vector de clonación Stratagene 

PniBr3 Vector derivado de pnirBTETIS Chatfiel et al 

(1992) 

PKTN701 Plásmido suicida Donated by Dr. M. 

Nishibuchi 

PJG12 Plásmido suicida que contiene el Dr. James Galen 

cassette aroC-sacB-aroC 

PRAZI Contiene el gene aph dentro del Este trabajo 

locusaroC 

PRAZ2 Plásmido suicida que contiene el Este trabajo 

gene aph dentro del locus aroC 

PRAZ3 Contiene el gene de la 17 poi bajo Este trabajo 

el promotor nirB 

PRAZ4 Plásmido suicida que contiene el Este trabajo 

'·'·' 
pnir8-17pol dentro del locus aroC. 

·· PJRD184 Vector de clonación Heusterspreute et 

al (1985) 
'.e 

' 

PIQ Plásmido derivado de pJRDl84 Este trabajo 

que contiene el promotor 17 

PIQ-13-0AL Contiene el gene Jaez bajo el Este trabajo 

. ,• 
promotor 17 

PIQ-LUC Contiene el gene luc bajo el Este trabajo 
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promotor 17 

PCMV.SPORT-Jl- Contiene el gene lacZ bajo el GibcoBRL 

gal promotor de CMV 

PT3/T7-LUC Contiene el gene /uc bajo el Clontech 

promotor /ac 

7.2.3 Tabla 3. Oligonucleótidos usados en este trabajo 

Nombre Sequencia Fuente 

T7P-1 ATGAACACGATTAACATCGCTAAG GibcoBRL 

T7P-2 GTTTACGCCGTGTCAATGTTCAAC GibcoBRL 

T7P-3 TTACGCGAACGCGAAGTCCGACTC GibcoBRL 

N1RT7P-1 GGCCCAGGATCCTAATCATCCACAGGAG GibcoBRL 

ACTTT 

CTGATGAACACGATTAACATCGCTAAGA 

NIRT7P-2 CCAGGGAAGCTAGCAGATCTTTAC GibcoBRL 

GCGAACGCGAAGTCCGA 

NIRT7P-3 GGCAATCCGGATCCTTCAGGTAAAT GibcoBRL 

TTGATGTACATCAAAT 

PT7-1 GCTAATACGACTCACTATAGGGAGAATT GibcoBRL 

CGAGCT 

PT7-2 ACGTCGATTATGCTGAGTGATATCCCTC GibcoBRL 

TTAAGC 

PT?LUC-1 CCCGGAAGATCTTAATACGATTCACTAT GibcoBRL 

AGG 

PT?LUC-2 CCCCTAGCTAGCCTTTTTAGTTACCTATA GibcoBRL 

ce 
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AroC-1. TfCCCAGCTGGAGCTCATGGCAGGAAAC GibcoBRL 

ACAATfGGA 

AroC-2 TfCCCAGCTGGAGCTCTfACCAGCGTGG GibcoBRL 

AATCTCTGT 

AroC-3 GGGTATCGTCGATGGCGTGC GibcoBRL 

. AroD-1 ATGAAAACCGTCACCGTAAA GibcoBRL 

AroD-2 TCAGGCGTfGTGCAGAATCA GibcoBRL 

7.3.- CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS 

Las cepas bacterianas E. co/i BL2l(DE3) y S. typhi CVD908óaroC::sacB-aph fueron 

caracteriz.adas antes de su empleo. E. co/i BL2l(DE3) fue caracterizada por PCR, para 

lo cual se resuspendio una colonia de la cepa en 50 µl de agua inyectable, se hirvío por 

10 minutos y se centrifugó por 5 minutos a 13000 rpm. Se usaron 10 µl de sobrenadante 

para amplificar por PCR la forma truncada del gene de la T7 RNA polimerasa con los 

iniciadores T7P-2 y T7P-3, el fragmento amplificado tiene un tamaño de 1376 pb. 

La cepa S. typhi CVD908óaroC::sacB-aph tiene integrado en el locus aroC los genes 

sacB y aph, el primero codifica para una levusocrasa, la cual confiere susceptibilidad a 

la cepa bacteriana a sacarosa, y el segundo gene codifica para una aminoglicósido 

fosfotransferasa, que confiere resistencia a kanamicina. Por tanto, la cepa S. typhi 

CVD908óaroC::sacB-aph presenta el fenotipo Kmr, Cml', sucrose•, al inocular la cepa 

bacteriana de forma independiente en cajas de LB con sacarosa al 10%, Cloranfenicol 6 

Kanamicina. 
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7.4.-CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS 

Las bacterias empicadas y generadas en este trabajo se muestran detalladamente en la 

tabla l. Las cepas fueron crecidas en medio Luria broth (LB, Gibco), conteniendo el 

antibiótico correspondiente en las concentraciones de 100 µg ampicilina /mi (Ap; 

· Sigma, St. Louis, MO); 25 µg Kanamicina/ml (Km; Sigma); 50 µg cloranfenicoVml ( 

Sigma). 

Las cepas vacunales de S. typhi fueron crecidas en medio LB en presencia de 

0.0lo/o{w/v) p-hidroxibenzoato (DHB, Sigma). La inducción bacteriana en condiciones 

de anaerobiosis se realizó creciendo una semilla hasta la fase logarítmica (AbSroonm= 

1.0), e inoculando tubos de 50 mi con l 00 µI del inóculo bacteriano en medio 

tioglicolato 2x (Difco) hasta 1.0, O.O a 600 r¡m. La cepa vacuna! cointegrante fue 

curada en medio LB con DHB y sacarosa al 10%. La selección de cepas integrantes se 

realizó en cajas de medio LB con DHB y el correspondiente antibiótico o sacarosa al 

10%. 

7.5.- CONSTRUCCION DE LA CEPA S. typhi CVD908QaroC-t7mapo/. 

Los plásmidos empleados y construidos, así como la secuencia de los iniciadores se 

describen en la tabla 2 y 3 respectivamente. La cepa vacuna! S. typhi CVD9080aroC­

t7mapol fue obtenida mediante la integración de la T7 RNA polimerasa en el locus aro 

C, para lo cual se requirió de la construcción del plásmido suicida pRAZ4, el cual 

contiene el gene de la T7 RNA polimerasa delimitado por segmentos parciales de la 

secuencia de aroC. Los segmentos parciales de aroC delimitan al gene de la polimerasa 

recombinante con las secuencias homólogas que se localizan en el cromosoma de la 

cepa vacuna! S. typhi CVD908~oC::sacB-aph (amablemente donado por el Dr. James 

Galen, Center for Development, University of Maryland at Baltimore, USA), 

permitiendo la integración por recombinación homóloga. A partir del plásmido pJG 12 
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se obtuvo el fragmento aroC-aph-aroC, para posteriormente insertarlo en pBluescript 

(Clontech), dando origen al plásmido pRAZl. El plásmido pRAZI fue cortado con 

Sacl/Kpnl, obteniendo el fragmento aroC-aph, que posteriormente se insertó en el 

plásmido suicida pK1N701, previamente digerido con las enzimas Sacl/Kpnl, dando 

origen a plásmido pRAZ2. Se amplificó el gene de la T7 RNA polimerasa a partir de 

DNA genómico de E. co/i BL21(DE3) usando los iniciadores NIRT7P-1 y NIRT7P-2, 

el producto de PCR se insertó en el plásmido pNir3, generando el plásmido pRAZJ. Se 

uso el plásmido pRAZ3 como templado para amplificar nirB-T7RNA polimerasa con 

los iniciadores NIRT7P-2 y NIRT7P-3, el fragmento se insertó en el plásmido suicida 

pRAZ2 en los sitios Nhel/BglII, obteniendose el plásmido denominado pRAZ4. El 

plásmido pRAZ4 se purificó y se electroporó en bacterias electrocompetentes de S. typhi 

CVD908.ti.aroC::sacB-aph (Km', Cml', sucrose" ). Las condiciones de electroporación 

empleadas füeron 2500 volt, 0.025 µF, 0.201 Ohm, 0.005 mseg. La cepa eiectroporada 

fue plaqueada en cajas que contenían cloranfenicoi y kanamicina, lo que pcnnite la 

selección de bacterias que se encuentran en el estadio de cointegración. 

Las bacterias cointegrantes (Km', Cml', sucrose") fueron crecidas en sacarosa al 10% 

por 16 hrs (Gay et al. 1985), condiciones que favor<"cen un segundo proceso de 

recombinación homóloga. Las cepas integrantes de S. typhi CVD9080aroC-t7mapo/ 

(Km",Cml', sucrose') se realizó en cajas independientes con sacarosa al 10%, 

clorartfenicol y kanamicina. Para más detalle del proceso de recombinación ver la 

figura 3. 

7.6 CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LA CEPA S. typhi CVD908!laroC-

17mapo/. 

Las cepa integrante de S. typhi CVD9080aroC-17mapol, después de ser seleccionada 

por el fenotipo en cajas de medio LB con el respectivo antibiótico y sacarosa al 10% , se 

caracterizó por PCR. Se resuspendió una colonia de la cepa vacuna! en 50 µI de agua 

inyectable, se hirvió por 10 minutos y se centrifugó por 5 minutos a 13000 rpm. Se 
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usaron 1 O µl de sobrenadante para amplificar por PCR diferentes regiones del gene de 

la T7 RNA polimerasa y aroC. Los iniciadores empleados para amplificar el gene de 

la T7 RNA polimerasa fueron T7P-I, T7P-2 y T7P-3. La combinación de los 

iniciadores T7P-1- T7P-3 amplifican un fragmento de 2684 pb que corresponde al 

gene completo de la T7 RNA polimerasa, mientras que la combinación T7P-2-T7P-3 

permite la amplificación de una forma truncada del gene de la T7 RNA polimerasa de 

1376 pb. El locus aroC que contiene insertado el gene de la T7-RNApolimerasa fue 

amplificado con los oligos AroC-1 y AroC-2 , obteniendose un fragmento de 

aproximadamente 3200 pb. 

7.7 SECUENCIACION DEL locus aroC EN LA CEPA INTEGRANTE S. typhi 

CVD908naroC-77rnapo/ 

El gene de la T7 RNA polimerasa fue amplificado empleando los iniciadores AroC-1 y 

AroC-2 apartir del DNA cromosoma) de la cepa integrante S. typhi CVD908naroC-

77rnapo/ (GeneAmp(R)PCR System 2400, Perkin-Elmer, Co.). El producto de la 

amplificación fue secuenciado con el kit DNA Big Dye ™ Terrninator Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems), empleando 500 ng del producto de amplificación 

y 8pM del primer AroC3, el cual esta localizado en locus aroC a 100 bp antes del final 

de la T7 RNA polimerasa. La amplificación fue purificada con columnas CENTRISEP 

(Applied Biosystems). 

7.8 OBTENCION DE LOS PLASMIDOS REPORTEROS y 

TRANSFORMACION DE LA CEPA S. typhi CVD908naroC-77rnapol Y E. coll 

BL21(DE3). 

Los oligos sintéticos del promotor T7 denominados PT7-1-PT7-2, fueron insertados 

en el plásmido pJRD184 en los sitios Pstl/Sacl (al plásmido pJRD184 previamente se le 

eliminó un sitio EcoRI que interfería con la estrategia de clonación), para obtener el 
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plásmido plQ, el cual fué cortado con EcoRI. El gene de la Luciferasa (/uc) se obtuvó 

del plásmido pT3ff7-LUC (Clontech, GenBank U02437), digiriendo con EcoRI. Se 

ligó el plásmido pIQ con el gene de la luciferasa generando el plásmido pIQ-LUC. Para 

obtener el sistema reportero de 13-galactosidasa., el plásmido pCMV-SPORT-13gal (Gibco 

BRL) fue digerido con EcoRI/BamHI dando origen al gene de la 13-galactosidasa (lacZ), 

el gene fue clonado en el vector pIQ, el cual previamente se cortó con las enzimas 

EcoRI/BamHI. El plásmido resultante se denominó pIQ-13-GAL. Los plásmidos pIQ­

LUC y pIQ-13-GAL fueron purificados de E.co/i y eletroporados en bacterias 

electrocompetentes de S. typhi CVD908í>.aroC-77mapol y E. co/i BL21(DE3). 

7.9 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LA T7 RNA POLIMERASA EN E. 

co/i SY327. 

Se evaluó la expresión de la polimerasa recombinante en cepas de E. co/i SY327 que 

contenían el gene de la T7 RNA polimerasa en el plásmido suicida pRAZ4 . Se 

indujeron las cepas de E. co/i SY327 en anaerobiosis y se determinó la cantidad de 

bacteria a 600 r¡m. Se obtuvo una pastilla bacteriana correspondiente a Jx108
, la cual 

fue resuspendida en buffer muestra (SOmM Tris-HCL pH 6.8, 100 mM ditiotreitol, 2% 

SOS, 0.1 % azul de bromofenol y JO% de glicerol). Se corrieron 2x 106 y 4x106 bacterias 

en geles de acrilamida al 12.5% en condiciones reductoras. 

7.10 EVALUACION DE LA EXPRESION DE LA T7 RNA POLIMERASA 

INTEGRADA EN EL CROMOSOMA DE S. typhi CVD908í>.aroC-17mapol. 

La producción de RNA mensajero de la T7 RNA polimerasa por la cepa integrante S. 

typhi CVD908í>.aroC-T7mapo/ y E. co/i BL2l(DE3) fue evaluado por RT-PCR. 

A lxl09 bacterias, se les adicionó 500 µl de TRizol® (GIBCO, BRL), se bomogenizó la 

suspensión bacteriana y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos, se 

adicionaron 100 µl de cloroformo a la mezcla bacteriana y se centrifugó a 4 ºC por 15 
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minutos. Se separó la fase orgánica, y se precipitó el RNA total. El RNA total se 

cuantificó y se colocó Sµg de RNA para una reacción de RT-PCR, para este propósito 

se empleo la retrotranscriptasa reversa amv (Boehringer Mannheim). El cDNA obtenido 

fue sometido a una reacción de PCR donde se emplearon los oligos T7P-2 y T7P-3. El 

fragmento amplificado corresponde a una forma truncada del gene de la T7 RNA 

. polimerasa de 1376 pb. Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa 

al 1% teñidos con bromuro de etidio bajo luz UV. 

7.11 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LUCIFERASA 

De cepas bacterianas frescas, se inocularon Sml de medio BHI, hasta una densidad 

óptica de 0.6 a 600 11m. de este cultivo se tomaron 100 µI de bacteria y se inocularon 

SOml de medio 2x de tioglicolato. Las bacterias fueron sonicadas y cuantificadas por 

el método de Bradford. · SO µg de proteínas se colocaron en una placa de 96 pozos para 

determinar la actividad de la luciferasa (Promega E4030). A cada pozo de muestra se le 

adicionó 100 µI de buffer de ensayo de la luciferasa, el cual contiene el substrato 

luciferina y ATP. Inmediatamente se determinó la emisión máxima de luz en un 

luminómetro (Lab-System, Luminoscan). 

7.12 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE P-GALACTOSIDASA 

Se inocularon Sml de medio BHI con la cepa correspondiente, la semilla bacteriana se 

creció hasta una densidad óptica de 0.6 a 600 nm. A 50ml de medio 2x de tioglicolato se 

le adicionaron 100 µI de la semilla bacteriana y se crecieron por 16 horas. Las 

bacterias inducidas se cosecharon y lavaron con solución salina. La pastilla bacteriana 

fue sonicada y cuantificada por el método de Bradford. 50 µg de proteínas de bacterias 

sonicadas fueron colocadas en placas de ELISA en un volumen de SO µI, se 

adicionaron 50 µI de Assay 2x buffer (Promega E2000) y después de 10 minutos se 

realizó la lectura de densidad óptica a 420 11m. 
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8.- RESULTADO~ 

8.1 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS EMPLEADAS 

La cepa E. coli BL21(DE3) fue caracteriz.ada por PCR, empleando los iniciadores T7Pl, 

T7P-2 Y T7P-3. La combinación de los iniciadores T7PI y T7P3 dan un producto de 

-2700 pb, el cual corresponde al gene completo de la T7 RNA poi. La combinación de 

los iniciadores T7P2 y T7P3 amplifican un producto de 1376 pb y corresponde a una 

fragmento parcial del gene de la T7 RNA polimerasa (figura 4), lo cual confirma la 

identidad de la cepa bacteriana. La cepa bacteriana caracterizada por PCR fue usada en 

la evaluación de los plásmidos reporteros pIQ-LUC y pJQ-13-gal, así como en la 

obtención del gene de la T7 RNA polimerasa que fue insertado en el cromosoma de S. 

typhi CVD908. La cepa vacunal S. lyphi CVD908 fue caracteri7.ada por PCR empleando 

los oligonucleótidos aroC-1, aroC-2, aroD-1 y aroD-2. En la figura 28, se muestran 

los productos de la amplificación que corresponden a las formas truncadas de estos 

genes, responsables de la auxotrofia a aminoácidos aromáticos por la cepa vacunal, 

según se muestra en el esquema de la ruta biosintética de aminoácidos aromáticos en 

Salmonella (figura 2A). 

La cepa CVD908llaroC::sacB-aph presentó el fenotipo Km', Cml', sacarosa' 1, la cual 

fue evaluada creciendo la cepa en cajas de agar LB con los antibióticos respectivos o en 

presencia de 10% de sacarosa (figura S). La cepa S. typhi CVD908 óaroC::sacB-aph 

caracterizada fenotípicamente, fue empleada para la integración del gene de la T7 RNA 

polimerasa en el locus aroC por recombinación homóloga. 

8.2 OBTENCION DE LA CEPA S. typhi CVD9080aroC-17mapol. 

El plásmido suicida pRAZ4, se obtuvo por una serie de pasos de clonación que se 

ilustran en la figura 6. El plásmido suicida pKTN701, el cual fue empleado en la 
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construcción del plásmido pRAZ4 fue caracterizado con enzimas de restricción 

previamente a su uso generando el patrón de restricción esperado ( figura 7). El gene de 

la T7 RNA polimerasa empleado en la generación del plásmido pRAZ3 se obtuvo a 

partir de DNA genómico de la cepa H. co/i BL21(DE3), empleado los iniciadores 

NIRT7P-1 y NIRT7P-2, amplificando el gene completo de la T7 RNA polimerasa, con 

el tamaño correspondiente de 2.7 kb (figura 8). El plásmido pRAZ3 fue empleado 

como templado para una segunda amplificación del gene de la T7 RNA polimerasa con 

el promotor nirB y la secuencia de unión al ribosoma, el nuevo fragmento de PCR 

obtenido se empleó en la generación del plásmido pRAZ4. El plásmido suicida pRAZ4 

se verificó con enzimas de restricción (datos no mostrados) y por PCR, empleando los 

iniciadores AroC-1, AroC-2, T7P-l y T7P-2 (figura 9). El resultado <le PCR demuestra 

que el plásmido suicida pRAZ4 contiene el cassette aroC-T7pol, lo cual corresponde a 

un producto de PCR de 3.2 Kb, además de amplificar también el gene completo de la 

T7 RNApol con los iniciadores respectivos. 

El plásmido pRAZ4 fue purificado a partir de E. co/i SY327 y fue electroporado en S. 

typhi CVD908~aroC::sacB-aph, las bacterias electroporadas fueron sembradas en cajas 

con cloranfcnicol y kanamicina, las bacterias cointegrantes tienen el fenotipo Km', Cml', 

sacarosa• (figura 10). Una clona cointegrante fue seleccionada y curada, creciendo la 

cepa por 16 hr en presencia de sacarosa al l 0% y plaqueando posteriormente en cajas sin 

antibiótico en presencia de DHB, en diferentes diluciones, en la figura UA se muestra 

una serie de diluciones realizadas para obtener colonias independientes, que llevaron a 

cabo la segunda recombinación, las clonas fueron posteriormente seleccionadas por su 

fenotipo de resistencia a sacarosa al 10%, y sensibilidad a kanarnicina y cloranfenicol. 

En la figura figura 118 se muestra el patrón de resistencia a Km, Cml y sacarosa de 

l 00 colonias independientes, donde se demuestra que el 100% de las clonas perdieron el 

gene de sensibilidad a la sacarosa, aproximadamente el 98% fueron sensibles a 

kanamicina por perdida del gene apM, mientras que el 75% de las clonas fueron 
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sensibles a cloranfenicol, lo cual indica la desinserción del plásmido suicida del genoma 

de S. typhi CVD908. Las clonas que fueron Km", cm1•, sacarosa• se seleccionaron para 

su posterior análisis por PCR (figura llC). 

Las cepas S. 1ypht CVD9080aroC-17mapol (Km", cm1•, sacarosa•), se analiz.aron por 

PCR, los iniciadores empleados para amplificar el gene completo de la T7 RNA 

polimerasa fueron T7P-I y T7P-3, generando un fragmento de 2684 pb, y para 

amplificar la forma truncada se emplearon los iniciadores T7P-2 y T7P-3, el producto 

obtenido corresponde a la forma truncada del gene de la T7 RNA polimerasa de 1376 

pb. Con los iniciadores AroC-1 y AroC-2 se amplificó una banda de aproximadamente 

3200 pb correspondiente al casete aroC- 17 mapo/ , el cual contiene el gene de la T7 

RNA polimerasa bajo el promotor pnirB. Como controles del experimento se realizaron 

amplificaciones del DNA genómico de S. typhi CVD908 y S. typhi 9, 12, Vi:d, con las 

combinaciones de iniciadores mencionadas con anterioridad. En la figura 12 se muestra 

el resultado de una clona de S. lyphi CVD9080aroC-17mapo/ que da un producto de 

amplificación el gene de la T7 RNA polimerasa parcial y de forma completa, mientras 

que S. typhi CVD908 fue negativa a la amplificación de la polimerasa de forma parcial 

o completa. La amplificación para el frat,'lllento aroC, demuestra que la S. typhi 

CVD9080aroC17mapol contiene integrado dentro del locus aroC el gene de la T7 

RNA polimerasa, mientras que S. typhi CVD908 amplifica el locus aroC truncado con 

un tamailo de 400 pb, por otra parte, S. typhi 9, 12, Vi:d muestra el fragmento del gene 

aroC silvestre de aproximadamente 1 J JO pb. 

8.3 SECUENCIACION DEL SITIO DE INTEGRACIÓN DEL GEN DE LA T7 
RNA POUMERASA EN S. typlli CVD9080aroC-T7,,1apol 
A partir de la cepa S. typh(CVD9080aroC-17mapol se obtuvo DNA genómico, el 

cual se empleo para la amplificación del /ocus aroC con los iniciadores aroC-1 y aroC-2. 

Posteriormente se empleó como templado el producto de PCR obtenido, y mediante el 
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uso del iniciador aroC3 se realizó el proceso de secuenciación del extremo 5 · del locus 

aroC, para poner de manifiesto el sitio exacto de integración del gene de la T7 RNA 

polimerasa en el genoma de S. typhi CVD9080aroC-77mapol • Como se puede 

observar en la figura 13, el gene del la T7 RNA polimerasa fue integrado 

aproximadamente a 150 pares de bases del inicio del gene aroC en cirientación 

. negativa con respecto al promotor de aroC.. 

8.4 EVAI.IJACION DE LA EXPRESION DE LA T7 RNA POLIMERASA. 

Todas las construcciones que contiene el gene de la T7 RNA polimerasa bajo el 

promotor nirB fueron evaluadas después de su construcción. El primer plásmido 

obtenido con el gene de la polimerasa fue pRAZ3, este plásmido fue transformado en E. 

coli DH5a y se evaluó su expresión en geles de acrilamida al 12.5% en condiciones 

reductoras. En la figura 14 se muestran diferentes concentraciones de bacteria donde se 

observa claramente la presencia de una banda correspondiente a la T7 RNA polimerasa 

recombinante de aproximadamente 107 kDa. El plásmido suicida pRAZ4 fue 

transformado en E. co/i SY327 y diferentes clonas fueron seleccicinadas y crecidas en 

medio luria con cloranfenicol hasta la fase logarítmica, 4xl06 bacterias fueron corridas 

en geles de acrilamida SDS-PAGE al 12.5%, demostrando la expresión de la proteína 

recombinante de 107 kDa (figura 15). El plásmido suicida RAZ4 fue purificado de una 

clona de E. co/i SY327 positiva para la expresión de la T7 RNA polimerasa, y fue 

electroporado en bacterias electrocompetentes de S. typhi 6aroC::sacB-aph, las bacterias 

fueron seleccionadas como se mencionó con anterioridad y las clonas integrantes del 

gene de la T7 RNA polimerasa demostrado por su fenotipo y genotipo, fueron 

preparadas para correr protefnas totales en geles de acrilamida SDS-PAGE al 12.5%, 

sin embargo, no se detectó a simple vista la protefna con:espondiente a la polimerasa, la 

cual es de 107 kDa. Esto puede deberse a su baja expresión, ya que únicamente se 

integró una sola copia del gene en el genoma bacteriano (figura 16). 



En carencia de anticuerpos específicos para la T7 RNA polimerasa se procedió a 

evaluar la expresión de RNA mensajero por medio de RT-PCR. Se obtuvo RNA total a 

partir de S. typhi CVD9080aroC-17mapo/ inducida en anaerobiosis y E. co/i 

BL2I(DE3) inducida con IPTG. El RNA total fue cuantificado y se realizó un RT-PCR 

en presencia y ausencia de la enzima transcriptasa reversa. Los resultados del 

experimento muestran amplificación de la forma truncada de la T7 RNA polimerasa 

con los oligos T7P-2 y T7P-3 en presencia de transcriptasa reversa. pero no se ve 

amplificación alb'Ulla en ambas cepas inducidas cuando hay ausencia de la transcriptasa 

reversa, lo cual demuestra que es una amplificación especifica del RNA mensajero y no 

por contaminación con DNA genómico de las cepas bacterianas (figura 17). Este 

resultado demuestra que la cepa de S. typhi CVD9080aroC-17mapo/ está produciendo 

RNA mensajero para la T7 RNA polimerasa, y que la concentración de la proteína 

producida es baja que no permite su detección a simple vista en geles SDS-PAGE 

125%. 

8.5 ODTENCION DE LOS GENES REPORTEROS BAJO EL PROMOTOR T7. 

Se sintetizaron oligonucleótidos conteniendo la región del promotor T7, el cual fue 

insertado en el plásmido pJRDI84, obteniendosc la clona denominada plQ. En el sitio 

EcoRI del plásmido pIQ se insertó el gene de la luciferasa. El plásmido obtenido se 

denominó pIQ-LUC y fue digerido con diferentes enzimas de restricción para verificar 

su identidad (figura 18). De manera similar se insertó en el plásmido pIQ el gene de la 

13-galactosidasa, obteniendose el plásmido pIQ-f3-0AL (datos no mostrados). Los 

plásmidos reporteros fueron purificados a partir de E. co/i DHSa y electroporados en 

bacterias electrocompetentes de S. typhi CVD9080aroC-17mapo/ , para evaluar la 

funcionalidad de la T7 RNA polimerasa recombinante. 
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8.6 EVALUACfON DE LA ACTfVIDAH DE LA LUCfFERASA F.N F.L 

SISTEMA DE COJ\fPLEMENTACION. 

Se evaluó la capacidad de la polimerasa de unirse al promotor T7 y transcribir genes 

que dan origen a las proteínas reporteras luciferasa y 13-galactosidasa. La cepa S. typhi 

CVD9080aroC-17mapol fue transformada con los plásmidos plQ-LUC y pIQ-13-GAL 

de manera independiente, y se evaluó la producción del gene reportero mediante la 

cuantificación de fotones emitidos en un ensayo de degradación de la luciferina por la 

luciferasa, y la hidrólisis de ONPG (o-nitrofenil-13-D-galactopiranosido) por la 13-

galactosidasa, tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. En la figura 19 se 

muestran los resultados obtenidos para el ensayo de luciferasa, los cuales muestran la 

producción de la polimerasa solo en condiciones de anaerobiosis, y su 

complementación con el gene reportero bajo el promotor pT7. De forma paralela se uso 

como estándar de comparación a la cepa comercial E. coli BL21(DE3), la cual expresa 

la polimerasa cuando se induce en presencia de IPTG. Comparando la expresión en E. 

co/i BL2l(DE3) y S. typhi CVD9080aroC-17mapo/ no se demuestran diferencias 

significativas en los niveles de actividad de degradación de los sustratos por las 

proteínas reporteras, lo cual indica que la cantidad de polimerasa producida por la cepa 

S. typhi CVD908D.aroC-17mapol es comparable a la cantidad producida por la cepa 

comercial E. co/i BL2l(D3). 

8.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA IJ-GALACTOSIDASA EN EL 

SISTEMA DE C.01\fPLEMENTACJON 

Se indujo la expresión de la T7 RNA polimcrasa en anaerobiosis en la cepa S. typhi 

CVD9080aroC-17mapol, y se evaluo su complementación con el promotor T7. El 

promotor T7 controla la expresión de la 13-galactosidasa. La evaluación de la IJ­

galactosidasa se realizó colocando en una placa de 96 poms, 50 µg de proteínas totales 



de bacterias inducidas y 50 µ1 de buffer de ensayo 2x, el cual contiene el sustrato 

ONPG. Dcspucs de 10 minutos se cuantifico la densidad óptica en un lector de ELISA a 

420T'lm. Los resultados demuestran la expresión de la enzima 13-ga]actosidasa solo en 

las clonas S. typhi CVD908QaroC-17mapol que fueron inducidas en condiciones de 

anaerobiosis (figura 20). 



9.- DISCUSION DE RESIJL TA DOS Y CONCLUSIONES 

Una de las estrategia'! para el desarrollo de nuevas vacunas consiste en el empleo de 

cepas atenuadas bacterianas como acarreadores de antigenos heterólogos. Para este fin, 

se han generado cepas atenuadas de Mycobacterium (BCG), Listeria monocytogenes, 

Salmone//ae y Shigellae , las cuales han sido evaluadas en modelos murinos y por 

pruebas preliminares en humanos. 

Por otra parte, se han empleado también una gran variedad de sistemas de expresión 

de proteínas recombinantes que pueden ser clasificados en dos grupos: los que se 

expresan a partir de plásmidos de expresión y los que son expresados a partir de genes 

integrados en el cromosoma bacteriano. En general, a partir de plásmidos de expresión 

se han obtenido grandes cantidades de la protelna recombinante, dependiendo 

principalmente del promotor y del número de copias del plásmido. Sin embargo, las 

bacterias tienden a perder rápidamente estos plásmidos en ausencia de la presión 

selectiva de antibióticos u otros marcadores de selección. Por otra parte , la expresión 

de genes heterólogos desde el cromosoma bacteriano es más estable, además de no 

requerir de alb'Ún marcador de selección, pero la cantidad de proteína recombinante 

producida es mucho menor. debido principalmente a la presencia de una sola copia del 

gene heterólogo en el cromosoma. 

El sistema de expresión del fago T7 consiste de dos elementos, la proteina T7 RNA 

polimerasa y el promotor T7. La T7 RNA polimerasa, es codificada por un gene de 2.7 

Kb, es una proteína monomérica de 107 kDa y con una gran especificidad a su 

promotor. Su velocidad de transcripción es cinco veces más rápida comparada a las 

RNA polimerasas bacterianas. El promotor T7 es de estructura simple con una 

secuencia de solamente 23 pb "16
• Estos dos elementos pueden ser manipulados 

fácilmente para obtener gran cantidad de RNA mensajero y con ello. gran cantidad de 
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proteína recombinante, tanto en organismos procarióticos como eucarióticos. Este 

sistema binario ha sido empleado en muchas áreas, tales como microbiología, 

virología, biología celular e ingeniería genética. En lo que respecta al campo de la 

vacunología, este sistema ha sido empleado para producir y purificar una gran variedad 

de proteínas antigénicas y RNAs para la inmunización genética. 

Más recientemente se ha empleado el sistema T7 para la expresión de proteínas 

pasajeras en vectores virales y bacterianos. Por ejemplo, en la bacteria gram positiva 

Lactococcus lactis se indujo una expresión elevada del fragmento C de la toxina del 

tétanos bajo este sistema, cuya inmunización en un modelo murino, indujo protección al 

reto con la cepa silvestre productora de la toxina, y que constituyó una alternativa 

prometedora en el desarrollo de vacunas para la inducción de inmunidad en mucosas86
· 

El gene de la T7 RNA polimera ha sido integrado también en el cromosoma de la cepa 

atenuada S. typhimurium SL326 I, y transcomplementado con un plásmido codificando 

la proteína superóxido dimutasa del parásito Acanthochelionema vtteae. Se reportó que 

los plásmidos fueron estables aún en la ausencia de antibióticos, y la bacteria 

recombinante indujo una respuesta fuerte de anticuerpos contra el parásito en 

roedoresio7
• 

En el presente trabajo doctoral, se muestran los resultados obtenidos al integrar la T7 

RNA polimerasa en el cromosoma de la cepa vacuna! Salmonella typhi CVD908, para 

generar la cepa S. typhi CVD9080aroC-17mapol, y su transcomplementación con 

plásmidos que codifican genes reporteros bajo el control del promotor T7. El sistema 

T7 RNA polimerasa/ promotor T7 funcionó eficientemente en S. typhi, el cual fue 

confirmado por la producción de dos proteínas reporteras, luciferasa y la ~­

galactosidasa (figuras 19 y 20 ). La expresión de la T7 RNA polimerasa en esta cepa 
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fue estable sin el requerimiento de antibióticos u otros marcadores de selección y lo más 

importante es que fue inducible, ya que estuvo regulado por el promotor pnirB, el cual 

es un promotor que se induce in vivo o a concentraciones bajas de oxígeno, esto fue 

demostrado por la expresión de la luciferasa y 13-galactosidasa solamente en 

condiciones de cultivo en anaerobiosis (Figure 19 y 20). El sistema del bacteriófago 

. T7 RNA poi/promotor T7 es altamente específico en la cepa S. typhi CVD908!laroC-

77mapo/, ya que no se observó expresión alguna de los genes reporteros en las cepas 

de S. typhi CVD908 que carecieron del sistema T7, y que fueron transformadas coa los 

plásmidos plQ-LUC o plQ-13-GAL. Así también, la actividad residual obtenida entre 

las cepas que carecen del sistema T7, comparada con la cepas S. typhi CVD908!laroC-

77mapo/ carentes de los plásmidos reporteros no fue significativamente diferente. 

Otro punto importante observado en este trabajo es que la cepa s. typhi 

CVD908!laroC-77rnapo/, tuvo un nivel de expresión de las proteínas reporteras de 

manera comparable a la cepa E. co/i BL21 (03 ), la cual es una cepa ampliamente usada 

a nivel mundial en la producción de proteínas recombinantes, aunque en esta cepa la 

T7 RNA polimerasa esta controlada por el promotor placUV5. 

La importancia de la regulación del sistema T7 por el promotor pnirB en la cepa 

vacuna! Salmone//a typhi CVD908 , es que su inducción inicia cuando la bacteria pasa 

a través del tracto digestivo seguido de su acceso a ambientes :;licroaerofilicos, 

posteriormente se puede producir gran cantidad de proteína p~iera cuando la bacteria 

sea tomada por los macrófagos, ya que su residencia en estas células es en el entorno 

fagosomal, iniciandose una eficiente presentación del antígeno al sistema inmune. El 

promotor pnirB ha sido ampliamente usado para dirigir la expresión de protefnas 

antfgenicas heterólogas en acarreadores bacterianos,71 y se le ha observado ventajas 

sobre otros promotores principalmente sobre aquellos que se inducen in vilro, puesto 



que los promotores induccibles in vivo se activan de manera natural al paso del 

acarreador en el hospedero y la actividad persistirá hasta la eliminación de la bacteria 

acarreadora, mientras que los que se inducen in vitro producirán una cantidad de 

antfgeno inicial que luego se agotará, pues no continua su expresión in vivo. 

Hasta el momento los resultados presentados en este trabajo se limitan a experimentos 

in vitro, pero la caractcrfstica de infectar a células presentadoras de antígenos 

profesionales por Salmonella, hace interesante probar a corto plazo esta nueva 

construcción en un modelo murino con antfgcnos relevantes expresados bajo el sistema 

T7, y comparar los resultados con los obtenidos empicando otros sistemas de expresión, 

y asf conocer también la relevancia del sistema T7, in vivo. 

Finalmente, la construcción de la cepa S. typhi CVD9080aroCT7mapol abre la 

posibilidad de intentar nuevas construcciones en donde se integre también el promotor 

T7 controlando el gene de interés en "tandem'', y de esta manera comparar la eficiencia 

de la producción del antígeno con los sistemas en plásmidos. 
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10.- SECCION DE 
FIGURAS 



FIGURAl 

INTERACCION DE LA T7 RNA POLIMERASA CON EL 
PROMOTOR T7 

+ 
• PROMOTOR T7 

T7 RNA POLIMERASA 

Representación esquemática de la estructura del complejo 
T7RNApol-promotor T7. 

En la figura de arriba, se muestran los diferentes dominios de la T7RNA polimerasa. 
Amarillo, dominio encargado del reconocimiento y desnaturalización del promotor 
T7. 
Verde, dominio de anclaje al promotor llamado el "pulgar"(Thumb) de la enzima, 
Azul, dominio de anclaje y estabilización al promotor llamado "dedos" (fingers) 
de la enzima. 
Rojo, dominio que forma el surco de la enzima (sitio activo polimerizante) por 
donde se aloja el promotor T7, también llamado la "palma" de la enzima (palm). 
Las hebras templado y no templado del promotor T7 se muestran en gris y morado, 
respectivamente. Se muestra la secuencia del promotor T7 involucrada en el 
reconocimiento por la T7 RNApol. 
Este esquema fue obtenido de la estructura cristalográfica a 2.4 Aº de resolución del 
complejo T7 RNApol con un fragmento de 17 pb del promotor T7. Graham M.T., 
et. al.Nature, 399:80-83. 

!TESIS CON 
i.I~~A DE ORIGEN 
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FIGURA-2 
A 

ESQUEMA DE LA RUTA METABOLICA DE LA BIOSINTESIS 
AROMATICA EN Sa/111011e/la. 

D - critrosa-4-fosfato 

---aroFGD 
Ácido 3-deoxiarubinoheptulósico 

-a.aroB 
5-dehidroquirrnto 

---aroD 
Ácido 3-dehidroshikímico 

---arnE 
Ácido shikímico 

---- arnL 

Ácido shikímico-3-fosfato 

-----aroA 

3-cnolpiruvil-shikimato-5-fosfato 

B 

ACIDO FOLICO ..... 
l'ABA 

ENTEROQU ELINA .... 
DllB 

TRIPTOFANO 

TIROSINA 

FENILALANINA 

ÁCIDO CORISMICO 

CARACTERIZACION DE LA CEPA Sa/monel/a typhi CVD908 POR 
PCR 

--
-1200 pb 

-400 pb 

2 3 4 5 6 

-750 pb - -350 pb 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Amplificación de los genes aroC y 
aroD de Salmonel/a typhi CVD908 y 
Salmonel/a typhi Ty2 por PCR. 

1.- Pesos Moleculares de 1 Kb. 2.­
Producto de PCR del gen aroC 
silvestre (Ty2), 3.-gen aroC 
incompleto de la cepa vacuna! 
(CVD908), 4.- Gen aroD incompleto 
de la cepa vacuna!. 5.- Gen aroD 
silvestre. 
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FIGURA3 
Representación esquemática de los diferentes estadios en el proceso 

de recombinación homóloga 

A. CEPA PARF.NTAI. 

(Km•, Cml•, Sacarosa>) 

uroC 
sacB-aph 

aroC 

c. C:EPA COINTEGRANTF. 

S. typhi CVD908ti.aroC::sac8-aph-T7pol 

(Km•, Cml', Sacarosa•) 

aroC sacB-aph uroC 

-1 ................. ~·~·~~ .. 11t1•ti--~pit- D. SEGUNDA RECOMBINCION 

ar~(' 1 ur!c cut ur!c: .,,!e 
sacB-aph T7¡ml gene 

E. CEPA INTEGRANTE 

S. typhi CVD908.fl:lroC-T7rnapo/ 

(Km•, Cml', Sacarosa ') 

arnC 
T7po/gcnc 

¡mirB 
aroC 

uroC 
sacB-aph 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

MobRN 

uroc.· 
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FIGURA4 

CARACTERIZACION DE E. coli BL21(DE3) POR PCR. 

1 2 3 4 5 6 7 8 12345678 
~~-. \-.--------------..-.-,-.:;.: --7~-c·:-.~~~---

= .. . 
2700pb-~-- . - ........ -

PANELA 

!.-Pesos Moleculares IKb. 2,3, 5,6 y 8.- Clonas individuales de E. co/i 
BL21(D3). 4,7.- Clonas individuales de E.coli DH5a.. Iniciadores 
T7J>I y T7P3 

PANEL B 
1.- Pesos Moleculares 1 Kb. 2 a 8.- Clonas individuales de E. co/i 
BL21(DE3). Iniciadores T7PI y T7P2. 

Mediante un ensayo de PCR se amplificó el gen de la T7 RNA 
polimerasa a partir de clonas individuales de E. coli, empleando 
diferentes juegos de iniciadores. 
Todas las clonas verificadas amplifican el fragmento 2700 pb que 
corresponde al gen completo • y el fragmento de 1376 pb, que 
corresponde para una fonna truncada del gen de la T7 RNA polimerasa. 
indicando la identidad de E. co/i (BL21 (DE3), la cual tiene integrado en 
su genoma el gen de la T7 RNA polimerasa. 
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FIGURA 5 

CARACTERIZACION DE S. typhi CVD908aroC::sacB-aph! 

La cepa vacuna! S. typhi CVD908QSacB::aph presenta delecciones en los Iocus 
aroC y aroD. Dentro del locus aroC esta insertado el gen aph en tandem con el gen 
sacB. El gen aph confiere resistencia a kanamicina, mientras que el gen sacB le da 
sensibilidad a sacarosa al 10%. Por lo tanto, el patrón fenotipico de esta cepa 
vacuna! es Kanamicina resistente, Sacarosa al 10% sensible. 
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FIGURA6 

OBTENCION DEL PLASMIDO SUICIDA pRAZ4 
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FIGURA 7 

CARACTERIZACION DEL PLASMIDO SUICIDA pKTN701 
CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

23 45678 

~~~~. -~~~~ Lr/t~~ 
- :,;'· ~:if~::.;··." . ·¡ 

L __ :~~L_·' ~~: ____ ::__· -·---,~~---;~4~ 

Se purificó el plásmido a partir de la cepa E.coli SY327 y se procedió a 
mapearlo mediante un análisis de restricción con las siguientes enzimas: 

PATRON DE RESTRICCION pKTN701 
CARRIL 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

ENZIMA No. SITIOS 

Pesos moleculares Ikh 
BamHI 
Pstl 
Clal 
Hindlll 
EcoRI 
EeoRV 
EcoRV 

2 
2 
1 
2 
1 
2 
2 
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FIGURAS 

AMPLIFICACION DEL GEN DE LA T7 RNA POLIMERASA A 
PARTIR DE DNA CROMOSOMAL DE E. coli BL21(DE3) 

Se amplificó el gen de la T7 RNA polimcrasa a panir de DNA cromosomal de E. coli 
DL21(DE3). Los iniciciadores empleados fücron NIRT7P-I y NIRT7P-2. El producto 
de PCR fue umplificndo bajo las condiciones mostradas a bajo. 

12 3 45678 

• -- ------ ~2.7Kb --

1.- PM 1 Kb. 2,3,4,5,6,7 y 8 clonas individuales de E. coli BL21(D3) 

REACTIVO 

dNTPs200µM 
Buffer IOX 
MgS04 
iniciador 1: 
PNIRT7P-I 
iniciador 2: 
NIRT7P-2 
Vent DNA polimerasa 1 U/µI 
DNA cromosomal de bacteria 
hervida 
Aguo inyectable 

Total 

CANTIDAD TEMP(ºCl TIEMPO 

3 µI 
3 µI 
1.5 µl 

1.5 µI 

1.5 ~·' 
1 µI 

5 µI 
13.5 µl . 

30µ1 

94 3min 

95 15seg 
70 45 seg 
72 3 min 

72 5min 

TESIS CON 
ti'AI.Lf. DE ORIGEN 

CICLOS 

1 

30 

1 
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FIGURA 9 

CARACTERIZACION DEL PLASMIDO SUICIDA pRAZ4 
POR PCR 

2 3 4 5 6 7 

•

1 ,+-- 3.2 Kb 
_., • ··· 

1+-- 2.7 Kb 

1.- Pesos moleculares 1 Kb 
2 y 6 .- pRAZ4 (iniciadores para AroC). 3 y 7 .- pRAZ4 
(iniciadores para T7pol). 4 y 5.- pKTN701 (iniciadores pura T7pol) 

El plásmido suicida pKTN701 fue modificado por una serie de 
pasos de clonación hasta dar origen al plásmido suicida pRAZ4, el 
cual contiene en el locus aroC. el gen de la T7 RNA polimerasa. En 
la figura se muestra la amplificación del locus aroC a partir del 
plásmido pRAZ4 y del gen de la T7 RNApol a partir del plásmido 
pRAZ4 y pKTN701. Las condiciones de amplificación son las 
mismas que se muestran en la figura 8. Como templado se empleo 
100 ng de cada plásmido. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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FIGURA 10 

CEPAS COINTEGRANTES 

El plásmido pRAZ4 fue purificado a partir de E. coli SY327 y 
fue electroporado en S. typhi CVD90SóaroC::sacB-aph, las 
bacterias electroporadas fueron sembradas en cajas con 
cloranfenicol y kanamicina, las bacterias cointegrantes tienen el 
fenotipo Km', Cml', sacarosa• 

K= Kanamicina, C = Cloranfenicol, S = Sacarosa, SA = Sin 

antibiótico. TESIS CON 
N TT A DE ORTC1F.N 
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FIGURA llA 

CURACION DE CEPAS COINTEGRANTES 

Una clona cointegrante fue seleccionada y curada, creciendo la cepa 
por 16 hr en presencia de sacarosa al 1 0% y plaqueando 
posteriormente en cajas sin antibiótico en presencia de DHB, en 
diferentes diluciones. Arriba se muestra una serie de diluciones 1: 1 O 
realizadas para obtener colonias independientes, que llevaron a cabo la 
segunda recombinación. 

Entre las colonias aisaladas se pueden encontrar bacterias que aún 
contienen el plásmido suicida cointegrado y bacterias curadas, es 
decir, las que integraron el cassette aroC-T7 RNApol o bien la cepa de 
inicio que contiene el cassete aroC-aph-sacB. 

TESIS CON 
F'ALLA DE ORIGli'~ 
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FIGURA-llB 

SELECCIÓN DE COLONIAS 
INTEGRANTES 

Medio LB-agar, DHB 0.1 % 

En la figura 11 B, se muestra el patrón de resistencia a Km, Cml y 
sacarosa de 100 colonias independientes, donde se demuestra que el 
100% de las clonas perdieron el gen de sensibilidad a sacarosa, 
aproximadamente el 98% fueron sensibles a Kanamicina por perdida 
del cassette aph/-sacB, mientras que el 75% de las clonas fueron 
sensibles a cloranfenicol, lo cual indica la desinserción del plásmido 
suicida del genoma de S. typhi CVD908. 

Las colonias que crecieron en kanamicina presentan el genotipo de 
la cepa original. 

Las colonias que crecieron en Cloranfenicol presentan el genotipo de 
la cepa cointegrante. 

. . . ' . 

Las colonias que no crecieron· en clorimfenicol ni en kanamicina, 
pero si en sacarosa a({IO~/pres(fnian el genotipo de la cepa 
integrante, es decir; de la cepa S. ,Yphi CVD908Q aroC-t7rnapol. 

TESIS CON 
. P~.U.P. DE ORIGli'N 
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FIGURA llC 

FENOTIPO FINAL DE 
LA CEPA S. typhi CVD908Q aroC-t7rnapol 

En la figura de arriba se muestran cuatro clonas individuales de S. 
typhi CVD90SO.aroCT7rnapo/, las cuales fueron sensibles a 
kanamicina y cloranfenicol, pero resistentes a sacarosa al 10% ( Kms, 
CmlS, sacarosa'>. Se seleccionó la clona 1 para su posterior análisis 
por PCR , figura de abajo. S = sacarosa al 10%, C = Cloranfenicol, 

K= Kanamicina, SA =Sin antibiótico. 

TESIS CON 
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FIGURA 12 

Caracterización de la cepa S. (i'phi CVD9080aroCT7rnapol 
por PCR 

1 2 3 4 5 6 7 

.1200 

2684 

CVD908-T7RNApol Silvestr 

Las cepas S. lyphi CVD908f2aroCT7rnapol (Km•, Cml', sacarosa' ), füe 
analizada por PCR. Los iniciadores empicados para amplificar el gen 
completo de la T7 RNA polimemsa fueron T7P-l y T7P-3(fragmento de 
2684 pb), y para amplificar la forma truncada se empicaron los 
iniciadores T7P-2 y T7P-3 ( 1376 pb). Con los iniciadores AroC-1 y 
AroC-2 se amplificó el cassette aph-sac (3200pb). Como controles del 
experimento se realizaron amplificaciones del DNA genómico de S. 
typhi CVD908 y S. typhi 9, 12, Vi:d, con las combinaciones de 
iniciadores mencionadas con anterioridad. 

La amplificación para el fragmento aroC, demuestra que la S. typhi 
CVD90Sf>.aroCT7rnapo/ contiene integrado dentro del locus aroC el 
gen de la T7 RNA polimerasa, mientras que S. typhi CVD908 amplifica 
el locus aroC truncado (400 pb), por otra parte, S. typhi 9, 12, Vi:d 
muestra el fragmento del gen aroC silvestre ( 111 O pb). 

1376 

1100 

400 
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FIGURA 13 

SECUENCIACION DEL EXTREMO 5' DEL GENE 

aroC de la cepa S. typhi CVD9080.aroCT7rnapol 

t1roC 

G 1 P L T E A U L t7r11t1pol 
GGC ATC CCG TTG ACG GAG GCC GAT CTG 

\ 

~roA FAf'DSE LID 

------ ~GAACTCGAAGTC~GAC~TGTC 

/f((ffiTT!ll:r[,\aICrJiCTili\TCCTA[,G(C(J.G/MWMGCCCa:Tc mGGCGlhC11.GGATC1Til((((j\¡\CT(GMGTCCGACTCTMGATGTCAC GGAG 
rn zo .lo ~1~ 10 no 10 so 100 110 110 

~CCGGAAGTCHGGCATTITGTCCIAT TGAGACTCGTGWCTGGTClGC GAAC TGGTC GTAG AAATCAGC (AGTACHCAC AAG l(TCATA t 
¡ 140 1so 100 110 isa 190 ?0\1 210 120 

t7r11apo/ 

Se obtuvo DNA genómico de la cepa S. typhi CVD90SD.aroCT7rnapo/ 
y mediante el uso de los iniciadores aroC-1 y aroC-2, se amplificó el 
cassette aroCTlrnapo/ . El producto de PCR obtenido fue secuenciado 
en el extremo 5' del locus aroC empleando el iniciador aroC-3. 
Como se puede observar en la figura, el gen del la T7 RNA polimerasa 
fue integrado aproximadamente a 150 pares de bases del inicio del gen 
aroC en orientación negativa. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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FIGURA 14 

EXPRESION DE LA T7 RNA POLIMERASA EN E. coli 
DH5a. TRANSFORMADA CON EL PLASMIDO pRAZ3. 

kDa 2 3 4 5 6 7 8 9 

111 - ;;::. -4-l07KDa 
73 ·- - -

"""u "'t .. 
47.5 ·-~··· ........ 

""' 
;;;;;;; i'-

33.9 --· '-' .,;, ., 

28.8 
~ 

1 Vol. ~~~uestra 18 8 6 6 4 4 2 2 

A partir de un stock de bacterias hervidas en buffer muestra de 1x109 bact/ml 
se colocaron 8, 6,4 y 2 ~11 de bacterias, según el orden mostrado en el gel 
SDS-PAGE que se muestra arriba, los cuales corresponden a 
8xl06,6xl06,4xl06 y 2 x106 bacterias respectivamente. Los carriles 2,4,6 y 8 
corresponden a E. co/i DH5a pNir3; los carriles 3,5,7 y 9 corresponden a E. 
co/i DH5a pRAZ3. 
El gel muestra una prote!na recombinante muy expresada en la cepas que 
contienen el gen de la T7 RNA polimerasa, que no está presente en la cepa 
transformada solo con el vector plasmidico. La polimerasa recombinante 
presenta el tamaño esperado de 107 KDa. 
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FIGURA 15 

EXPRESION DE LA T7 RNA POLIMERASA EN E. coli SY327 
TRANSFORMADA CON EL PLASMIDO pRZA4 

kDa 1 2 3 4 9 

111 
107 kDa 

73 

33. 

28. 

El plásmido suicida pRAZ4 fue transformado en E. co/i SY327 y 
diferentes clonas fueron seleccionadas y crecidas en medio luria con 
cloranfenicol hasta la fase logarítmica, 4x 106 bacterias fueron 
corridas en geles de acrilamida SDS-PAGE al 12.5%, demostrando la 
expresión de la proteína recombinante de 107 kDa. 
1.- Pesos Moleculares. 3,4,5, 7 y 9.- Proteínas de clonas individuales 
de la cepa SY327 pRAZ4. 2, 6 y 8.- Proteínas de clonas individuales 
de la cepa SY327 pKTN701. 

TESIS CON 
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FIGURA 16 

EV ALUACION DE LA T7 RNA POLIMERASA EN S. typhi 
CVD908QaroCT7rnapol 

kDa 2 3 4 5 6 7 8 

111 107 kDa 

73 

47.5 

33.9 

28.8 

Las clonas integrantes del gen de la T7 RNA polimerasa 
caracterizadas por su fenotipo y genotipo, fueron analizadas en geles 
de acrilamida SDS-PAGE al 12.5%. La polimerasa recombinante no 
se detectó a simple vista, desde las cepas integrantes. Esto puede 
deberse a su baja expresión, ya que únicamente se integró una sola 
copia del gen en el genoma bacteriano. 

Se corrieron proteinas totales de 1X106 bacterias de las siguientes 
cepas: l.- PM. 2.- CVD908aroCaph-sacB. 3.- SY327 pRAZ4. 4,5,6 y 
8 .-Clonas individuales CVD9080.aroCT7rnapol. 7.- CVD908. 

TESIS CON 
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FIGURA 17 

EV ALUACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA T7 
RNA POLIMERASA DESDE LA CEPA S. typhi 

CVD9080.aroCT7rnapol 

1 2 3 4 5 6 

+1376 pb 

TRI - -f"l f"l 
lilol lilol 

~ e Q es es ¡ ~ - -N N c. c. = ..;¡ ..;¡ r- r- r- > = = ~ ~ ~ l;.J 

Se procedió a evaluar la expresión de RNA mensajero por medio de 
RT-PCR. Se obtuvo RNA total a partir de S. typhi 
CVD9080.aroCT7rnapo/ (-T7pol) inducida en anacrobiosis y E. 
coli BL21(DE3) inducida con IPTG. 
Se realizó un ensayo de RT-PCR en presencia y ausencia de la 
enzima Transcriptasa reversa (RT). Los resultados del experimento 
muestran amplificación de la forma truncada de la T7 RNA 
polimcrasa con los oligos T7P-2 y T7P-3 en presencia de 
Transcriptasa reversa, pero no se ve amplificación alguna en ambas 
cepas inducidas cuando hay ausencia de la Trnnscriptasa reversa, lo 
cual dcmucstm que es una amplificación específica del RNA 
mensajero y no por contaminaciún con DNA genómico de las cepas 
bacterianas. 
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FIGURA 18 

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO plQ-LUC 

1 2 3 4 5 

" 

5000. ~ ---3000. 

1600. --
1000. 

500. 

t:r'oMI 

~-JOOO pb 

6 7 

......, 

-

Hpal 
Smal 
t.:dcl 
0&111 
Xbal 

8 
':I'._ ... • 

Clal 
ltindlll 

Pvull l'>'UI &oRV t<hcl 

-5650 pb 

Se sintetizaron oligos conteniendo la región del promotor T7, el cual fue 
insertado en el plásmido pJRD184, obteniendose la clona denominada plQ. 
En el sitio EcoRI del plásmido plQ se insertó el gen de la lucifcrasa. El 
plásmido que se obtuvo se denominó pIQ-LUC, y fue digerido con 

diferentes enzimas de restricción para verificar su identidad . 

1.- Pesos moleculares 1 Kb; 2.- Plásmido sin digerir; 3.- Hindlll (5650 pb); 
4.- Pvull (5650 pb); 5.- Smal (5650 pb); 6.- Kpnl (Sin digerir); 7.- EcoRI 
(650, 1200, 3700 pb). 8.- Plásmido sin digerir. Tamafto del inserto.- 1850 
pb. Tamafto del vector.- 3800 pb. Tamafto total.- 5650 pb. 

TESIS CON 
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FIGURA 19 

TRANSCOMPLEMENTACION DEL GEN DE LA T7 RNA 
POLIMERASA CON EL PLASMIDO plQ-LUC EN S. (vphi 

CVD908!laroCT7rnapol 
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200 
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Se evaluó la capacidad de la T7 RNA polimerasa de unirse al promotor 
T7 y transcribir el gen que da origen a la proteína reponera 
lucili:rasá. La cepa S. ~1phi CVD9080.aroCT7rnapo/ fue transformada 
con el plásmido plQ-LUC, y se evaluó la producción del gen reportero 
mediante la cuantificación de fotones emitidos en un ensayo de 
degradación de la luciferina por la luciferasa, tanto en condiciones 
aeróbicas como anaeróbicas. 

Los resultados obtenidos para el ensayo de luciferasa muestran la 
producción de la polimerasa solo en condiciones de anacrobiosis, y su 
complementación con el gen reportero bajo el promotor pT7. 
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FIGURA 20 

TRANSCOMPLEMENT ACION DEL GEN DE LA 
T7 RNA POLIMERASA CON EL PLASMIDO plQ-j3-GAL EN 

S. typhi CVD9080.aroCT7rnapol 

E 
i:: 

o 
N q; 
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mp1Q 
• plQ·P·GAL 

S. tJphlCVl)Q(JS E. ,·o/i Bl2/IDEJ) 

Anaerobios is Acmhio•i• +IPTG 

Se evaluó la capacidad de la T7 RNA polimerasa de unirse al 
promotor T7 y transcribir el gen que da origen a la proteína 
reportera 13-Galactosidasa. La cepa S. typhi CVD908!2aruCT7mapal 
fue transformada con el plásmido p1Q·J3·GAL y se evaluó la 
producción del gen reportero. 

Se colocó en una placa de EL.ISA de 96 pozos, 50 éJg de proteínas 
totales de bacterias inducidas y 50 ' '1 de buffer de ensayo 2x, el cual 
contiene el sustrato ONPG. Después de 10 minutos se midió la 
densidad óptica en un lector de ELISA a 420nm. Los resultados 
muestran la expresión de la enzima J3-galactosidasa solo en las clonas 
S. typhi CVD908!2aroCT7mupol que fueron inducidas en 
condiciones de anaerobiosis. 
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