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INTRODUCCION. 

El surgimiento de nuevas técnicas de biología molecular ha 

permitido obtener adelantos en el estudio de determinantes de 

virulencia, lo cual ha generado valiosa información que podría 

ayudar en el futuro a la resolución de enfermedades infecciosas. 

La salrnonelosis es un problema de salud a nivel mundial. En 

nuestro país la fiebre tifoidea (FT), una enfermedad entérica de 

carácter invasivo, cuyo agente causal es Salmonella typhi (S. 

typhi), constituye un problema de salud. 

s. typhi en una enterobacteria gram-negativa perteneciente al 

serotipo 9,12,d, Vi. Esta bacteria penetra al organismo vía tracto 

gastrointestinal, usualmente por ingestión de comida o agua 

contaminada con heces de humano. Durante cierta etapa de la 

enfermedad, s. typhi produce bacterernia. (Finlay and Falkow, 1989; 

Calva et al., 1988). 

La fiebre es la principal manifestación clínica de la FT; sin 

embargo, dentro de la sintomatología común de esta enfermedad se 

presentan intensos dolores de cabeza, debilitamiento general y 

diarrea (Calva et al., 1988). 

S. typhi, corno todas las bacterias grarn negativas, tiene una 

envoltura celular femada por una membrana externa y un membrana 

interna, divididas por un espacio periplásrnico. La membrana externa 

está formada en su mayoría por lípidos, lipopolisacáridos y 

proteínas (Benz, 1988) . 
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Las proteínas de membrana externa (PME), que se encuentran 

expuestas a la superficie de la célula, pueden ser valiosas en el 

diagnóstico de la FT, ya que son reconocidas por sueros de 

pacientes con FT (Calderón et al, 1986; Verdugo-Rodríguez et al., 

1993a,b). Además, se ha reportado que estas proteínas son 

inmunogénicas, es decir, son capaces de inducir inmunidad 

protectora contra S. typhi y S. typhimurium, en modelos 

experimentales en ratón (Isibasi et al., 1988; Udhayakumar et al., 

1987). 

En E. coli las PME más abundantes son OmpC, OmpF y OmpA. Se ha 

reportado que OmpA es una proteína estructural de la membrana, 

mientras que OmpC y OmpF juegan un papel importante, no sólo por 

formar parte de la estructura basal de la membrana, sino también 

por formar poros, por lo cual reciben el nombre de porinas (Osawa 

and Mizushima, 1983; Benz, 1988). De esta forma, las porinas OmpC 

y OmpF en Escherichia coli, producto de los genes ompC y ompF, 

respectivamente, facilitan el transporte de pequeñas moléculas a 

través de la membrana por difusión pasiva, sirven como receptores 

para varios bacteriófagos y facilitan el transporte de colicinas 

(Mizuno et al., 1983; Misra and Benson, 1988). 

Las bacterias muestran una gran capacidad para responder a 

pequeñas fluctuaciones en sus alrededores y dar una respuesta 

adaptativa rápida. Las señales dentro del citoplasma y en el 

ambiente son usadas para controlar la actividad celular que medía 

un tipo particular de respuestas (Stock et al 1989b) . 
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En E. coli, la síntesis de OmpC y OmpF es influenciada por la 

osmolaridad del medio. OmpC es preferencialmente producida en alta 

osmolaridad, mientras que la expresi6n de OmpF es predominante en 

baja osmolaridad (Van Alphen and Lugtenberg, 1977; Hall and 

Silhavy, 1979). Se ha demostrado que el oper6n ompB, conformado por 

los genes ompR y envZ, interviene en la regulaci6n de la expresi6n 

de OmpC y OrnpF a nivel transcripcional. 

El mecanismo molecular responsable del acoplamiento 

estímulo/respuesta, a menudo involucra dos tipos de componentes: 

una proteína-histidina cinasa (PHK), proteína sensora que detecta 

estímulos extracelulares o intracelulares, la cual transmite la 

señal a una segunda proteína reguladora de respuesta (PRR) ; por lo 

cual también recibe el nombre de sistema regulatorio de dos 

componentes. 

Las proteínas Envz y OmpR conforman un ejemplo de este 

sistema. Estudios de pares regulatorios análogos, tales como 

CheA/CheY, PhoR/PhoB, NRn/NR1 Y vlrA/Vlra• muestran gran similitud 

estructural y funcional. A. Stock y colaboradores (1989), 

reportaron que hay cuatro regiones altamente conservadas en las 

PHK, una de las cuales contiene el residuo His, en el cual se lleva 

a cabo la fosforilaci6n; las otras tres regiones se encuentran 

formando un dominio hom6logo de aproximadamente 100 aminoácidos 

(aa), localizado en la regi6n carboxi-terminal. Además, las PHK 

presentan regiones hidrof6bicas características de secuencias que 

cruzan la membrana. Algunos de los miembros de esta familia son 

3 



EnvZ, PhoR, PhoM, CheA y NRu• Por otro lado, todas las PRR 

presentan un dominio homólogo de aproximadamente 100 residuos, 

localizados en la región amino-terminal; en algunos casos, las PRR 

se clasifican en tres subfamilias, definidas por la homología entre 

sus dominios e-terminal. Los pares regulatorios (PRR), 

correspondientes a las PHK mencionadas anteriormente, son: OrnpR, 

PhoB, ORF2, CheY y NR1 , respectivamente (Gross et al., 1989; Stock 

et al., 1990). 

Envz (PHK) es una proteína de membrana interna de 450 aa, que 

existe en una proporción muy baja en la bacteria, menos de 10 

copias por célula. Su topología es similar a la de las proteínas 

transductoras quimiotácticas de E. coli y S. typhimurium; y consta 

de dos domines transmembranales: un dominio de receptor 

periplásmico y un dominio de señal citoplásmico, en donde se 

localiza el residuos His243 sitio de la fosforilación. (Forst et 

al., 1987). OmpR (PRR) es una proteína citoplásmica de 239 aa que 

se encuentra en mayor proporción que Envz. La región amino-terminal 

de OmpR sirve como sustrato para la fosforilación por Envz y se 

piensa que el dominio carboxi-terminal modula la función de unión 

al DNA (Slauch and Silhavy, 1990; Harlocker et al., 1993). 

Modelos propuestos para el mecanismo de regulaci6n de las 

porinas por OmpR/Envz, proponen que Envz (PHK) actúa como una 

molécula sensora que se autofosforila en el residuo de His243 

cuando la presión osmótica es alta. EnvZ fosforilada (EnvZ-P) es 

capaz de transferir el fosfato a la OrnpR (PRR), en los residuos de 

aspártico en las posiciones 11, 12 y 55. OmpR fosforilada (OmpR-P) 
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se convierte así en una proteína activa, capaz de unirse a regiones 

específicas del DNA. (Delgado et al., 1993; Russo and Silhavy, 

1991). 

OmpR se une a dos diferentes motivos en el DNA, la caja A 

(sitos de alta afinidad para OmpR-P) y las cajas B (sitios de baja 

afinidad para OmpR-P), localizadas en las regiones promotoras de 

ompF y ompC. En un modelo propuesto por J. B. Stock (1989) y 

colaboradores, se describe que, en baja osmolaridad, en donde los 

niveles de OmpR-P son bajos, se activa la transcripción de ompF por 

unión de OmpR-P a sitios de alta afinidad (caja A), en la región 

regulatoria de ompF. Por otro lado, en medio de alta osmolaridad, 

la cantidad de OmpR-P es mayor, así que OmpR-P puede unirse a 

sitios de menor afinidad (cajas B) en la región promotora de ompF 

y ompC, reprimiendo la transcripción de ompF y activando la de 

ompC, como se muestra en la Fig.1 (Stock et al., 1989). 

Cepas de E. coli, mutadas en los genes ompR y envz, han sido 

extensamente caracterizadas en un esfuerzo para entender como 

controlan la expresión de OmpC y OmpF. Los fenotipos de las cepas 

mutadas son muy variados y no se presentan en mutaciones 

específicas; es decir, un mismo fenotipo lo puede dar mutaciones 

puntuales diferentes en el mismo gene, o puede ser provocado por 

una mutante en ompR o una en envz (Stock et al., 1989 b). Por otro 

lado, en experimentos en los que se removió el gene envz, se 

observó la expresión de OmpC y OmpF; esto podría explicarse 

pensando que otra PHK puede actuar en lugar de Envz para fosforilar 

OmpR (Forst et al., 1988) . La posibilidad de una regulación cruzada 
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ha sido demostrada in vitro, verificando que OmpR puede ser 

fosforilada por CheA o NRrr (Wanner, 1992). 

Diferentes experimentos con mutaciones, han revelado que ompR 

y envZ no intervienen exclusivamente en la regulación de OmpC y 

OmpF. Entre los genes regulados por OmpR, se encuentra una 

proteasa de membrana externa opr (Stock et al., 1989). Mutaciones 

sin sentido en envz pueden afectar la síntesis de MalE, LamB y la 

proteasa cpr, entre otras (Gibson et al., 1987). 

OmpR y Envz son requeridos para la expresión normal del gene 

tppB, el cual codifica para la tripéptido permeasa. Este efecto es 

directamente a nivel transcripcional y no es una consecuencia de la 

reducción en la síntesis de porinas; además, la expresión de tppB 

no es controlada osmóticamente (Gibson et al., 1987). Otros genes 

son reprimidos por un mecanismo dependiente de EnvZ/OmpR, éstos 

incluyen a phoA y phoE, así como los genes involucrados en el 

transporte de fierro. Este mecanismo de represión no está bien 

entendido, pero podría involucrar la unión de OmpR-P a sitios de 

baja afinidad en regiones promotoras de los genes. (Case et al., 

1986; Lundrigan and Earhart, 1981). 

Considerando los comentarios descritos anteriormente, se ha 

comprobado que OmpR y EnvZ forman un sistema regulatorio 

pleiotrópico (Stock et al., 1989). 

Por otro lado, se ha descrito la presencia de las proteínas 

OmpC y OmpF en S. typhimuriwn (Sato and Yura, 1979) y se observó 

que su expresión, en respuesta a la osmolaridad, es similar a la 

descrita para E. coli (LiljestOm et al., 1982 a,b; 1987). Asimismo, 
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se aislaron los genes ornpR y envz en esta bacteria, mostrando una 

gran homología comparados con los de E. coli ( ver tabla II, 

Apéndice I). (Liljestróm et al., 1988). 

En un estudio de virulencia se demostró que mutaciones sólo en 

ornpC u ornpF, no afectan la virulencia de S. typhirnuriurn en el 

sistema de ratón, mientras que una mutación en ornpR presenta un 

estricto efecto en la virulencia de esta cepa, siendo altamente 

atenuada in vivo (Dorman et al., 1989). Por otro lado, se demostró 

que en cepas que llevan dobles mutaciones (en ornpC y ornpFJ, 

resultaron en la atenuación de la virulencia de una cepa de S. 

typhirnuriurn; sin embargo, el nivel de atenuación no es el mismo que 

cuando la mutación es en ornpR, ya que el efecto de esta última es 

más estricto. Este hecho podría explicarse si tomamos en cuenta que 

mutaciones en ornpR son altamente pleiotrópicas, mientras que 

mutaciones en ompCy ornpF, los cuales son genes estructurales, son 

específicas (Chatfield et al., 1991). Tambien tenemos información, 

que cepas de Shiegella flexneri mutadas en ornpB se ven atenuadas en 

su virulencia (Bernardini et al., 1993; 1990). 

En nuestro laboratorio se observó la expresión de las 

proteínas OmpF y OmpC en S. typhi (Fig. 2); la proteína OmpF se 

expresa en respuesta a la osmolaridad del medio, de igual forma que 

en E. coli, mientras que Ompc responde de forma diferente, es 

decir, no reprime su expresión en baja osmolaridad (Puente et al., 

1991). Se realizó tambien el aislamiento y caracterización del gene 

ompC de S. typhi y se observó que la expresión de OmpC de S. typhi 

en E. coli es dependiente del activador transcripcional OmpR de E. 
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coli, como se puede ver en la Fig. 3, (Puente et al., 1987; 1989; 

1991) . Esto nos sugirió que en S. typhi podría haber un mecanismo 

de regulación similar al de E. coli y S. typhimurium (OmpR/EnvZ), 

que tuviera diferencias que resultaran en una diferente respuesta 

a la osmolaridad del medio. 

Con base en lo descrito anteriormente, algunas preguntas que 

nos gustaría contestar son: 

- ¿Existe en Salmonella typhi un mecanismo de regulación 

similar al de E. coli y S. typhimurium (OmpR/EnvZ)? 

- Si es el caso, los genes que codifican para estas proteínas 

¿se encuentran agrupados en un operón de igual forma que en 

E. coli y en S. typhimurium, o se encuentran dispersos? 

- ¿Qué tan parecidos son estos genes a los ya aislados en 

otras enterobacterias? 
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ANTECEDENTES 

Los antecedentes producidos por nuestro grupo de investigación 

para la caracterización de las proteínas de membana externa (PME) 

de s. typhi son: 

- La caracterización inicial de las PME como inmunógenos 

(Verdugo-Rodríguez et al 1993 a,b,c). 

- Clonación de los genes para las proteínas de membrana 

externa OmpF-1 y PhoE (Puente, 1987; Fernández et al., en 

preparación). 

- La clonación y caracterización del gene para la PME OmpC 

(Flores, 1988; Puente et al., 1987; Puente, 1988; Puente et 

al., 1989). 

- La expresión de OmpC de S. typhi es diferente a la de E. 

coli en respuesta a la osmolaridad del medio. Fig. 2 (Puente 

et al., 1991). 

- La expresión de OmpC de S. typhi en E. coli es dependiente 

del activador transcripcional OmpR de E. coli. Fig.3 (Puente 

et al., 1991). 
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OBJETIVOS 

1- Aislamiento de los genes ompRy envz de Salmonella typhi. 

2- Caracterización inicial de dichos genes. 

MATERIALES Y METODOS 

Los materiales y métodos utilizados en este estudio se 

encuentran descritos en los pies de figura del apéndice. 

Preparación de proteínas de membrana externa (PME) . 

Las células fuerón cultivadas en medio LE (medio de Luria) y las 

fracciones de membran insolubles en tritón X-100 fueron obtenidas, 

como describe Matsuya et al (1984) . 

Gel de poliacrilamida para electroforésis. 

La preparación de PME fue sujeta a electroforesis (lOh en lOmA), en 

gles de poliacrilamida, preparados con 11% de acrilamida, 0.3% bis

acrilamida y 6M urea. Los geles fueron teñidos con azul brillante 

de Coomassie. 
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RESULTADOS 

Los resultados que cubren los objetivos de este trabajo son 

descritos con detalle en el apéndice. 

En resumen, la estratégia que se siguió fue: 

I) Identificación de la existencia de los genes ompR y envZ 

en S. typhi, por medio de una hibridación tipo "Southern" 

del DNA de S. typhi, utilizando como sondas los genes 

ompR y envZ de S. typhimurium (apéndice: Fig. 1). 

II) Aislamiento de un bacteriofago recombinante, conteniendo 

los genes ompR y envz de s. typhi . Para es to se 

utilizó un banco genómico de S. typhi, en el fago lambda 

1059, realizando los siguientes pasos: 

a) Rastreo de fagos recombinantes que pudieran contener 

las secuencias de ompR y envZ, mediante el método de 

Benton y Davis (como se describe en el pie de figura 

del apéndice, Fig: 2). 

b) Se hacen agrupamientos de fagos (cinco fagos por 

grupo), utilizando fagos alrededor de la señal 

positiva por hibridación, en el muestreo anterior. 

c) Digestión del DNA de los grupos de fagos con 

enzimas de restricción e hibridación tipo "Southern• 

utilizando como sonda ompR y envz de s. typhimurium, 
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para identificar si alguno de los agrupamientos 

contiene un bacteriófago que llevara las secuencias 

buscadas, (apéndice: Fig.2 lineas a, b, c y dl. 

d) Elección de un agrupamiento que dió señales positivas 

de hibridación (apéndice: Fig.2 lineas d). Este 

agrupamiento se amplificó y se utilizó para separar 

fagos individuales que pudieran contener las 

secuencias buscadas (como se describe en el inciso a) . 

el El DNA de los fagos individuales se digirió con 

enzimas de restricción y se determinó si contenían 

ompR y envz por medio de hibridación tipo "Southern", 

utilizando como sondas ompR y envZ de S. typhimurium. 

f) Algunos de los fagos mostraron el mismo patrón de 

restricción (Fig. 4) e hibridaron de igual forma con 

ompR y envz de s. typhimurium, por lo que concluímos 

que se trataba del mismo fago. A este fago se le 

designó MB2. (apéndice: Fig. 3). 

IIIl Aislamiento y clonación de los genes ompR y envz de S. 

typhi. 

al Se purificaron fragmentos de DNA conteniendo ompR, 

envz y ompB de S. typhi. Esto se realizó digiriendo 

el fago MB2 con EcoRI/SacI, de donde se obtuvo un 

fragmento de 1.3kb que contiene el gene ompR; con 

BglII obtuvimos un fragmento de 3. Okb que lleva el 

gene envz; y con SacI un fragmento de 4 . 2kb que 

contiene el operón ompB completo. Los fragmentos 
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fueron detectados por hibridación tipo "Southern" , 

utilizando como sonda ompR, envZ y ompB de S. 

typhimuriwn. (apéndice: Fig. 2, lineas e y f). 

bl Se subclonaron los fragmentos purificados en vectores 

tipo plásmido pUC, obteniendo los plásmidos pIM12, 

pIMlB, pIM25, pIM26 y pIM30 (apéndice: Fig. 3). 

IV) Secuencia y Análisis de la secuencia. 

al Se obtuvo la secuencia nucleotídica de los genes 

clonados, por el método de secuenciación de doble 

cadena de Sanger (apéndice, Fig. 4). 

b) Se analizó la secuencia nucleotídica usando el 

programa GeneWorks (Intell, Genetics, Inc., Mountain 

View, Ca., USA); (apéndice: sección e, Tabla II y III 

y Figs . 4, 5 y 6) . 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

Al inicio de este trabajo se planteron varias preguntas, de la 

cuales ahora podemos dar respuestas. 

En S. typhi existe un operón ompB equivalente al descrito para 

E. coli y S. typhimurium (Udhayakumar and Muthukkaruppan, 1987; 

Liljstróm et al., 1988), el cual se aisló y caracterizó. La 

discusión detallada de la secuencia se hace en la sección e, del 

apéndice. Se observó una gran similitud entre el operón ompB de S. 

typhi, S. typhimurium y E. coli. Sin embargo, el hecho de que sean 

tan similares no descarta que los genes ompR y envz estén 

involucrados de forma diferente en la regulación de la expresión 

del gene ompC de S. typhi en respuesta a la osmolaridad; ya que se 

ha observado en mutantes de E. coli reportadas (Tabla I), que 

cambios puntuales en ompR o envz, que producen un cambio a nivel de 

aminoácidos (aa), resulta en un cambio en el fenotipo de PME en 

respuesta a la osmolaridad (ver Tabla I). 

Un primer planteamiento nos conduce a preguntarnos si el aa 

354 de la proteína Envz de S. typhi puede estar involucrado en la 

diferente respuesta regulatoria de la proteína OmpC (apéndice: 

Tabla III). Si analizamos la Tabla I, podremos notar que en Envz de 

E. coli, la mayoría de las mutaciones reportadas se encuentran 

cercanas al residuo His243 (residuo blanco de la fosforilación) y 

sólo una mutación cae alejada de esta región, la mutación envZ30, 

la cual cambia Tyr351Ser. Además, las mutaciones reportadas en OmpR 

de E. coli no están localizadas en una región específica, sino que 

se encuentran dispersas a lo largo de la proteína. Cabe hacer notar 
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TABLA I. 
Mutaciones en el oper6n ompB que afectan la expresión de OmpC y OmpF en E. coli. 

GENE Y CARACTERISTICAS ALELO MUTACION FENOTIPO REFERENCIA 

ompR ompR • AspllAla ompC' ompF' Delgado et al., 1993. 
717 nucle6tidos. ompR • Asp12Ala ompc+ ompF' Delgado et al., 1993. 
Codifica para una ompR • Asp12Gln ompc+ ompF Brissete et al., 1991. 

Arg15Cys ompC" ompF Nara et al., 1986a,b. proteína de 239 aa. ompR36 
Residuos importantes ompR44 Arg71Cys ompC"* ompF1• 1 · Nara et al., 1986a,b. 
para la Oll!PR • Asp55Gln ompc+ Oll!PF Nakashima et al., 1991. 
fosforilaci6n: ompR • Asp55Ala ompC' ompF' Delgado et al., 1993. 
Asp 55, 11 y 12. ompR96A Glu96Ala ompC- ompF Nakashima et al., 1991. 

ompR115s Arg115Ser ompC- ompF Nakashima et al., 1991. 
ompR20 Arg150Cys ompC- ompF' Nara et al., 1986a,b. 
ompRlOl Gly164 a ompC- ompF Nara et al., 1986a,b. 

Argl82 
ompR119 Val203Met ompC- ompF' Nara et al., 1986a,b. 
ompR Val203Gln ompC- ompF' Harlocker et al., 1993 

envz envz Ala193Val ompc+ ompF Harlocker et al., 1993. 
1350 nucleótidos. envZ Glu212Lys ompc+ ompF Harlocker et al., 1993. 
Codifica para una envZ3 Ala219Val ompC' ompF' Waukan and Forst, 1992. 
proteína de 239 aa. envZ Gly240Glu ompC" ompF Waukan and Forst, 1992. 
Residuo importantes envZ473 Val241Gly ompC" ompF Waukan and Forst, 1992. 
para la envZll Thr247Arg ompC" ompF Waukan and Forst, 1992. 
fosforilación: envz Arg253His ompc+ ompF Harlocker et al., 1993. 
His 243. envZ30 Tyr351Ser ompC' ompF'- Kanamaru et al. , 1989. · 

+ : expresión similar a la de E. coli silvestre (se regula según la osmolaridad del medio). 
- : no hay expresión (en ninguna condición de osmolaridad). 
c : expresión constitutiva (se expresa en baja y alta osmolaridad). 
± : expresión similar a la de E. coli silvestre pero en menor cantidad. 
* : expresión constitutiva pero un poco reducida en baja osmolaridad. 
(+):expresión similar a la de E. coli silvesstre pero no se reprime por completo en baja osmolaridad. 
+ : se expresa en alta osmolaridad y se reprime en baja osmolariadad. 

mutaciones puntuales dirigidas; las que no están marcadas son espontáneas. 



que la mayoría de estas mutaciones fueron expontáneas. Además la 

Tabla III del apéndice nos muestra que la proteína OmpR, a nivel de 

aa sólo tiene dos cambios entre S. typhi, S. typhimurium y E. coli, 

mientras que EnvZ presenta veintidos. Sólo uno de éstos, en la 

posición 354, es diferente tanto en la Envz de E. coli como en la 

de S. typhimurium; los demás se conservan con una o con la otra. 

Esto nos sugiere que la diversidad genética de Envz es mayor que la 

de OmpR. 

Por otro lado, en la misma forma que los cambios cercanos al 

residuo conservado His, en las PHK, afectan a la expresión de las 

PME (Tabla I), la simple sustitución Tyr351Ser en EnvZ de E. coli, 

adyacente a una de las cuatro secuencias conservadas en los 

miembros de la familia de Envz, la secuencia Asn343-X-X-X-Asn-Ala, 

dió como resultado la perdida de la capacidad de fosforilar y 

defosforilar a OmpR. Estos resultados sugieren que esta región 

puede tambien jugar un papel importante en la reacción de 

fosfotransferencia EnvZ-OmpR (Kanamaru et al., 1989). 

El cambio de aa Gly354Cys en s. typhi (ver apéndice: Tabla 

III), se encuentra en la misma región que la mutación Tyr351Ser de 

E. coli, por lo que este cambio podría tambien estar involucrado en 

la reacción de fosfotransferencia EnvZ-OmpR. Por otro lado, no es 

un cambio por un aa equivalente; por el contrario, el cambio es por 

un aa (Cys) con un grupo lateral sulfhidrilo, muy reactivo. Al 

analizar la secuencia, encontramos la presencia de un sólo residuo 

más de Cys, en la región de esta proteína que se propone se 

encuentre en el citoplásma. Así, el cambio de Gly354Cys podría 
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traer como consecuencia la formación de un puente disulfuro y esto 

provocar un cambio conformacional que, a su vez, dé como resultado 

que la respuesta regulatoria sea diferente, o bien, pudiera ser que 

debido a la reactividad de este grupo hubiera interacciones con 

otros factores en el medio que alteren el mecanismo de regulación. 

La formación de enlaces disulfuro entre residuos Cys ha sido 

estudiado extensamente, algunas proteínas que contienen enlaces 

disulfuro en su doblamiento conformacional, requieren este, para su 

estabilidad. Pocas proteínas citoplásmicas son conocidas que formen 

puentes disulfuro, esto es debido a las condiciones redox del 

ambiente, que en el citoplasma son muy reductoras y la formación de 

un enlace disulfuro provee más estabilidad a un doblamiento 

conformacional en un ambiente oxidante. Sin embargo, la 

conformación de la proteína puede estabilizar el enlace disulfuro 

entre dos residuos Cys, ya sea por interacciones de carga, 

formación de puentes de hidrógeno u otros (Creighton, 1993). En 

este caso, en la región citoplásmica de la proteína hay 38 

aminoácidos polares, 25 con carga positiva y 30 con carga negativa, 

lo cual puede propiciar interacciones polares y/o de carga que 

coloquen a los residuos Cys en posiciones cercanas, de tal manera 

que pueda formarse el enlace disulfuro. 

La importancia del cambio en el aa 354 de Envz debe ser 

determinada, para lo cual, una primera estrategia es hacer 

mutaciones sitio dirigidas, cambiando el residuo Cys 354 por Gly 

que es el aa que se encuentra en E. coli y en S. typhimurium, para 

ver su efecto sobre la expresión de ompC en respuesta a la 
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osmolaridad. Así mismo, se pudieran realizar los cambios 

respectivos en E. coli y S. typhimurium. 

Por otro lado, la regulación de OmpC y OmpF de S. typhimurium, 

reportada por el grupo del Dr. Tapio Palva (1982a,b; 1987) y 

colaboradores, no ha podido ser reproducida en nuesto laboratorio, 

por lo que las diferencias en Envz observadas en el apéndice: Tabla 

III, a nivel de aa de S. typhi con respecto a E. coli (y 

conservadas con S. typhimurium), deben ser consideradas. 

Otra forma para estudiar si ompR y envz de s. typhi 

intervienen en la diferente expresión de OmpC, con respecto a la 

osmolaridad, es mediante ensayos de complementación. En el 

laboratorio contamos con varias cepas que presentan mutaciones en 

ompR o envz, lo que les confiere un fenotipo de PME diferente al de 

una cepa tipo silvestre (Tabla II y Fig. 5). A este respecto, 

podemos realizar ensayos de complementación transformando estas 

cepas con los plásmidos que lleven los genes de S. 'typhi y ver que 

efecto causa en el fenotipo, en diversas condiciones ambientales. 

Sin embargo, se debe tener cuidado con este experimento, ya que se 

ha visto en experimentos similares, realizados por otros grupos, 

que el efecto en el fenotipo puede ser alterado por muchos 

factores, tales como el efecto multicopia de genes clonados y las 

condiciones de crecimiento. 

Para realizar los experimentos de complementación, se debe 

contar con los controles adecuados, tales como los genes ompR y 

envz de E. coli y s. typhimurium, las cepas silvestres, y, de 

preferencia, que los genes se encuentren en un vector común y de 
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Tabla II. 

Cepas Bacterianas. 

Cepa Genotipo Fenotipo 

E. coli 
• MC4100 F-, delta (1ac) U169araD139, rpsL150, Ompc•, QmpF+ 

relAl, thiA, flbB5301, ptsF25, 
derivada de E.coli K-12 

• MH760 MC4100, ompR472, ma1Q•, recA OmpC-, OmpFc 

• MH1461 MC4100, envZll malQ', tpo· QmpCc, QmpF-

• MH1160 MC4100, ompRlOl Ompc·, OmPF-

• MH225.101 MC4100, ompRlOl, cl>(ompC'-lacZ')10-2s OmPC-, QmpF-

• MH513 .101 MC4100, ompRlOl, cl>(ompF'-1acZ')l6-23 Ompc·, OmpF-
s. typhi 
• IMSS 1 9,12,d,vi serotype clinical strain Ompc•, OmpF' 

+ expresión similar a la de E. coli silvestre (se regula según la osmolaridad). 
- no hay expresión en ninguna condición de osmolaridad. 
e expresión constitutiva (se expresa en baja y alta osmolaridadl • 
el> fusión. 
~ cepas tipo silvestre. 
t cepas mutadas en ompB. 

Referencia 

Hall and Silhavy, 1981a . 

Mizuno et al., 1988. 
Hall and Silhavy, 1981a. 
Nara et al., 1986a, b. 
Russo and Silhavy, 1991. 
Russo and Silhavy, 1991. 

Puente et al., 1987 . 
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Fig.5 Patrón electroforético de preparaciones de PME de S. typhi 

(lineal); MC4100 (linea 2); MH760 (linea 3); MH1461 (linea 

4); MH1160 (linea 5); MH225.101 (linea 6) y MH513.101 (linea· 

7). El genotipo y fenotipo de cada cepa se describe en la 
i 
1 

Tabla II. Las posiciones de OmpC, OmpF y OmpA, se muestran en¡ 
1, 

el margen izquierdo para S. typhi y en el margen derecho para 1 

E. coli.. Las bacterias fueron crecidas en medio LB. 
- 1 



bajo número de copias. En muchos estudios de complementación, se ha 

encontrado que un gene ompR clonado en plásmidos multicopia es 

dominante al del cromosoma en la respuesta a la osmoregulación. Sin 

embargo, la expresión dominante de los genes clonados en plásmidos 

multicopia no fué siempre el caso. Se observó una expresión 

dominante de fenotipos OmpF-, Ompc-, en ciertos casos, dependiendo 

de las mutaciones y las complementaciones (Nara et al. , 1986) . 

También se ha observado que la sobreproducción de la proteína OmpR 

(del gene ompR clonado en un vector de alto número de copias) 

resulta en la síntesis contitutiva de OmpC, aún en cepas llevando 

una mutación en envZ. (Slauch et al., 1988). 

En otros experimentos de complementación, usando los genes 

ompR o envZ de S. typhimurium, se transformaron cepas mutadas en 

estos genes con un fenotipo OmpF-, Ompc-, de E. coli y S. 

typhimurium. Las cepas complementadas no presentaron un fenotipo 

claro; sólo cuando fueron transformadas con el operón ompB completo 

se obtuvo la expresión normal de las PME, dependiente de la 

osmolaridad del medio. (LiljestrOm et al., 1982 b). 

Con respecto a las condiciones de cultivo, la expresión de 

OmpC es favorecida en presencia de una fuente de carbono 

fermentable, alta salinidad, alta temperatura y anaerobiosis (Hall 

and Silhavy, 1981; Csonka, 1989). Por lo tanto, se debe poner 

atención, tanto para plantear un experimento como para interpretar 

los resultados, en las condiciones de cultivo y en la fase de 

crecimiento en la que se toman las bacterias. El desarrollo de los 

puntos anteriores nos dará la pauta para determinar la 
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participación de OmpR y Envz en la diferente expresión de la 

proteína OmpC, en respuesta a la osmolaridad. 

La información proporcionada hasta ahora sobre la importancia 

de OmpR y EnvZ, en la regulación osmótica de las PME, así como su 

efecto pleiotrópico e implicación en la virulencia de las cepas, 

nos sirve de fundamento para comenzar nuevos estudios en S. typhi 

con los cuales se esclarezca la participación de estas proteínas en 

cada caso. 
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SUMMARY 

In order to better understand the regulation of Salmonella 

typhi OmpC, a major outer membrane protein whose synthesis is not 

repressed at low osmolarity as in Escherichia coli (E. coli) 

(Puente et al., 1991) , we haved isolated and done an initial 

characterization of the regulatory ompB locus from S. typhi. The 

comparison of S. typhi ompB with the respective E. coli and 

Salmonella typhimurium (S. typhimurium) sequences, revealed that it 

is highly conserved, also constituted in s. typhi by an ompR and an 

envz gene. The coding regions overlapped by four base pairs, 

corresponding to proteins OmpR and Envz of 239 and 450 amino acids 

(aa), respectively. The similarity between ompB of S. typhi and E. 

coli was 86. 7%, and between ompB of S. typhi and S. typhimurium was 

98. 7%. The alignments also revealed the conservation of sorne 

important aa, such as Asp55 of OmpR and His243 of Envz. Only one 

change, Gly354Cys of S. typhi Envz, was different with respect to 

ompB of both E. coli and S. typhimurium. 



INTRODUCTION 

Typhoid fever in man is the clinical manifestation of a 

generalized infection by S. typhi, a gram-negative enterobacteriurn 

that enters the body via the gastrointestinal tract. The bacteria 

adhere and penetrate to the intestinal epithelium, and then they 

are ingested by macrophages and transported to the 

reticuloendothelial system, where they multiply and propagate 

throughout the organism (Finlay and Falkow, 1989; Calva et al., 

1988). 

The outer membrane of S. typhi, as in s. typhimurium and E. 

coli, contains a set of abundant proteins, called porins, which 

function as passive diffusione channels for small hydrophilic 

molecules (Nikaido, 1992). Outer membrane protein (OMP) 

preparations have elicited active inmmunity in mice against S. 

typhimurium and s. typhi (Udhayakumar and Muthukkaruppan, 1987a,b; 

Isibasi et al., 1988) and the presence of specific anti-OMP 

antibodies in the sera of patients might be of diagnostic values 

(Calderon et al., 1986; Verdugo-Rodríguez et al., 1993a,b,c). 

Bacteria have shown a great capacity of response to small 

environmental fluctuations, one of them being osmolarity, which 

influences the expression of E. coli porins, OmpC and OmpF (Forst 

and Inouye, 1988). OmpF is preferentially expressed in media of low 

osmolarity, whereas OmpC expression is increased in media of high 

osmolarity (Van Alphen and Lugtenberg, 1977). The E. coli ompB 

locus, which contains two distinct genes, ompR and envz, has been 

identified as the locus that regulates OmpF and OmpC expression at 

the level of transcription (Hall and Silhavy, 1981a,b). The 



ompR/envz genes from S. typhimurium have also been isolated and 

sequenced (LiljestrOm, et al., 1982 a, b). 

EnvZ and OmpR belong to a group of two-component regulatory 

factors, that respond to environmental stimulus (Ronson et al., 

1987; Mizuno and Mizushima, 1990). OmpR, a cytoplasmic protein, is 

the activator that binds to both the ompF and ompC promotors 

(Mizuno et al 1988; Norioka et al., 1986). Envz, a inner membrane 

protein, is thought to sense an enviromental osmotic signa! and 

then to modulate the OmpR function (Hall and Silhavy, 1981 b; 

Matsuyama et al., 1986; Slauch et al., 1988). 

The S. typhi ompC gene was isolated and characterized in our 

laboratory. It codes for a major outer membrane protein (Puente et 

al., 1987; 1989). In S. typhi, in contrast with what happens in E. 

coli, OmpC has been observed to be expressed at the same leve!, 

both at low and high osmolarity. However, the expression of S. 

typhi ompC is dependent on the E. coli OmpR transcriptional 

activator. On the other hand, the synthesis of OmpF in both 

bacteria was regulated in a similar manner. (Puente et al., 1991). 

These findings suggested differences between the mechanisms of 

osmoregulation of gene expression in both bacteria although common 

effectors appeared to be shared. 

We have encountered that s. typhi possesses an EnvZ/OmpR -like 

signal-transducing sensor/regulator system, similar to, the 

corresponding ompB locus in E. coli and s. typhimurium. In this 

paper, we describe its identification, isolation, and initial 

characterization. Various bacteria! strains and plasmids used for 

this purpose are listed in Table I. 



TABLE I 

Bacterial strains and plasmids 

Strain/plasmid 

E.coli HB101 

S. typhi IMSS-1 
S. typhimurum LT-2 

S.arizonae INN-1 

Plasmid.s 
pPLH62 

pPLH65 

pUC19 
pUC18 

Ar/' Ampiciline resistent 
sm• Streptomycin 

Genotype 

F-del(gpt-proA)62 leu supE 44 
ara 14 gal K 2 lacY 1 
del (mcrC-mrrJ rpsL 20(SmRJ 
xyl-5 mtl-1 recA-13 
9,12,d,vi serotype clínica! strain 
Reference strain, 
Herzberg strain (SL937) 
Reference strain 

ApR; cosmid vector, pHC79; 
cloned gene, ompR. 
ApR; cosmid vector, pKN410; 
cloned gene, envZ. 
ApR 
ApR 

Reference 

Maniatis et al., 1982. 

Puente et al., 1987. 
Provided by Dr. B. Stocker 
Stanford University. 
From the Instituto 
Nacional de la Nutrición, 
México City. 

Liljestrom et al., 1982 a. 

Liljestrom et al., 1982 b. 

Yanisch-Perron et al, 1985. 
Yanisch-Perron et al, 1985. 



RESULTS AND DISCUSSION. 

(a) Zdentification of the regulatory o.au>B locus of s.typhi. 

To identify the existence of an ompB locus in s. typhi, 

hornologous to S. typhimurium ompB (Sato and Yura, 1979), plasrnids 

pPLH62 and pPLH65 were used (LiljestrOrn et al, 1982) fer obtaining 

heterologous probes, as described in Fig. 1. By the rnethod of 

Southern (Southern et al., 1975), S. typhimurium ompR and envz 

genes hybridized to a 1.3kb band of S. typhi genornic DNA, cleaved 

with EcoRI/SacI (Fig.1, Panel A, lane b) and with a 3.0kb band of 

S. typhi genornic DNA, cleaved with Bg1II, (Fig.1) respectively. In 

the sarne conditions Salmonella arizonae (S. arizonae) genornic DNA 

hybridized with weak intensity (Fig.1, Panel A and B, lanes e), and 

with E. coli genomic DNA it did not hybridize (Fig.1, Panel A and 

B, lanes d) . If we used less strict conditions of hybridization, 

the E. coli genomic DNA also hybridized. 

(b) zsolation of the s. typhi o.au>R and envz genes. 

Screening of anthe S. typhi genomic library, constructed in 

bacteriophage lambda 1059 (Puente et al, 1987), provided 

recombinant bacteriophages which carried the l.3kb EcoRI/SacI band 

and the 3.0kb Bg1II band (Fig 2, Panel A and B, lanes 5 and 6). One 

phage, designated MB2, was chosen fer further analysis (Fig. 3, 

Panel A). 

(e) Reatriction endonuclease map. 

The restriction endonuclease rnap of the insert, containing the 

ompB locus was constructed. Comparison of the s. typhi ompB operon 



___,3_0 kb 

l.3kb-·- .. ~ .. 
-· -·~· 

o b e d o b e d 

Fig.1. southern blot hybridization of DNA from (a) s. cyphimurium, (b) s. cyphi, (e) 

s. arizonae and (d) E. coli, digested with EcoRI/SstI and hybridized with the s. 

typhimurium ompR gene (Panel A); or digested with BglII and hybridized with the s. 

typhimurium envZ gene (panel Bl . MBTHODS. Chromosomal DNA was extracted and 

purified, from a culture grown overnight, essentially as described by Pitcher et al. 

(1989), with exception that after the cells were lysed with guanidium thiocyanate, 

RNase A was added to a final concentration of 50 µg/ml and the suspension was 

incubated for 15 min at 4°C. 

For the preparation of radiactive probes, plasmids pPLH62 and pPLH65, containing 

the s. typhimurium ompR and envz genes, respectively (LiljestrOm, 1982), were 

digested with EcoRI/SacI and with Bgl!I, respectively. The resulting fragments were 

separated by agarose gel electrophoresis, and those containing ompR ( 1. 3kb) and envz 

(3.0kb) were purified by the Geneclean assay (BiolOl, La Jolla, Ca, USA). They were 

labelled with (alpha-"P)dCTP (3000Ci/mmol; ~JTiersham, U.K.) to 5X109 cpm/~g, using 

a commercially available nick-translation kit (Amersham International, Amersham, 

U. K.), as recomended by the manufacturer. Southern-blot hybridization was done with 

fifty nanograms of digested chromosomal DNA from each strain (Southern et al., 

1975). The filters were subjected to a pre-hybridization prosedure by incubating for 

4h at 42ºC in 5X SSC, lOX Denhardt solution (lX Denhardt is 0.02% each 

polyvinylpyrolidone, Ficoll 400 and bovine serum albumin), SOmM Tris-HCl pll 7. 5, O .1 

mg/ml of heat-denatured calf thymus DNA and 40% formamide. The DNA was hybridized 

for 16h at 42ºC, in a fresh solution of identical composition, containing the 

labeled DNA probes (10 6 cpm per lane), 0.1% sos and 1.0 mM EDTA. subsequently, the 

filters were washed once for 20 min, at 65°c, with O.lX SSC/0.1% SDS, dried and 

autoradiographed. 



PANEL A 
o 

PANEL B 

o 

b e 

b 

d e 

kb 

. .,, y~i.3 
. ; :~. -~·.:· 

d 

Fig.2. Southern blot hybridization of DNA from different pools of five recombinant 

phages, or else of DNA from a single recombinant phage, digested with EcoRI/SstI and 

hybridized with the S. typhimurium ompR gene (Panel A), or digested with BglII and 

hybridized with the S. typhimurium envz gene (panel B), (a) pool 1, (b) pool 2, (e) 

pool 3, (d) pool 4, (e) phage 1 and (f) phage 2; METHODS. A Salmonella typhi 

gene library, in bacteriophage lambda 1059 (Puente et al., 1987), was used for the 

screening of recombinant bacteriophages by hybridiza.tion as described by Benton and 

Davis (Maniatis et al., 1982) with the exception that the denaturing solution was 

0.2M NaOH/l.SM NaCl, the neutralizing solution was O.SM Tris-HCl pH 7.5/3M NaCl, and 

the filters were rinsed in 2X SSC (3M NaCl and 0.3M sodium citrate, pH 7). The DNA 

on the filters was hybridized with the radiactive DNA probes as described for the 

Southern-blot hybridization (see Fig.1), except that the washing conditions were lX 

SSC/0.1% SDS, SOºC. Phage plaques around the hybridization signal were pooled, the 

pool of bacteriophages that presented the appropriate hybridization signal was 

chosen (pool 4, lanes d) far the isolation of individual bacteriophages as described 

above. Two of them hybridized with both probes (lanes e and f). 



with its counterpart in S. typhimurium (Liljestróm et al., 1988), 

revealed the conservation of the all tested restrictión sites. Only 

ene BglII site was added to the restriction map (Fig. 3, Panel A). 

(d) Plasmid Subcloning 

The 1.3kb band, containing ompR, was subcloned into the EcoRI 

and SacI sites of pUC19 and pUC18, to construct plasmids pIM12 and 

pIM18, respectively. The 3.0kb band, containing envZ, was subcloned 

into the BamHI site of pUC19 to construct plasmid pIM30. (Fig. 3, 

Panel B). 

Also, the 4.2kb insert, containing ompB (see Fig. 3, Panel A), 

was subcloned into the SacI site of pUC19, to construct plasmids 

pIM25 and pIM26. The subcloned plasmids have the structure shown in 

Fig. 3, Panel B. 

(e) DNA Sec¡uence determination and analysis. 

The sequencing strategy fer the ompB region of S. typhi is 

shown in Fig. 3, Panel B. The entire nucleotide sequence and the 

amino acid (aa) sequence, deduced, from the nucleotide sequence, 

are shown in Fig. 4. The S. typhi ompR and envZ genes are 

conforming an operon, in the same way as in s. typhimurium and E. 

coli (Hall and Silhavy, 1979; Liljestróm et al., 1982). The open 

translational reading frames are in the same orientation (Fig. 4); 

they also cede fer a 239 aa OmpR protein and fer a 450 aa Envz 

protein. The sequence of S. typhi ompB was compared with the 

corresponding sequences of E. coli and S. typhimurium (Mizuno et al 

1982 a,b; Liljestróm et al., 1988). The homology between the 
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Fig.3. Panel A. Restriction endonuclease map of the ompB region of S. typhi in recombinant 

phage MB2; the continuous line comprises the region that carries the ompB operon, the dotted 

line represents the other part of the DNA insert of S. typhi and arms of the bacteriophage 

lambda 1059 vector. Panel B. Simplified map of the constructed plasrnids and sequencing 

strategy of the S. typhi ompR and envZ genes. Standard procedures (Maniatis et al., 1982) 

were followed for subcloning DNA fragments from recombinant bacteriophage lambda 1059 into 

pUC19, only in the case of pIM18 was vector pUC18 used. For more details on this 

construction, see Results and Discussion, section (d). For the sequencing strategy, 

horizontal arrows-irrdical.-e---i:tre-direction----ancr-exte:¡¡t-of-sequenci-ng--frorrr-each-s±te-;-Alt-lr----

distances are in kb; N-envz represent amino-terminal of envZ gene and C-ompR represent 

carboxy-terrninal of ompR gene. 



Tl'ICGCACACGGGGCATMCGTGATCGTCCCGACAGAATAAATAA'!CGGGTTGCCGATl'MTTGTATATTl'AAGCTGCTGTl'AAATATG=MCMTl'TAGCCTGMATTCATACC -79 
AGM=CTGGTGACTCACGTGA"=iT!'AAGAATACACACTrACA=T'!CCGMCCTr'!CGGAGTACAGACMTGCMGAGAATl'ATAAGATTCTGGTGGT'!CATGACGATATG 42 

-=ir T RiiS MQENYKILVVDDDM 
CGTCTG=CGCTA=AACGITA=AcCGAGCAGGG=CAGG=AAGCGTCGCTAACGCCGAGCAGATGGATCG=CTGACCCG'roAA=rcCATCTCATGGTACTG 162 

~ R L R A L L E R Y L T E Q G F Q V R S V A N A E Q M O R L L T R E S F H L M V L 
GATTTAA'roCTGCCAGGTGAAGATGGTCTGTCGA=TCGTCG=CGTAGTCMAGTAATCCAATGCCGATCATTATGGTCACGGCGAAGGGTGAAGAGGTTGA=TATCGTCGGG 282 

~ O L M L P G E O G L S I C R R L R S Q S N P M P I I M V T A K G E E V D R I V G 
=AAA=CGcCGATGACTACATTCCTAAACCGTTl'MCCCGCGCGAGCTGTmGCGCGTATCCGCGCCGTGCTACGTCGTCAGGCAAACGAACTGCCCGGCGCGCCGTCGCAGGAA 402 

95 L E I G A O O Y I P K P F N P R E L L A R I R A V L R R Q A N E L P G A P S Q E 
GAGGCCGTTATCGCGTTCGGTAAGTTCAAAC'roAACCTCGGTACGCGCGAGATGTTCCGTGAAGATGAACCGATGCCGC'roACCAGC=AG=CGGTACTGAAAGCG'I.TAGTCAGC 522 

llS E A V I A F G K F K L N L G T R E M F R E O E P M P L T S G E F A V L K A L V S 
CATCCGCGCGAGCCGCTCTCTCGCGACAACCTGATGAATCTGGCCCGTGGCCGCGAGTATTCCGCGATGGAACGCTCCATCGACGTCCAGA=ccGCCTGCGCCGTl\TGGTGGAAGAA 642 

llS H P R E P L S R O K L M N L A R G R E Y S A M E R S I O V Q I S R L R R M V E E 
GATCCGGCGCATCCGCGTl'ATA=GACCGTATGGGGC=GCTACGTCTr'!CTACCGGACGG=AAAGCATGAGGCGMTGCGcr=GCCGCGAAGTTCA=cccGCACG 761 

215 O P A H P R Y I Q T V W G L O Y V F V P D G S K A * 
1 M R R M R F S P R S S F A R T 

C'roTTGCTCATCGTCAC=CTGTl'CGTCAGC=TGACGl\CCTACCTGGTGGTGCTGAACTl'CGCGATl'TTGCCGAGCCTCCAGCAGTTl'Al\TAAGG=CTTACGAl\GTCCGT 881 
16 L L L I V T L L F B S L V T T Y L V V L N F A I L P S L Q Q F N K V L A Y E V R 

ATGCTGl\TGACCGATMGCTGCMCTGGAGGACGGCACGCAGTTAGTCGTGCCGCCTGCG=GCCGGGAAATCTATCGCGAGCTGGGGATCTCTCTCTl\CACCMCGAAGCCGCTGM 1001 
56 M L M T O K L Q L E O G T Q L V V P P A F R R E I Y R E L G I S L Y T N E A A E 

GAGGCCGGGCTGCGTTGGGCGCAACACTACGAAT'OCTTMGCCACCAGA'roGCGCAGCAATl'AGGCGGCCCGACGGMG'roCGGG'I'roAGGTCAACAAAAG=ccCGTCGTGTGGCTC 1121 
96 E A G L R W A Q H Y E F L S H Q M A Q Q L G G P T E V R V E V N K S S P V V W L 

AAAACCTGGCTGTCGCCCMTATCTGGG'roCGCG'roCCGC'roACCGAGl\TTCATCAGGGCGA=TCCG=CGTTACACGCTGGCGl\TCA'roCTCCTGGCGATAGGCGGCGCG 1241 
ll6 K T W L S P N I W V R V p L T E I H Q G O F S P L F R Y T L A I M L L A I G G A 

TGGCTGTTTA=TATACAGMCAGl\CCGTTAG'roGATCTTGAACATGCCGC=CAGGTAGGGAAGGGAATTATTCCGCCGCCGCTGCG'roAATATGGCG=AGGTGCG= 1361 
ll6 W L F I B I Q N R P L V O L E H A A L Q V G K G I I P P P L R E Y G l\ S E V R S 

GTGACCCGGGCG'!"l'TAACCATATGGCAGCCGGCGTGAAGCAA=CCGATGACCGTACGCTATTGA=GGGCGTCAGCCACGACTTACGCACGCCGCTGACCCGTl\TTCGTCTGGCG 1481 
216 V T R A F N H M A A G V K Q L A O O R T L L M A G V S ll O L R T P L T R l R L A 

ACGGAGA'roATGGGCGAGGMGACGGTTATCTCGCGGAGTCGATCMTAAAGACATCGAAGAG'roTAACGCCATTATCGAACAGTITA'I'Il:lACTA=coTACCGGTCAGGAAATGCCA 1601 
256 T E M M G E E O G Y L A E S I N K O I E E C N A I l E Q F I O Y L R T G Q E M P 

ATGGAGATGGCGGATCTCM.'!TC:GTGCTGGGCGAGGTGA'PIGCGGCGGMAGCGGCTATGAGCGTGAGA'ITAACACTGCGCTTCAGGCAGGCAGCATCCAGGTGMMTGCACCCGCTC 1721 
296 M E M A O L N S V L G E V I A A E S G Y E R E I N T A L Q A G S I Q V K M H P L 

TCGATl'MGCGCGCGGTGGCTMTATGG'lX>GTCAATGCTGCCCGCTATGGCAACTG=ATTAAGGTCAGCAGCGGCACCGAGTCGCATCGCGCC'roGTTCCAGGTAGAAGA'rol\CGGG 1841 
336 S I K R A V A N M V V N A A R Y G N C W I K V S S G T E S H R A W G Q V E O D G 

CCGGGCATTMGCCGGAGCAGCGrAAACAT<::mTl'CCl\GCCTTTTGTGCGCGGCGACAGCGCCCGTAGCACCAGCGGCACAGGGCTGGGGCTGGCGATro'roCAGCGCl\TTATCGATAAC 1961 
376 P G I K P E Q R K H L F Q P F V R G O S A R S T S G T G L G L A I V Q R I I O N 

Cl\TMCGGGA'!CCTGGAGA=CACCAGCGAGCG'roGCGGA'.I'roTCGATTCGCGCCTGGCTACCGGTl'CCTG'roGCTCGCGTCCAGGGGACGACAAAAGAGGCATMGAAAGGGAGGTA 2081 
416 H N G M L E I G T S E R G G L S I R A W L P V P V A R V Q G T T K E A * 

TTACCCTCCCTrrCTl'CTI'AACi\CCGGA'l\:iACGC'ro'I"I\:AAAGCCGCCATCCGGCC'D:iTTCC'ITACAGC'ITCGGTCCGGCGCTAACCAGCGTICCC'NCCCGGGTATCCGTATACT'l'CTC 2201 

GMGTI'CTCAATGAACAGTTTCGCCl\GCGCGGTGGCTI"lTICC'I'GCCAT'l"GTl'CCGGCGAAGAGTAGGTGTTACGTGGGTCGAGAATGTGGGTATCCACGCCTGGCAGTI'CAGTCGGGAT 2321 

CGCCAGATCGAACAGCGGCAGGCGGAAGGTTTCCGCGTTATCMGAGAACCGTTCAGAATAGCGTCAATAATCGCGCGCGTA=A'roGAGATACG=c=cCATTCC 2436 

Fig.4. nt and aa sequences of the ompR and envz genes of S. typhi. 

Both nucleotide and amino acid sequence are numbered, on the right 

and left, respectively. The stop codons of both ompR and envz are 

indicated by an asterisk. The transcriptional initiation site 

(described in S. typhimurium), is indicated by upward-arrow (t). ¡ 
The putative -10 region and RBS (ribosorne binding site) 

underlined. 
=-;o=_-;-,...:;-==---=:.:.=;.=~.;..=-::..::.:::..:..:.....:..;.;:...::....: ____ _ 

are 



structural gene and regulatory regions are shown in Table II. 

The diff erences of the upstream and downstream ompB regions 

are the result of additional nucleotides in ene or another gene 

(insertions/deletions; in/dels), or else of nucleotide changes, as 

shown in Fig. 5. The reported regulatory sequences fer E. coli are 

conserved in S. typhi; the putative -10 prometer site, at position 

-49 to -44 (Liljestrom et al., 1988); the typical ribosome binding 

site (RBS) at position -9 to -12 (Shine and Dalgarno, 1974) . The 

translation of the E. coli envz starts at a position corresponding 

to 717 in Fig. 4 and, hence, the termination ceden of ompR overlaps 

with the initiation codon of envz as in E. coli (Comeau et al., 

1985; Forst et al., 1987) . The coding region of envz is followed by 

a nucleotide stretch that may form a stem and loop structure at 

nucleotides 2070 to 2095 (Mizuno et al., 1982), which is a typical 

rho-independent transcription termination site (Ven Hippel et al., 

1984), that is followed by an inverted repeat (2101 to 2141) with 

a very strong homology with the REP (repetitive extragenic 

palindromic) consensus sequence. This sequence is commonly 

positioned adjacent to operons, and has been attributed a role in 

mRNA stabilization, although its physiological role is not clear 

(LiljestrOm et al., 1988). 

The S. typhi ompB operen, as in E. coli and S. typhimurium, 

lacks, a typical -35 region and the envz gene is not preceded by a 

typical RBS, (Raibaud, 1984). It has been noted in the past that 

many promoters, which are subject to positive control in vivo, have 

relatively peor homology to the consensus sequence in the -35 

region. (Moran, 1982). 



TABLE II 

Percent of homology of ompB genes in both structural and regulatory sequences (upstream and 
downstream) of E. coli, S. typhimurium and s. typhi. 

STRAIN 

E.coli 
S.tm 
s. typhi 

NUCLEOTIDES AMINO ACIDS 

upstream structural genes downstream E. coli S. tm. 

E. coli. s. tm. E. coli . S. tm. E. coli s. tm. ompR envz ompR envz 

100.0 88.0 
88.0 100.0 
86.5 99.0 

100.0 
86.4 
86.7 

86.4 
100.0 

98.7 

100.0 
73.5 
73.0 

73.5 100.0 100.0 99.2 95.3 
100.0 99.2 95.3 100.0 100.0 

96.8 99.6 81.6 99.6 98.8 

s. tm. Salmonella typhimurium 



A. 

E. coli 
s. typhi 
s. trn. 

E. coli 
s. typhi 
s. tm. 

B. 

E. coli 
s. typhi 
s. tm. 

E. coli 
s. typhi 
s. tra. 

E. coli 
s. typhi 
s. tm. 

A G Tr T A A T A e -Tr e +A A e T G 
TrTCGCACACGGGGCATMCG'.rGATCGTCCCGACAGMTAMTM'.rGGGGT'.rGCCGATrMT'.rGTATATTrMGC'.rGC'.rGTrAMTA'.rGCTr'.l"GTMCMTTrAGCC'.rGA -79 

G T 

T A GA G +A A 
AATl'CATACCAGAAT'I"l'GC'l"GGTGACTCACGTGAGCTITT'ITAAGMTACACACTTACA'lTI'GTl'GCGAACC'l'Tl'GGGAGTACAGACA - 1 

+A 

+A +C 
~ ~ 

A e e GG'.rG G T G TCT TM - '.rGGA AG T Tr T G T--T AM A T A +AC - CGA e 
GAMGGGl,GGTATrACCCTCC=MCACCGGATGACGC'.rGTrCMAGCCGCCATCCGGCC'.rGTTCCTrACAGCTrCGGTCCGGCGCTMCCAGCGT'.rGCC'.rGC 2185 

e G e +e 

A GGGTA GGA GTI'TC e A e ce CA CT 
CGGGGTATCCGTATACTTC:'CGAAGTI'CTCAATGAACAGTTTCGCCAGCGCGGTGGCT'.ITl'TCCTGCCATI'GTl'CCGGCGAAGAGTAGGTG'lTACG'roGGTCGAGAATG'l'G 2296 

e e 

+G 
e G T e G T G TA T AGT T A e -e G G G G G G 
GGTATCCACGC=CAG=GTCGGGATCGCCAGATCGMCAGCGGCAGGCGGMGG=CGCGTrATCMGAGMCCGTrCAGMTAGCGTCMTMTCGCGCGCGT 2408 

A G G T 
tG 

E. coli A e T G 
S. typhi ATCTI."IGATGGAGATACG'.i'?TGCCGGTGCCATTC 
s. trn. 

Fig.5. Aligrunent of the nt sequence of the upstream (Panel A) and 

downstream (Panel B) regions of ompB from E. coli, s. typhi and s. 

typhimurium. The complete sequence of S. typhi and the differences 

found in the sequences from E. coli and S. typhimurium are shown. 

Minus siymbols above the nt indicate corresponding absences in S. 

typhi. Plus symbols to the right of nucleotides indicate 

corresponding additional nt. 

2442 



There are different types of nonsimilarities at the nucleotide 

level in the structural genes. There are single nucleotide changes 

that result in a conserved aa in the three bacteria (silent 

changes); others that result in a change of aa which is conserved 

only relative to E. coli or to s. typhimurium. Only one of these 

changes result in an aa not conserved with either sequences of S. 

typhimurium or E. coli that is glycine to cysteine at position 354 

(Table III). Table II shows that the aa sequence of the s. typhi 

OmpR and EnvZ proteins deduced, have a high similarity with the 

corresponding ones in E. coli and S. typhimurium. The most 

conspicuos change is the G354C, mentioned above. 

There are homologies among bacterial signal transduction 

proteins (Ronson et al., 1987), but the three-dimensional structure 

of a histidine kinase has not yet been determined. A comparison of 

the amino acid (aa) sequences of these proteins indicates a 

homologous e-terminal region of aproximatly 100 residues, as well 

as sequence similarities surrounding a conserved histidine residue, 

which is thought to be the site of autophosphorylation, this 

residues are conserved in S. typhi Envz (Stock et al., 1990; Igo 

and Silhavy, 1988). 

Many of the signal-transducing proteins, similar to Envz, 

contain two membrane-spanning regions, a periplasmic domain 

containing the sensory receptor, and a carboxy-terminal cytoplasmic 

domain, harbouring the histidine-protein kinase activity as well as 

the autophosporylated histidine residue (Forst et al., 1987). A 

hydropathy profile of Envz (Kyte and Doolittle, 1982), revealed two 

hydrophobic sequences in the N-terminal region (Fig.6). Both the 31 



TABLE III 

Amino a cid differencies between E. coli, s. typhimurium and 
s. typhi OmpR and Envz. 

Protein Position E. coli s. typhimurium s. typhi 

OmpR 7 Asn Ile Ile 
118 Ala Pro Ala 

Envz 4 Leu Met Met 
25 Ala Val Val 
90 Ser Thr Thr 

206 Arg Leu Arg 
260 Ser Gly Gly 
262 Gln Glu Glu 
303 Ala Ser Ser 
320 Glu Asn Asn 
324 Tyr Gln Gln 
325 Pro Ala Ala 
329 Glu Gln Gln 

--+ 354 Gly Gly Cys 
364 Pro Ser Ser 
365 Asn His His 
379 Ala Lys Lys 
398 Thr Ser Ser 
399 Ile Thr Thr 
413 Val Ile Ile 
422 Leu Ile Ile 
441 Thr Ala Ala 
443 Ala Val Val 
450 Gly Ala Ala 

--+ Only amino acid of s. typhi ompB different in both E. coli and 
s. typhimurium. 
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Fig. 6. Hydropathy plot for the deduced aa sequence of s. typhi 

EnvZ. The hydropathicity value of each aa residues is plotted 

against its position in the polypeptide, starting with the amino 

terminus (Kyte and Doolittle, 1982) (for more comments see text, 

part (e) l . Nucleotide sequence analysis was done using the 

GeneWorks program (Intell, Genetics, Inc., Mountain View, Ca., 

U$_hl_, __ . 
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amino acid stretch (between Leu-16 and Phe-46) and the 17 amino 

acid stretch (between Tyr 163 and Ile 179) are long enough to cross 

a cytoplasmic membrane (Jap and Walian, 1990). 

The hydropathy plot also allows the prediction of soluble 

domains (Fig. 6). These domains correspond to those proposed by 

Forst et al, 1987, in a topological model of Envz in the inner 

membrane of E. coli. In this model, the change of Gly to Cys at the 

position 354 (G354e) (Table III), is localized in a long e-terminal 

cytoplasmic domain. This change could be interesting, because in 

several 

resulted 

profile 

studies it has been shown that points mutations have 

in an alterd phenotype of the outer membrane protein 

(Nara et al., 1986 ¡ Matsuyama et al., 1986; Hall and 

Silhavy, 1981 a,b). All of these mutations are spontaneous and sorne 

of them are changes for a cysteine. Analysis of the e-terminal 

cytoplasmic domain, revealed that there is only one other Cys 

residue present, at position 277, aside of that at position 354. 

Therefore, s. typhi Envz could undergo a conformational change 

relative to E. coli Envz, by the forming of disulfide bond, which 

could result in an alteration of Ompe osmoregulation. The 277 and 

354 Cys residues, in a hydropathy plot, are located in the same 

enviromental condition; this condition is a 

hydrophobicity and hydrophilicity (Fig. 6), 

others interactions, such as, hydrogen 

transition between 

which could 

bridge and 

favor 

polar 

interaction; so that the protein aquieres a conformation that 

enhances the stabilization of the disulfide; by bringing the two 

Cys residues into proximity (ereighton, 1993). 

On the other hand, response regulators have a homologous 



domain of aproximatly 100 residues generally located at the N

terminues (Gross et al., 1989), and many regulator proteins fall 

into ene of three subfamilies def ined by homologies between their 

Carboxy-terminal domains. (Stock et al., 1990). The OmpR protein 

has identity with this member of the regulatory protein pair and 

conserves structural similarities. (Igo et al., 1989). On basis of 

three-dimensional structure of CheY, defined by x-ray 

crystallography (Stock, 1989 a), and considering that the OmpR and 

CheY proteins belong to the same family (Hess et al., 1987), and 

that the OmpR protein shares extensive aa sequence homology to the 

N-terminal domain of Che Y (Stock et al., 1989 b), we compared OmpR 

with the CheY protein. From the sequence similarities between the 

two proteins, three aspartic residues, 011, 012, and 055 of OmpR, 

are considered to forro a triacidic pocket at the e-terminal edge of 

the beta-sheet, serving as the phosporylation center, corresponding 

to D12, D13, and D57, of CheY and they are highly conserved in the 

response regulators (Sanders et al., 1989). The conserved 

aspartates in CheY are located in a cross-over crevice, formed by 

loops connecting the e-terminal end of JS-strands to alpha

helices (Stock et al., 1989 a). 



(f') Conclusions 

(1) s. typhi possesses an EnvZ/OmpR signal-transducing 

sensor/regulator system, similar to that in to E. coli and s. 
typhimurium. Whether they have similar functions system, is yet an 

open question. 

(2) Cornparison of the nt and deduced aa sequences of the ompB 

regions of s. typhi, with S. typhimurium and E. coli ompB, shown 

that they are highly conserved. Particularly, OmpR is highly 

conserved, 99.6%, with both, showing only one amino acid change 

with E. coli OrnpR and one with s. typhimurium OmpR. On the other 

hand, Envz reveals slightly less homology (81.6%, 98.8%, 

respectively), apparently being able to sustain more genetic 

diversity. 

(3) An amino acid change (G354C) in s. typhi Envz with respect to 

E. coli and S. typhimurium Envz, could be involved in a different 

conformational bend or interaction (s) with the surrounding 

environrnent, since the cysteine at position 354 could presumibly 

form a disulfide bond with a cysteine at position 277, or with 

other surrounding molecules. However, this is a matter of further 

research. 
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