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RESUMEN 

La mayoría de los genes que Salmonella enterica requiere para la virulencia 

están agrupados en dos regiones cromosomales denominadas islas de 

patogenicidad de Salmonella 1 y 2 (SPI-1 y SPI-2). Los genes de SPI-1 son 

necesarios para que Salmonella invada las células del epitelio intestinal, mientras 

que los genes de SPI-2 son requeridos principalmente para su replicación y 

supervivencia dentro de macrófagos. In vivo, la expresión de los genes de SPI-1 

se induce cuando Salmonella se encuentra en el intestino; in vitro, su expresión se 

induce cuando esta bacteria se encuentra al final de la fase exponencial de 

crecimiento en el medio rico en nutrimentos Luria-Bertani (LB). Cuando Salmonella 

se encuentra dentro de macrófagos, o cuando crece en condiciones específicas in 

vitro, como en medio mínimo o en una fase estacionaria tardía en medio LB, el 

sistema de dos componentes SsrA/B, codificado en SPI-2, induce la expresión de 

los genes de SPI-2. Interesantemente, en las condiciones que inducen la 

expresión de los genes de SPI-2, la expresión de los genes de SPI-1 y del flagelo 

se reprime, sugiriendo una conexión en la regulación de  los genes de SPI-2, SPI-

1 y del flagelo. En este trabajo se muestra que el sistema de dos componentes 

SsrA/B regula negativamente la expresión de los genes de SPI-1 y del flagelo. El 

regulador de respuesta SsrB controla la expresión de los genes de SPI-1 a tres 

diferentes niveles, reprimiendo directamente la expresión de csrB, hilD y hilA, los 

cuales codifican para reguladores positivos de los genes de SPI-1. Los resultados 

indican que SsrB se une a una secuencia localizada entre las posiciones -37 y +6 

del promotor de hilD, lo que sugiere que esta unión bloquea el acceso de la RNA 

polimerasa a este promotor. SsrB también reprime directamente la expresión de 

los genes flhDC, que codifican para el complejo FlhDC, el cual induce en cascada 

la expresión de los genes flagelares. En conclusión, estos resultados indican que 

el sistema de dos componentes SsrA/B actúa como un regulador global que 

controla, positiva o negativamente, la expresión de genes adquiridos durante la 

evolución de la patogenicidad de Salmonella, como los genes de SPI-1 y SPI-2, y 

también regula a genes pre-existentes a la propia adquisición de SPI-1 y SPI-2, 

como son los genes csrB y flhDC. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1. El género Salmonella y su importancia 

El género Salmonella, de la familia Enterobacteriaceae, comprende 

bacterias Gram-negativas anaerobias facultativas. Este género se divide en dos 

especies: (i) Salmonella bongori, que agrupa a bacterias comensales de animales 

de sangre fría, y (ii) Salmonella enterica, que a su vez se divide en seis 

subespecies: enterica (o subespecie I), salamae (o subespecie II), arizonae (o 

subespecie IIIa), diarizonae (o subespecie IIIb), houtenae (o subespecie IV) e 

indica (o subespecie V). En base a la especificidad antigénica del lipopolisacárido 

(antígeno O) y la estructura de la flagelina (antígeno H), más de 2600 serovares 

han sido distinguidos dentro de las diferentes subespecies de S. enterica (Brenner 

et al., 2000; Tindall et al., 2005; Coburn et al., 2007). S. enterica agrupa a 

bacterias patógenas de humanos y animales que causan una variedad de 

enfermedades, que van desde infecciones gastrointestinales localizadas que 

producen diarrea, hasta infecciones sistémicas severas, como la fiebre tifoidea 

(Santos et al., 2001; Haraga et al., 2008).  Muchos de los serovares de esta 

especie están adaptados a un hospedero, como es el caso de S. enterica 

serovares Typhi (S. Typhi)  y Paratyphi (S. Paratyphi) que son patógenos 

exclusivos de humanos. En contraste, otros serovares no están adaptados a un 

hospedero y tienden a ser patógenos de diferentes especies de hospederos. Por 

ejemplo, S. enterica serovares Typhimurium (S. Typhimurium) y Enteritidis (S. 

Enteritidis) pueden causar diferentes tipos de enfermedades en diferentes 

hospederos (Uzzau et al., 2000). En animales, S. Typhimurium puede ocasionar 

una infección intestinal localizada o una infección sistémica similar a la fiebre 

tifoidea, lo que ha permitido su empleo como modelo en infecciones a ratones, 

bovinos o a cultivos de células epiteliales para el estudio de los mecanismos 

moleculares por medio de los cuales S. enterica interactúa con las células del 

hospedero (Haraga et al., 2008). 
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La infección por S. enterica es una de las causas más comunes de 

enfermedades transmitidas por alimentos (intoxicación alimentaria) en el mundo 

(Callaway et al., 2008; Fàbrega and Vila, 2013)  y es la principal causa de 

enfermedades diarreicas en países en desarrollo (Kariuki et al., 2006; Kabir et al., 

2012). La gastroenteritis (salmonelosis) es causada por serovares no tifoideos, 

siendo los más frecuentes S. Typhimurium y S. Enteritidis, los cuales son 

transmitidos a humanos principalmente al consumir carne de origen animal, agua y 

huevos contaminados (Mead et al., 1999; Callaway et al., 2007; Gantois et al., 

2008). La OMS reporta 93.8 millones de casos de gastroenteritis y diarreas 

debidas a salmonelosis no tifoideas, que producen 155,000 muertes anuales 

(Bhan et al., 2005; Majowicz et al., 2010), S. Typhimurium es el serovar más 

frecuentemente aislado en Norte América, mientras que S. Enteritidis es el más 

frecuente en la Unión Europea (Cogan and Humphrey, 2003; Callaway et al., 

2008). Por otro lado, la fiebre tifoidea es causada por S. Typhi y S. Paratyphi  

(Mead et al., 1999). La OMS ha reportado que anualmente se producen de 16 a 21 

millones de casos de fiebre tifoidea en humanos, que causan de 200,000 a 

600,000 muertes alrededor del mundo (Edelman and Levine, 1986; Merican, 

1997). 

La gastroenteritis es una infección que generalmente permanece localizada 

en el intestino y nodos linfáticos mesentéricos (Raffatellu et al., 2006). Los 

pacientes generalmente presentan  dolor abdominal, calambres, diarrea con o sin 

sangre asociada con inflamación del intestino grueso, y muy frecuentemente 

náusea y vómito (Coburn et al., 2007). El período de incubación es corto (6 a 72 h) 

y es seguido por un episodio corto de enfermedad (<10 días), sugiriendo que la 

infección es combatida eficientemente por la respuesta inmune adaptativa del 

hospedero (Raffatellu et al., 2006; Fàbrega and Vila, 2013). En cambio, la fiebre 

tifoidea es una infección sistémica severa en la que Salmonella coloniza el hígado, 

bazo y médula ósea, aparte del intestino y los nodos linfáticos mesentéricos. 

Además, la fiebre tifoidea se caracteriza por un período de incubación 

considerablemente largo (entre 5 y 9 días) y una duración de los síntomas más 

larga (la fiebre persiste por aproximadamente 3 semanas) que el observado en 
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pacientes infectados con serovares de Salmonella no tifoideos (Raffatellu et al., 

2006). El primer signo de infección es la enterocolitis con diarrea, frecuentemente 

acompañado de síntomas no específicos como dolor de cabeza, escalofríos, 

anorexia, debilidad, vértigo, dolor muscular y/o calambre abdominal. 

Generalmente, estos síntomas desaparecen antes de que el clásico indicador de 

fiebre tifoidea aparezca: dolor abdominal y fiebre (Jones and Falkow, 1996). 

La diferencia en la respuesta del hospedero  y las manifestaciones clínicas 

entre la gastroenteritis y la fiebre tifoidea sugieren que los serovares que causan 

cada una de estas enfermedades lo hacen a través de diferentes mecanismos 

(Raffatellu et al., 2006).  

 

1.2. Factores de virulencia de Salmonella 

La gravedad de una infección por Salmonella depende del tipo y estado del 

hospedero, así como del grado de patogenicidad de la bacteria. Esto último 

determinado por los factores de virulencia, los cuales utiliza para interaccionar con 

su hospedero y evadir los diferentes mecanismos de defensa que se le van 

presentando. Entre los factores de virulencia se incluyen toxinas, fimbrias, 

flagelos, sistemas de secreción y proteínas efectoras. Algunos de los genes que 

codifican para estos factores se encuentran dentro de islas de patogenicidad 

mientras que otros se localizan en el cromosoma (Marcus et al., 2000; Caburn et 

al., 2007; Fàbrega and Vila, 2013). 

 

1.2.1. Sistemas de secreción tipo III (SST3) 

Los sistemas de secreción tipo III (SST3) son organelos complejos 

compuestos por más de 20 proteínas que son utilizados por diversas bacterias 

Gram negativas patógenas para inyectar una serie de proteínas bacterianas, 

llamadas efectoras, dentro de la célula hospedera (Cornelis, 2006; Galán and 

Wolf-Watz, 2006; Marlovits and Stebbins, 2010). Se ha propuesto que estos 

sistemas derivan del flagelo, pues muchas de las proteínas que lo conforman 
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presentan homología con las proteínas del aparato de exportación flagelar (Van 

Gijsegem et al., 1995; Pallen et al., 2005). La maquinaria del SST3 está 

compuesta de un cuerpo basal anclado a la membrana bacteriana y una aguja 

externa, a través de la cual son secretadas las proteínas efectoras (Kubori et al., 

1998; Cornelis, 2006). El cuerpo basal consiste de un anillo interno, un canal que 

atraviesa la zona periplásmica y un anillo externo. La liberación de efectores 

dentro del citoplasma de la célula hospedera requiere  de tres proteínas 

adicionales, llamadas translocadoras, las cuales forman un poro en la membrana 

de la célula hospedera (Cornelis, 2006; Moest and Méresse, 2013). Una de las 

proteínas conservadas en este aparato es la ATPasa, cuya integridad es esencial 

para el funcionamiento del sistema (Woestyn et al., 1994). Mientras que todos los 

SST3 son estructuralmente similares, los efectores secretados por estos sistemas 

son extremadamente diferentes (Samudrala et al., 2009) y muestran un gran 

repertorio de actividades bioquímicas que modulan la función de moléculas 

reguladoras cruciales del hospedero (Mota and Cornelis, 2005).  

Salmonella enterica cuenta con dos diferentes SST3 codificados en 

distintas regiones del cromosoma, conocidas como islas de patogenicidad de 

Salmonella 1 (Galán, 1999) y 2 (Hensel et al., 1998) (SPI-1 y SPI-2, 

respectivamente). Estos sistemas difieren tanto en el tiempo de expresión como 

en función. Mientras que el SST3-1 (codificado en SPI-1) es requerido para iniciar 

la infección intestinal, al translocar efectores que permiten la invasión de células 

epiteliales del intestino del hospedero, el SST3-2 (codificado en SPI-2) permite el 

establecimiento de la infección sistémica, al ser requerido principalmente para la 

replicación de Salmonella dentro de las células de varios órganos del hospedero 

(Hansen-Wester and Hensel, 2001; Haraga et al., 2008; Moest and Méresse, 

2013). No obstante, al parecer existen algunos períodos de secreción que se 

superponen, como en la biogénesis de las SCVs, donde participan efectores de 

ambos sistemas (Hernandez et al., 2004; Drecktrah et al., 2005; Lawley et al., 

2006; Brawn et al., 2007). 
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Figura 1. Esquema del sistema de secreción tipo III de Salmonella. El SST3 está formado por 

un cuerpo basal, que consiste en un par de anillos que abarcan la membrana externa, la capa de 

peptidoglicano y la membrana externa. En este cuerpo basal se ancla la aguja, que termina en el 

translocón. En la cara del citoplasma bacteriano está la ATPasa. Se señalan los componentes 

conocidos que forman el SST3 de SPI-1 (en negro) y el SST3 de SPI-2 (en rojo) (Adaptado de 

Büttner and He, 2009). 

 

1.2.2. Islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs) 

La mayoría de los genes necesarios para la virulencia de Salmonella están 

codificados en regiones particulares del genoma conocidas como islas de 

patogenicidad de Salmonella (SPIs, por “Salmonella Pathogenicity Islands”) 

(Marcus et al., 2000; Schmidt and Hensel, 2004). Las primeras islas de 

patogenicidad (PAIs) fueron descritas en Escherichia coli, posteriormente se 

descubrió que otras bacterias patógenas Gram positivas y Gram negativas 
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también contenían estos segmentos de DNA en sus genomas. Una PAI se 

identifica del resto del genoma por contener genes que codifican para uno o más 

factores de virulencia (Hacker and Kaper, 2000). Entre las características que 

presentan estas islas se encuentran las siguientes: 

 Están presentes en el genoma de organismos patógenos, mientras 

que no lo están en genomas de organismos no patógenos aunque 

sean incluso de la misma especie. 

 La mayoría de las PAIs abarcan una región de DNA de al menos 10-

20 kb y como máximo 200 kb. Cuando las regiones de DNA que 

codifican para factores de virulencia son menores a 10 kb, se les 

conoce como isletas de patogenicidad. 

 Las PAIs frecuentemente consisten en regiones de DNA que difieren 

en su contenido de G+C, lo que refleja la obtención de estas islas a 

través de transferencia horizontal de genes. 

 Estas islas generalmente se encuentran flanqueadas por pequeñas 

secuencias directas repetidas (DR), las cuales se generan después 

de la integración de la isla a regiones específicas del genoma 

bacteriano por recombinación sitio-específica. 

 Están frecuentemente asociadas a genes de RNA de transferencia 

(RNAt), pues los loci de RNAt actúan como sitios de integración de 

DNA foráneo. 

 Contienen genes que codifican para factores de movilidad como son 

integrasas, transposasas  o secuencias de inserción (IS), lo que 

presumiblemente indica su origen a partir de un bacteriófago o 

plásmido conjugativo (Hacker and Kaper, 2000; Schmidt and Hensel, 

2004). 

Hasta el momento se han descrito 22 diferentes SPIs, de las cuales algunas 

están conservadas en el género Salmonella, mientras que otras son específicas 

de ciertos serovares (Schmidt and Hensel, 2004; Fookes et al., 2011). SPI-1 y SPI-

2 son las mejor caracterizadas y son las únicas que codifican un SST3. Los genes 
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de SPI-1 y SPI-2 codifican para factores de virulencia necesarios para la invasión 

a las células epiteliales y replicación dentro de los macrófagos, respectivamente 

(Galán, 1999; Hansen-Wester and Hensel, 2001).  

 

1.2.2.1. SPI-1 

SPI-1 se encuentra en todos los miembros del género Salmonella y 

comprende una región de aproximadamente 40 kb que está insertada entre los   

genes fhlA y mutS (Ochman et al., 1996; Hensel 2004). Esta isla contiene 39 

genes, los cuales codifican para un SST3, proteínas efectoras, chaperonas y para 

varios reguladores transcripcionales (SprB, HilC, HilD, HilA e InvF). Muchos de 

estos genes se localizan en tres probables operones multicistrónicos (prg/org, 

sic/sip e inv/spa). El resto son genes que se expresan como unidades 

monocistrónicas (avrA, sprB, hilC, hilD, hilA, iagB, sptP e invH) (Altier, 2005; Rhen 

and Dorman, 2005). Los operones prg/org e inv/spa codifican para el complejo-

aguja del SST3 mientras que en el operón sic/sip se encuentran codificadas las 

proteínas efectoras (AvrA, SipA, y SptP) y translocadoras (SipB, SipC y SipD) 

(Lostroh and Lee, 2001). En general, los efectores codificados en esta isla 

promueven la reorganización de las proteínas del citoesqueleto de la membrana 

de las células epiteliales del lumen intestinal, lo que permite la internalización de 

Salmonella (Haraga et al., 2008). No todos los genes de esta isla son requeridos 

para el funcionamiento del STT3, ya que un grupo de 4 genes localizados en el 

límite de la isla codifica para un sistema de consumo de hierro y no son requeridos 

para la invasión (Zhou et al., 1999a; Gal-Mor and Finlay, 2006).  
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Figura 2. Organización genética de SPI-1. Se indica el orden y la nomenclatura de los genes 

codificados en esta isla. 

 

1.2.2.2. SPI-2 

SPI-2 comprende una región de aproximadamente 40 kb insertada entre los 

genes tRNA valV y ORF242. Esta isla contiene 44 genes y se ha dividido en dos 

segmentos (Hensel et al., 1999a). Un fragmento de 15 kb, presente en S. bongori 

y S. enterica, contiene genes que codifican para componentes estructurales de 

una tetrationato reductasa (ttrABC) y su sistema regulador de dos componentes 

(ttrRS), además de 7 ORFs de función desconocida;  todos estos genes no son 

importantes para la virulencia (Hensel et al., 1999b). El otro fragmento, de 25 kb, 

está presente únicamente en S. enterica, y es el requerido para la infección 

sistémica ya que contiene los genes que codifican para un segundo SST3, 

proteínas efectoras y chaperonas, así como para el sistema de regulación de dos 

componentes SsrA/B (Hansen-Wester and Hensel, 2001; Hensel 2004). Todos 

estos genes de virulencia se localizan en tres probables operones multicistrónicos 

(ssa1, ssa2 y sse) y en un operón bicistrónico (ssrAB) (Fass and Groisman, 2009). 

En general, los genes de SPI-2 que son importantes para la virulencia se pueden 

dividir en 4 tipos: ssa, codifican el aparato del SST3-2; sse, codifican los efectores; 

ssc, codifican las chaperonas; y ssr, codifican los reguladores (Kuhle and Hensel, 
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2004). Las proteínas efectoras codificadas en esta isla son SseF y SseG, mientras 

que las proteínas translocadoras son SseB, SseC y SseD (Moest and Méresse, 

2013). En general, esta isla le permite a Salmonella sobrevivir y replicarse dentro 

de las células hospederas (células epiteliales y macrófagos) debido a las 

diferentes funciones de sus proteínas efectoras (Haraga et al., 2008). 

 

 
 

Figura 3. Organización genética de SPI-2. Se indica el orden y la nomenclatura de los genes 

codificados en esta isla. 

 

1.2.3. Flagelo 

El tipo más común de movilidad bacteriana se da a través del flagelo, un 

largo filamento helicoidal o propela, que es impulsado por un motor rotatorio 

embebido en la membrana celular (Macnab, 1999). En diversas bacterias, el 

flagelo provee una ventaja competitiva al permitirles nadar hacia los nutrientes y 

alejarse de ambientes dañinos. El flagelo procarionte es una maquinaria molecular 

compleja que consiste de tres distintas estructuras principales: el cuerpo basal, el 

gancho y el filamento. El cuerpo basal está embebido a la superficie membranal 

de la célula y actúa como un motor rotatorio, el cual es impulsado por la fuerza 

protón-motriz transmembranal. Esta rotación generada en el cuerpo basal, es 

transmitida por medio del gancho al filamento helicoidal, el cual actúa como una 

hélice que empuja la célula bacteriana (Aizawa, 1996). 
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Figura 4. Estructura del flagelo bacteriano. En el esquema se muestran los diferentes 

componentes de la estructura del flagelo (Adaptada de Pallen and Matzke, 2006). 

 

La célula bacteriana ensambla en primer lugar el cuerpo basal en la 

superficie de la membrana celular. Este cuerpo está compuesto por 20 proteínas 

que actúan como sostén y un conducto secretor de componentes proteicos para el 

resto de la estructura flagelar. Las subunidades del gancho son secretadas a 

través del cuerpo basal y se ensambla sobre la punta de la estructura de la barra 

axial del cuerpo basal. Una vez que el gancho se ha ensamblado, cientos de 

subunidades de la proteína que forma el filamento, la flagelina, son secretadas a 

través de la estructura de gancho-cuerpo basal y se ensambla dentro del filamento 

sobre el gancho (Aizawa, 1996; Macnab, 2003). 
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1.3. Mecanismo de patogénesis 

Salmonella enterica entra al hospedador por vía oral a través de agua y 

alimentos contaminados (Haraga et al., 2008). El primer obstáculo al que se 

enfrenta la bacteria es al pH ácido del estómago, sin embargo Salmonella cuenta 

con una respuesta adaptativa de tolerancia ácida (ATR) que promueve su 

supervivencia en el estómago (Garcia-del Portillo et al., 1993). En esta fase de la 

infección la bacteria requiere ser móvil (contar con flagelos funcionales) para 

poder llegar al epitelio intestinal (Stecher et al., 2004). Después de ingresar al 

intestino delgado, Salmonella atraviesa la capa de la mucosa intestinal y evade la 

acción de enzimas digestivas, sales biliares, IgA secretora, péptidos 

antimicrobianos y otras defensas del sistema inmune innato para poder ganar 

acceso al epitelio subyacente (Prouty et al., 2004; Haraga et al., 2008). 

Posteriormente, Salmonella se adhiere a la superficie apical de las células, 

utilizando diferentes tipos de adhesinas fimbriales, como las fimbrias tipo I 

(Bäumler et al., 1996; Van Der Velden et al., 1998). Salmonella tiene la habilidad 

de invadir enterocitos no fagocíticos en el epitelio intestinal, sin embargo, entra 

preferencialmente a través de las células con micropliegues (células M) (Jones et 

al., 1994). Las células M son células epiteliales sin borde en cepillo, cubren las 

placas de Peyer  y están especializadas en el transporte de antígenos desde el 

lumen intestinal a tejidos linfoides de las placas de Peyer (Kraehenbuhl and 

Neutra, 2000; Kucharzik et al., 2000).  

Después de que Salmonella se adhiere a la superficie apical de las células 

epiteliales del intestino, se estimula la rápida translocación de una serie de 

proteínas efectoras bacterianas, que incluyen a SipA, SipC, SopE, SopE2, 

SopB/SigD y SptP, hacia el citoplasma de la célula hospedera, a través del SST3 

codificado en SPI-1 (Raffatellu et al., 2005; Schlumberger and Hardt, 2005; 

McGhie et al., 2009). Los efectores SipA y SipC son proteínas de unión a actina 

con un papel en la localización y polimerización de la actina cerca de la bacteria 

adherida, lo que promueve la invasión (Hayward and Koronakis, 1999; Zhou et al., 

1999b; McGhie et al., 2001; Higashide et al., 2002; Chang et al., 2005; Perrett and 
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Jepson, 2009), mientras que SopE y SopE2 son factores de intercambio de 

nucleótido de guanina (GEFs) que activan directamente a las Rho GTPasas Rac1 

y Cdc42 (Hardt et al., 1998; Rudolph et al., 1999; Stender et al., 2000; Friebel et 

al., 2001), modulando el ensamblaje de la actina en el citoesqueleto a través del 

complejo Arp2/3, el cual inicia la polimerización de actina y ramifica filamentos de 

actina (Hardt et al., 1998; Stender et al., 2000). De manera similar, SopB/SigD es 

una fosfatidilinositol fosfatasa que contribuye al remodelamiento de la actina a 

través de la activación de Rho GTPasas (Zhou et al., 2001; Patel and Galán, 

2006). La reorganización de proteínas del citoesqueleto altera el epitelio normal de 

borde en cepillo e induce la formación de estructuras en las membranas, 

denominadas “membrane ruffles”, que facilitan la invasión de Salmonella a las 

células epiteliales, produciéndose así la infección intestinal (Haraga et al., 2008).  

Simultáneamente, se induce una respuesta secretora en el epitelio intestinal 

que inicia con el reclutamiento  y transmigración de fagocitos desde el espacio 

submucoide al lumen intestinal. SopB/SigD, SopE y SopE2 han sido implicados en 

mediar la inflamación intestinal al comprometer la integridad de la barrera intestinal 

a través de la modulación de las uniones íntimas (Boyle et al., 2006) y a través de 

la inducción de varias vías de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK), 

que resulta en la activación de los factores de transcripción de la proteína 

activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear κB (NF-κB). Estos factores dirigen la 

producción de citosinas pro-inflamatorias, como la IL-8, que estimula la 

transmigración de leucocitos polimorfonucleares (PMN) (Patel and Galán, 2006; 

Bruno et al., 2009). Además, SopB/SigD estimula la secreción de Cl- (Zhou et al., 

2001). Aunado a los efectores del SST3-1, existen otros factores de virulencia no 

relacionados con las SPIs que también contribuyen en la inflamación. Estas 

estructuras bacterianas, como el flagelo y la fimbria curli, son identificadas como 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que estimulan las vías de 

inflamación innata después de su reconocimiento por sus correspondientes 

receptores tipo Toll (TLR) (Zeng et al., 2003). En conjunto, estas respuestas 

resultan en una permeabilidad transepitelial incrementada, un flujo de PMN y una 

acumulación de fluido en el lumen intestinal, culminando en los característicos 
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síntomas de diarrea asociados con infección gastrointestinal (Haraga et al., 2008; 

Fàbrega and Vila, 2013). Después de la entrada de Salmonella, la arquitectura 

normal del borde en cepillo de la célula hospedera es restaurada a través de la 

proteína activadora de GTPasa (GAP), SptP, la cual antagoniza a SopE, SopE2 y 

SopB/SigD (Fu and Galán, 1999). Esto también resulta en una disminución de la 

respuesta inflamatoria, en donde los efectores SspH1 y AvrA también contribuyen, 

al inhibir la activación de NF-κB (Collier-Hyams et al., 2002; Haraga and Miller, 

2003). Esta etapa de la infección se ilustra en la figura 5A. 

 

Figura 5. Modelo de patogénesis de Salmonella enterica. Salmonella enterica entra al 

hospedador por vía oral a través de agua o alimentos contaminados. (A) En el intestino delgado, 
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después de establecer contacto con las células epiteliales del intestino, Salmonella ensambla el 

SST3-1 por medio del cual transloca diferentes efectores al citoplasma eucariótico. Estos efectores 

promueven el remodelamiento del citoesqueleto de las células epiteliales, lo que facilita la entrada 

de Salmonella a estas células. Paralelamente se induce una respuesta inflamatoria local. (B) 

Después de cruzar el epitelio, los serovares de Salmonella asociados  con infección sistémica 

invaden macrófagos intestinales y dentro de ellos se van a localizar en las SCVs. En esta etapa se 

translocan otra serie de efectores a través del SST3-2, los cuales promueven la supervivencia y 

replicación de la bacteria dentro de las SCVs, para posteriormente diseminarse a otros órganos, 

principalmente hígado y bazo. Ver texto para más detalles (Adaptado de Haraga et al., 2008). 

La capacidad de Salmonella de sobrevivir dentro de sus células 

hospederas, como es el caso de macrófagos, se basa en su habilidad de evitar las 

rutas degradativas intracelulares, lo que posteriormente le permite establecer un 

nicho replicativo, que conlleva a una propagación sistémica en el organismo 

(Fields et al., 1986; Cirillo et al., 1998). Para esto, después de entrar a la célula 

hospedera, Salmonella reside dentro de un fagosoma espacioso que rápidamente 

madura a un compartimento distinto conocido como “Salmonella containing 

vacuole” (SCV) (Steele-Mortimer et al., 1999). La acidificación de la SCV, 

combinado con la concentración limitada de cationes divalentes y fosfato, estimula 

la expresión de un segundo sistema SST3 codificado dentro de SPI-2 (Cirillo et al., 

1998; Deiwick et al., 1999; Garmendia et al., 2003), el cual Salmonella utiliza para 

facilitar la translocación de al menos 20 proteínas efectoras a través de la 

membrana de la SCV hacia el citosol de la célula hospedera (Haraga et al., 2008; 

McGhie et al., 2009).  Estos efectores tienen un papel en manipular las vías de 

tráfico en la célula hospedera y en localizar la SCV en un sitio favorable para la 

proliferación de Salmonella (Uchiya et al., 1999; Beuzón et al., 2000; Boucrot et 

al., 2005). Los efectores SigD y SsaB modifican el tráfico vesicular para que la 

vacuola escape de la vía de degradación normal, lo que inhibe la fusión de las 

SCVs con los lisosomas, evitando con esto su exposición a especies reactivas 

tóxicas de oxígeno (Haraga et al., 2008). Después que las SCVs maduran y se 

acumula actina a su alrededor por acción de SspH2, SpvB y SseI (para el 

mantenimiento de la integridad de la membrana de la vacuola), la vacuola migra 

hasta una localización perinuclear, lo cual podría darle una ventaja en términos de 
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adquisición de nutrientes. En esta etapa participan SseF y SseG, que causan 

agregados de microtúbulos adyacentes a la SCV y dirigen el tráfico vesicular 

derivado del aparato de Golgi hacia la vacuola. Una vez que la SCV está 

correctamente localizada, la bacteria comienza a replicarse y los efectores SifA y 

PipB2 inducen la formación filamentos llamados Salmonella-induced filament (Sif), 

que se originan en la SCV y se extienden a través de la célula. Estos filamentos 

permiten el incremento de tamaño de la SCV (Brumell and Grinstein, 2004; 

Bakowski et al., 2008; Haraga et al., 2008). De esta forma la bacteria sobrevive y 

prolifera dentro de los macrófagos, y dentro de estos puede diseminarse a otros 

sitios anatómicos, como el hígado y bazo (Haraga et al., 2008). En la figura 5B se 

esquematiza esta etapa de la infección.  

 

1.4. Regulación de la expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2 

Debido a que SPI-1 y SPI-2 contienen genes que son fundamentales para 

la invasión y supervivencia de Salmonella en el hospedero, la regulación de su 

expresión es crucial. En esta regulación participan un gran número de 

reguladores, codificados dentro de las islas o fuera de ellas, que controlan la 

expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2 de manera positiva o negativa (Fàbrega 

and Vila, 2013). 

 

1.4.1. Estímulos ambientales que inducen la expresión de los genes de 

SPI-1 y SPI-2 

La supervivencia de Salmonella dentro de su hospedero exige que la 

bacteria responda inmediatamente al entorno del nicho en el que se encuentra. 

Para esto, Salmonella induce la expresión de los genes adecuados que le 

permitan contrarrestar condiciones extracelulares o intracelulares que podrían ser 

adversas para su supervivencia (Lee et al., 2000). Se ha reportado que los genes 

de SPI-1 y SPI-2 se expresan in vivo y en condiciones de laboratorio en respuesta 

a distintas condiciones ambientales (Bustamante et al., 2008; Fass and Groisman, 
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2009; Martínez et al., 2011; Golubeva et al., 2012). Por ejemplo, en el lumen 

intestinal se expresan los genes de SPI-1 y SPI-2 (Brown et al., 2005), aunque no 

se sabe si esto ocurre al mismo tiempo; mientras que, cuando Salmonella está 

dentro de las vacuolas de células hospederas únicamente se induce la expresión 

de los genes de SPI-2, mientras que la expresión de los genes de SPI-1 se 

reprime (Eriksson et al., 2003).  

Entre las principales condiciones ambientales que favorecen la expresión 

de los genes de SPI-1 se encuentran la alta osmolaridad y el pH ligeramente 

alcalino, lo cual podría encontrar Salmonella en el lumen intestinal (Altier, 2005; 

Jones, 2005). Por otro lado, entre las señales que se han definido que inducen la 

expresión de los genes de SPI-2 se encuentran la limitación de fosfato inorgánico 

(Pi) o magnesio y el pH ácido, condiciones que puede encontrar Salmonella 

cuando está en las vacuolas de las células del hospedero (Löber et al., 2006). 

In vitro, los genes de SPI-1 se expresan cuando Salmonella crece en un 

medio rico en nutrientes, como es el medio LB (Lundberg et al., 1999), debido 

principalmente a la alta osmolaridad que presenta este medio (Altier, 2005). 

Asimismo, los genes de SPI-2 se expresan cuando Salmonella crece en medios 

mínimos que contienen concentraciones bajas de fosfato, calcio y magnesio 

(Deiwick et al., 1999). 

Recientemente, en nuestro grupo se encontró que tanto los genes de SPI-1 

como los genes de SPI-2 se pueden expresar en el medio LB, pero esto ocurre en 

diferentes fases del crecimiento de Salmonella (Bustamante et al., 2008),  lo cual 

se describe con mayor detalle más adelante.  

 

1.4.2. Reguladores positivos y negativos de SPI-1 

Varios reguladores han sido involucrados en el control de la expresión de 

los genes de SPI-1 (Golubeva et al., 2012). HilA, regulador transcripcional 

codificado en SPI-1, es un miembro de la familia de reguladores transcripcionales 

OmpR/ToxR, el cual activa directamente la expresión de los operones prg/org e 
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inv/spa. De esta forma, se induce la expresión de otro regulador transcripcional 

codificado en esta isla, InvF, miembro de la familia de AraC/XylS. Este regulador 

induce en cascada la expresión del operón sic/sip, lo que conlleva a la expresión 

del resto de los genes de SPI-1 (Altier, 2005). HilD es otro regulador 

transcripcional codificado en SPI-1 que pertenece a la familia AraC/XylS. Regula 

positivamente la expresión de hilA, de manera directa o a través de un circuito de 

regulación que conforma con HilC y RtsA, también miembros de la familia 

AraC/XylS. Cada uno de estos reguladores es capaz de inducir 

independientemente la expresión de hilD, hilC y rtsA, así como de hilA (Ellermeier 

et al., 2005). HilD, HilC y RtsA se unen a las regiones promotoras de hilD, hilC, 

rtsA y hilA, contrarrestando el silenciamiento por H-NS (Olekhnovich and Kadner, 

2002; Schechter et al., 2003; Olekhnovich and Kadner, 2007). En este circuito HilD 

es el regulador dominante en el sistema, mientras que HilC y RtsA amplifican la 

señal (Ellermeier et al., 2005). Por lo tanto, la expresión de los genes de SPI-1 se 

induce mediante una cascada de regulación conformada principalmente por los 

reguladores HilD, HilA e InvF (Golubeva et al., 2012).  

Las proteínas asociadas al nucleoide (NAPs) afectan el superenrrollamiento 

del DNA, lo que las hace capaces de regular la expresión genética (Dillon and 

Norman, 2010). H-NS y Hha son dos reguladores que pertenecen a este grupo. H-

NS reprime la expresión de hilA, hilD, hilC y rtsA (Olekhnovich and Kadner, 2006; 

Olekhnovich and Kadner, 2007), mientras que Hha reprime únicamente a hilA, hilC 

y rtsA (Fahlen et al., 2001; Olekhnovich and Kadner, 2007). Hu, IHF y Fis también 

son NAPs, las cuales son importantes para la expresión de los genes de SPI-

1(Altier, 2005, Fass and Groisman, 2009). PhoP/PhoQ y SirA/BarA forman parte 

de los sistemas reguladores globales de dos componentes. Se ha reportado que 

dentro de la SCV, PhoP puede regular negativamente a hilA, reprimiendo así la 

expresión de los genes de SPI-1 (Pegues et al.,1995; Bajaj et al., 1996). Por otro 

lado, el sistema SirA/BarA induce la expresión de los genes de SPI-1 al activar la 

expresión de CsrB y CsrC, dos moléculas de RNA pequeños no codificados, que 

secuestran a la proteína de unión a RNA, CsrA (Martínez et al., 2011). CsrB tiene 

18 sitios de unión a CsrA, mientras que CsrC tiene 9 sitios (Liu et al., 1997; 
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Weilbacher et al., 2003). CsrA regula post-transcripcionalmente la expresión de 

hilD, uniéndose a la secuencia Shine-Dalgarno del RNAm de hilD, evitando así su 

traducción (Martínez et al., 2011). Otro sistema de dos componentes que participa 

en la regulación de los genes de SPI-1 es OmpR/EnvZ, el cual se ha propuesto 

que regula a HilD post-transcripcionalmente. El sistema PhoR/PhoB induce la 

expresión de los genes fimYZ, estos a su vez activan la expresión de HilE, que 

reprime la expresión de los genes de SPI-1 cuando se une directamente a HilD, 

inactivando a este regulador. En contraste, el regulador flagelar FliZ regula 

positivamente la expresión de HilA, lo que activa la expresión de los genes de SPI-

1 (Altier, 2005; Ellermeier and Slauch, 2007; Fàbrega and Vila; 2013). La proteasa 

Lon (controlada por DnaK) regula negativamente a SPI-1 al degradar a HilD y HilC 

(Takaya et al., 2005; Matsui et al., 2008).   

 

 

Figura 6. Regulación de la expresión génica de SPI-1. Se muestra la red de regulación para la 

expresión de los genes de SPI-1. En azul oscuro se indican los reguladores codificados dentro de 

SPI-1 y en azul claro los reguladores codificados fuera de esta isla. Las flechas continuas indican 

una regulación positiva, mientras que las flechas truncadas indican una regulación negativa.  
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1.4.3. Reguladores positivos y negativos de SPI-2 

SPI-2 codifica su propio sistema regulador, el sistema de dos componentes 

SsrA/B, formado por la proteína sensora histidina cinasa SsrA y el regulador de 

respuesta SsrB. SsrB se une a los promotores de los operones ssa1, ssa2 y sse 

de esta isla y es esencial para la expresión del SST3-2 y sus efectores, incluyendo 

aquellos codificados fuera de SPI-2. Por lo tanto, su función es crucial para la 

replicación intracelular de Salmonella durante una infección (Walthers et al., 2007; 

Fass and Groisman, 2009). Los genes ssrA y ssrB forman el operón ssrAB, cuya 

expresión es controlada positivamente por diferentes reguladores globales, como 

los sistemas de dos componentes OmpR/EnvZ y PhoP/PhoQ, y los reguladores  

SlyA y Fis (Lee et al., 2000; Bijlsma and Groisman, 2005; Fass and Groisman, 

2009). PhoP controla los niveles de SsrA postranscripcionalmente, al parecer 

controlando la traducción del RNAm de ssrA (Bijlsma and Groisman, 2005). En el 

caso de OmpR, este regulador puede unirse directamente al promotor ssrAB, 

activando así la transcripción de estos genes.  OmpR también puede actuar en 

conjunto con SsrB para activar la transcripción del efector SseI, codificado fuera 

de SPI-2 (Deiwick et al., 1999; Feng et al., 2003; Garmendia et al., 2003; Walthers 

et al., 2007; Fass and Groisman, 2009). Fis se une a los promotores de los 

operones ssr y ssa activando así la transcripción de estos genes (Fass and 

Groisman, 2009). SlyA, regulador transcripcional de la familia MarR, se une 

directamente al promotor ssrAB, regulando positivamente la expresión de estos 

genes (Linehan et al., 2005). Asimismo, en condiciones específicas de 

crecimiento, como cuando Salmonella se encuentra en una fase estacionaria 

tardía de crecimiento en el medio LB, la expresión del operón ssrAB, y así la 

expresión de los genes de SPI-2, se induce por el regulador HilD (Bustamante et 

al., 2008), codificado en SPI-1.  

Como para el caso de SPI-1, H-NS reprime la expresión de los genes de 

SPI-2 al unirse directamente a varios promotores de esta isla. La represión de H-

NS sobre el operón ssrAB puede ser contrarrestada por el regulador 

transcripcional HilD, codificado en SPI-1, bajo ciertas condiciones, como en la fase 
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estacionaria en medio LB (Bustamante et al., 2008), mientras que SsrB 

contrarresta la represión de H-NS sobre los demás genes de SPI-2 (Fass and 

Groisman, 2009, Walthers et al., 2007). Se ha reportado que otras dos NAPs, Hha 

y YdgT, también reprimen la transcripción de los genes de SPI-2 (Schechter et al., 

2003). Asimismo, SsrB se autorregula positivamente (Feng et al., 2003; Feng et 

al., 2004). 

 

Figura 7. Regulación de la expresión génica de SPI-2. Se muestra la red de regulación para la 

expresión de los genes de SPI-2. En azul oscuro se indica al sistema de dos componentes SsrA/B, 

codificado en SPI-2, el cual controla positivamente la expresión de los genes de esta isla. En rosa 

claro se muestran los reguladores codificados fuera de SPI-2 que controlan la expresión del operón 

ssrAB, y que de esta manera regulan a los genes de esta isla. Las flechas continuas indican una 

regulación positiva, mientras que las flechas truncadas indican una regulación negativa. 

 

1.4.3.1. Sistema de dos componentes SsrA/B 

  Los sistemas de dos componentes regulan la expresión de genes en 

respuesta a señales ambientales específicas y están frecuentemente involucrados 

en la regulación de la expresión de genes de virulencia en diferentes bacterias. En 

su forma más simple, un sistema de dos componentes contiene una cinasa 

sensora, frecuentemente una proteína de membrana que funciona en una 

señalización trans-membranal, y un regulador de respuesta, usualmente una 
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proteína de unión a DNA que regula directamente la transcripción (Hoch, 2000; 

Beier and Gross, 2006). 

Como se mencionó anteriormente, el sistema de dos componentes SsrA/B 

controla la expresión de los genes de SPI-2 (Feng et al., 2003; Garmendia et al., 

2003). Asimismo, SsrA/B también regula la expresión de algunos genes 

codificados fuera de esta isla, los cuales codifican principalmente para proteínas 

efectoras que son secretadas a través del SST3 codificado en SPI-2 o son 

componentes estructurales de este aparato de secreción (Garmendia et al., 2003). 

El arreglo del sistema SsrA/B difiere de muchos otros sistemas de dos 

componentes. SsrA es una cinasa híbrida compuesta por un dominio de unión a 

ATP, un dominio de fosforilación de histidina, un dominio de fosforilación o 

receptor, similar al presente en reguladores de respuesta, y un dominio 

histidilfosfotranferasa en su C-terminal (Feng et al., 2003). La complejidad de 

estos dominios sugieren un mecanismo de fosforelevo, donde el grupo fosforilo es 

transferido mediante reacciones intramoleculares consecutivas de una histidina a 

un aspartato y de este aspartato a otra histidina, y posteriormente se transfiere el 

grupo fosforilo a un aspartato conservado en el regulador de respuesta SsrB 

(Hoch, 2000; Feng et al., 2003). SsrB es un regulador de respuesta, miembro  de 

la subfamilia NarL/FixJ, que contiene dos dominios. El dominio receptor N-terminal 

contiene el sitio de fosforilación conservado de ácido aspártico, y el dominio 

efector C-terminal es el de unión a DNA (Baikalov et al., 1996). SsrB funciona por 

un mecanismo de activación en el cual el motivo hélice-giro-hélice (HTH) de 

reconocimiento de DNA en el dominio C-terminal está bloqueado físicamente por 

el extremo N-terminal y la fosforilación desencadena un cambio conformacional 

que libera este efecto inhibitorio, exponiendo el motivo HTH y promoviendo la 

dimerización. Para activar la transcripción, SsrB debe estar forforilado en el Asp56, 

aunque se ha reportado que su sobreexpresión puede activar a los genes de SPI-

2 en ausencia de la cinasa SsrA (Feng et al., 2004).  

SsrB induce la expresión de los genes de SPI-2, así como de genes 

localizados fuera de esta isla, contrarrestando la represión que ejerce H-NS sobre 
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los promotores de estos genes (Walthers et al., 2007). Se ha propuesto que SsrB 

interactúa primero con el DNA como monómero y posteriormente se dimeriza 

(Carrol et al., 2009, Tomljenovic-Berube et al., 2010). Recientemente se definió 

una secuencia de reconocimiento de SsrB que consiste en una secuencia 

heptamérica, dos secuencias de 7 pb separadas por 4 pb (7-4-7), que forma un 

palíndrome degenerado de 18 pb (Fig. 8), en donde la conservación en secuencia 

y orientación de uno de los heptámeros es suficiente para el reconocimiento por 

SsrB. Esta secuencia sugiere que la dimerización de SsrB es probablemente 

requerida para que se lleve a cabo la activación transcripcional de sus genes 

blanco a través de una primera interacción fuerte de un monómero con el 

heptámero más conservado, la cual podrá estabilizar la interacción de un segundo 

monómero con la secuencia menos conservada (Tomljenovic-Berube et al., 2010).  

 

Figura 8. Secuencia consenso de unión reportada para SsrB. Esta secuencia es un heptámero 

que se generó a partir de un palíndrome de 18 pb que reconoce SsrB en promotores de SPI-2 

(Adaptado de Tomljenovic-Berube et al., 2010). 

 

1.5. Regulación de la expresión de los genes del flagelo 

Se ha reportado que cuando Salmonella se encuentra dentro de 

macrófagos se reprime la expresión de los genes que codifican para la maquinaria 

flagelar. Esto puede deberse a que intracelularmente Salmonella ya no requiere de 
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motilidad, además de que la flagelina es el ligando para el TLR5 (Toll-like receptor 

5), proteína que forma parte del sistema inmune innato. Por lo anterior,  se sugiere 

que la represión en la síntesis del flagelo contribuye a disminuir la respuesta 

inmune innata del hospedero contra Salmonella (Eriksson et al., 2003). 

La mayor parte de los genes flagelares se agrupan en regiones limitadas 

del cromosoma y se encuentran organizados en más de 15 operones (Aldridge 

and Hughes, 2002). En el caso de S. Typhimurium, su regulón está estructurado 

en una vía secuencial en la cual los operones flagelares están divididos dentro de 

tres clases con respecto a su jerarquía en la cascada de regulación (Chilcott and 

Hughes, 2000; Takaya et al., 2012). La clase 1 contiene sólo al operón flhDC, que 

codifica para el complejo heteromultimérico FlhD4C2. Este operón está localizado 

arriba de la cascada del regulón, por lo cual su función es absolutamente 

requerida para la expresión del resto de los genes. Esto lo hace un punto de 

regulación crucial, en el cual varios reguladores globales y señales ambientales 

influyen en la decisión de que se lleve a cabo o no la síntesis del flagelo (Chilcott 

and Hughes, 2000). La clase 2 contiene un amplio número de genes flagelares, lo 

cuales están involucrados principalmente en la formación del cuerpo basal y del 

gancho. La transcripción de los promotores de esta clase es activada por el 

complejo FlhDC, el cual se une a la región promotora e interactúa con la región C-

terminal de la subunidad α de la RNA polimerasa (Liu and Matsumura, 1995). En 

esta clase se incluye el gen fliA, que codifica para un factor sigma alterno de la 

RNA polimerasa, 28, necesario para la transcripción de los genes de la clase 3  

(Ohnishi et al., 1990). A su vez, a partir de los promotores de esta clase también 

se expresa un factor anti-28, la proteína FlgM, que se une a FliA y previene su 

asociación al core de la RNA polimerasa (Kutsukake and Iino, 1994). A esta clase 

también pertenece el gen fliZ, que codifica para un activador de genes de la clase 

2 y 3 (Kutsukake et al., 1999). Finalmente, la clase 3 contiene genes involucrados 

en el ensamble del filamento, la rotación flagelar y la quimiotaxis (Fig. 9). El gen 

fliC codifica para la proteína flagelina, la cual es requerida en grandes cantidades 

para el ensamble del filamento flagelar (Chilcott and Hughes, 2000; Karlinsey et 

al., 2000).  
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Figura 9. Regulación de la expresión de los genes del flagelo. La regulación de la expresión de 

los genes flagelares inicia con los productos del operón flhDC, el cual codifica para un complejo 

heteromultimérico FlhD4C2, que se une directamente a los promotores de la clases 2. Uno de los 

genes de esta clase es fliA, que codifica para un factor sigma alterno,
28

, necesario para la 

transcripción de los genes de la clase 3, entre los que se encuentra fliC (Adaptado de Takaya et 

al., 2012). 

 

Entre los reguladores positivos para la expresión de los genes flagelares se 

encuentra CsrA, la cual se une al RNAm de flhDC, estabilizándolo, y de esta forma 

activando postranscripcionalmente la expresión de este operón (Wei et al., 2001; 

Lawhon et al., 2003). También se ha reportado que H-NS regula positivamente la 

síntesis del flagelo a través de la activación del operón flhDC (Kutsukake, 1997). 

De igual forma, se ha propuesto que Fis es un regulador positivo para el flagelo, al 

requerirse para la expresión de los genes flagelares y la movilidad en Salmonella 

(Kelly et al., 2004). El regulador de respuesta RcsB, que forma parte del sistema 

Rcs, regula negativamente la expresión de los genes flagelares, al unirse 

directamente a la región promotora de flhDC (Wang et al., 2007). Por otra parte, se 

observó que el sistema de dos componentes PhoP/Q reprime la transcripción de 

fliC (Adams et al., 2001). 
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2. ANTECEDENTES 

Varios reguladores codificados fuera de las SPIs han sido involucrados en 

la expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2, los cuales controlan positiva o 

negativamente la expresión de HilD o HilA, en el caso de los genes de SPI-1, o del 

sistema SsrA/B, en el caso de los genes de SPI-2 (Fass and Groisman, 2009; 

Martínez et al., 2011; Golubeva et al., 2012).  

En nuestro laboratorio se ha generado conocimiento muy importante acerca 

de los mecanismos moleculares que controlan la expresión de los genes de SPI-1 

y SPI-2 (Bustamante et al., 2008; Martínez et al., 2011; Martínez et al., 2014). Se 

encontró que tanto los genes de SPI-1 como los genes de SPI-2 se expresan 

cuando Salmonella crece en el medio rico en nutrimentos LB, pero esta expresión 

se da en diferentes fases del crecimiento, en la fase estacionaria temprana y en la 

fase estacionaria tardía, respectivamente (Bustamante et al., 2008). Por ejemplo, 

en la figura 10 se muestra que la expresión de HilA (SPI-1) se detecta a partir de 

la hora 4 del crecimiento de S. Typhimurium en LB y su expresión comienza a 

disminuir a partir de la hora 8, mientras que la expresión de SsrB (SPI-2) se induce 

a partir de la hora 8. En estas condiciones de crecimiento, HilD, regulador 

codificado en SPI-1, induce la expresión consecutiva de HilA y del sistema SsrA/B, 

estableciéndose así una comunicación a nivel de expresión genética entre SPI-1 y 

SPI-2 (Bustamante et al., 2008). A la fecha no se ha esclarecido el mecanismo 

que determina esta expresión diferencial de los genes de SPI-1 y SPI-2, siendo 

que ambos son regulados por HilD. De manera interesante, cuando Salmonella 

crece en el medio mínimo MM-N la expresión de SsrA/B, y como consecuencia la 

del resto de genes de SPI-2, se induce por un mecanismo independiente de HilD, 

que involucra a los reguladores OmpR, SlyA y PhoP (Bustamante et al., 2008). 
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Figura 10. Expresión de HilA y SsrB en diferentes fases del crecimiento de S. Typhimurium 

en el medio de cultivo LB. La expresión de SsrB y HilA-FLAG se detectó mediante Western-blot. 

Como control se detectó la expresión de la proteína DnaK, la cual se expresa constitutivamente en 

estas condiciones. Ver el texto para la descripción (Bustamante et al., 2008). 

Con resultados generados en nuestro laboratorio y en otros grupos, se ha 

integrado una cascada de regulación que controla la expresión de los genes SPI-1 

y SPI-2, la cual está formada por múltiples reguladores (Fig. 11).  

 

Figura 11. Cascada de regulación de los genes de SPI-1 y SPI-2. Cuando Salmonella crece en 

LB, los RNAs pequeños CsrB y CsrC contrarrestan la represión postranscripcional  que ejerce la 

proteína CsrA sobre la expresión de HilD. Al expresarse, HilD induce la expresión consecutiva de 

HilA y del sistema de dos componentes SsrA/B, reguladores positivos centrales de los genes de 

SPI-1 y SPI-2, respectivamente, contrarrestando la represión que ejerce sobre sus respectivos 

genes el regulador global H-NS. Por otro lado, cuando Salmonella crece en un medio mínimo, la 

expresión de SsrA/B, y como consecuencia la del resto de genes de SPI-2, se induce por un 

mecanismo independiente de HilD, que involucra a los sistemas de dos componentes OmpR/EnvZ 
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y PhoP/PhoQ, así como al regulador SlyA (Bustamante et al., 2008; Martínez et al., 2011).  La 

flecha punteada indica el efecto de represión que tiene SsrB sobre la expresión de HilA.  

 

Varias preguntas interesantes han surgido de nuestros estudios. Por 

ejemplo, ¿cómo se reprime la expresión dependiente de HilD de los genes de SPI-

1 en fase estacionaria tardía del crecimiento en LB y en el crecimiento en medios 

mínimos? ¿La represión de los genes de SPI-1 en estas condiciones está ligada a 

la expresión de los genes de SPI-2? (Fig. 10 y 11). A este respecto, recientemente 

se encontró que la expresión constitutiva de SsrB, a partir de un plásmido, reprime 

la expresión de hilA y la secreción de proteínas de SPI-1 (Fig. 12A y B), sugiriendo 

que el sistema de dos componentes SsrA/B, que regula positivamente a los genes 

de SPI-2, podría controlar negativamente la expresión de los genes de SPI-1. En 

apoyo a esto, en la cepa WT de S. Typhimurium la inducción de la expresión de 

SsrB coincide con el inicio de la disminución de la expresión de HilA (Fig. 10). Así, 

estos resultados podrían indicar una comunicación reciproca a nivel transcripcional 

entre SPI-1 y SPI-2, en la que primero HilD induciría la expresión consecutiva de 

los genes de SPI-1 y SPI-2, cuando Salmonella crece en LB y probablemente 

cuando se encuentra en el lumen intestinal, y posteriormente SsrB induciría la 

expresión de los genes de SPI-2 y reprimiría a los genes de SPI-1, cuando 

Salmonella crece en la fase estacionaria tardía en LB, o en medio mínimo, y 

probablemente cuando se encuentra dentro de las células de su hospedador.  

Adicionalmente, se observó que la expresión constitutiva de SsrB, a partir 

de un plásmido, reprime la secreción de FliC, componente de la flagelina (Fig. 

12A), lo que sugiere que el sistema de dos componentes SsrA/B también podría 

controlar negativamente la expresión de los genes del flagelo. 

En este proyecto investigamos más a detalle el fenómeno de represión de 

los genes de SPI-1 mediado por SsrB, así como su posible papel como represor 

en la expresión de los genes del flagelo. 
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Figura 12. La expresión constitutiva de SsrB reprime a los genes de SPI-1 y del flagelo. (A) 

Perfil de proteínas secretadas de la cepa S. Typhimurium SL1344 WT conteniendo el vector 

pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, que expresa constitutivamente a SsrB (SsrB en 

concentraciones elevadas puede actuar sobre sus genes blanco, independientemente de su estado 

de fosforilación). Las proteínas SipA, SipB, SipC y SipD se codifican en SPI-1 y se secretan por el 

SST3 codificado en esta isla. La proteína FliC es una de las subunidades del flagelo. (B) Expresión 

de la fusión transcripcional hilA-cat (SPI-1), contenida en el plásmido philA-cat, en la cepa  WT de 

S. Typhimurium conteniendo el vector pMPM-T3 o el plásmido pT3-SsrB, que expresa de manera 

constitutiva a SsrB. Las cepas bacterianas se crecieron en LB a 37°C, durante 4 horas para 

determinar la expresión de las fusiones transcripcionales y durante 9 horas para obtener los 

perfiles de proteínas secretadas (Bustamanete et al., no publicado). 
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3. HIPÓTESIS 

El sistema SsrA/B reprime a los genes de SPI-1 y a los genes flagelares 

actuando sobre hilD y flhDC, que codifican para los reguladores centrales de estos 

genes, respectivamente.  

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo General 

Determinar el mecanismo molecular por el cual SsrB reprime la expresión 

de los genes de SPI-1 y del flagelo 

 

4.2. Objetivos Particulares 

1. Identificar los genes de la cascada de regulación de SPI-1 controlados 

directamente por SsrB. 

2. Definir si SsrB regula la expresión de los genes del flagelo. 

3. Determinar la secuencia que reconoce SsrB en sus genes blanco. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

Las cepas, plásmidos y oligonucleótidos empleados en este trabajo se enlistan 

en las tablas 1, 2 y 3. 

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo 

Cepa Descripción Origen o referencia 

S. Typhimurium:   

WT Cepa silvestre SL1344, Str
R
 Hoiseth and Stocker, 1981 

∆ssrB::km Derivada de SL1344; ∆ssrB::km, Str
R
, 

Km
R
 

Bustamante, et al., 2008 

∆slyA/ ∆ssrAB::km Derivada de ∆slyA; ∆slyA/ ∆ssrAB::km 

Str
R
, Km

R 
 

Este trabajo 

∆hilD/∆hns Derivada de ∆hilD/∆hns::km; 

∆hilD/∆hns, Str
R
 

Bustamante, et al., no 

publicado 

∆lon Derivada de ∆lon::km; ∆lon, Str
R
 Bustamante, et al., no 

publicado 

∆hilE Derivada de ∆hilE::km; ∆hilE, Str
R
 Bustamante, et al., no 

publicado 

invF-FLAG Derivada de SL1344; expresa la 

proteína InvF-FLAG 

Bustamante, et al., no 

publicado 

∆ssrB::km/invF-FLAG Derivada de SL1344; expresa la 

proteína InvF-FLAG 

Bustamante, et al., no 

publicado 

∆csrA::km Derivada de SL1344; ∆csrA::km, Str
R
, 

Km
R
 

Martínez et al., 2011 

∆flhDC::km Derivada de SL1344; ∆flhDC::km, Str
R
, 

Km
R
 

Este trabajo 

E. coli:   

DH10β 

DH5α 

Cepa de laboratorio, Str
R 

Cepa de laboratorio, Nal
R
 

Invitrogen 

Invitrogen  
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Tabla 2. Plásmidos utilizados en este trabajo 

Plásmido Descripción * Origen o referencia 

pKK232-8 Derivado de pBR322, contiene el gen cat 

(cloranfenicol acetil transferasa) sin promotor, 

empleado para la construcción de fusiones 

transcripcionales; Amp
R
 

Pharmacia LKB 

Biotechnology (Brosius, 

1984) 

pssaG-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional ssaG-cat, que lleva la región -

303 a +361, Amp
R
 

Bustamante et al., 2008 

pinvF-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional invF-cat, que lleva la región -306 

a +231, Amp
R
 

Bustamante et al., 2008 

philA-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilA-cat, que lleva la región -410 

a +466, Amp
R
 

Bustamante et al., 2008 

philD-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilD-cat, que lleva la región -364 

a +88, Amp
R
 

Bustamante et al., 2008 

philD-cat-108 Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilD-cat, que lleva la región -108 

a +88, Amp
R
 

Bustamante et al., no 

publicado 

philD-cat-48 Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilD48-cat, que lleva la región -

48 a +88, Amp
R
 

Bustamante et al., no 

publicado 

philDp-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilDp-cat, que lleva la región -37 

a +6, Amp
R 

Este trabajo 

philDpMut-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilDpMut-cat, que lleva la región -

37 a +6 con cuatro bases mutadas (Fig. 16), 

Amp
R 

Este trabajo 
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philDpMutG-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilDpMutG-cat, que lleva la región 

-37 a +6 con dos bases mutadas (Fig. 17), Amp
R 

Este trabajo 

pcsrB-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrB-cat, que lleva la región -372 

a +18, Amp
R
 

Martínez et al., 2011 

pcsrB114-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrB114-cat, que lleva la región -

114 a +18, Amp
R
 

Martínez et al., 2014 

pcsrB50-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrB50-cat, que lleva la región -

50 a +18, Amp
R
 

Martínez et al., 2014 

pcsrC-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrC-cat, que lleva la región -351 

a +63, Amp
R
 

Martínez et al., 2011 

pcsrC119-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrC119-cat, que lleva la región -

119 a +63, Amp
R
 

Martínez et al., 2014 

pcsrC59-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrC59-cat, que lleva la región -

59 a +63, Amp
R
 

Martínez et al., 2014 

pcsrA-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional csrA-cat, que lleva la región -327 

a +61, Amp
R
 

Martínez et al., 2011 

philE-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional hilE-cat, que lleva la región -910 

a +70, Amp
R
 

De la Cruz et al., no 

publicado 

plon-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional lon-cat, Amp
R
 

Bustamante, et al., no 

publicado 

pfliC-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional fliC-cat, Amp
R
 

Bustamante, et al., no 

publicado 

pfliA-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional fliA-cat, que lleva la región -312 

Este trabajo 
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a +127, Amp
R
 

pflhD-cat Derivado de PKK232-8, contiene la fusión 

transcripcional flhD-cat, que lleva la región -836 

a +91, Amp
R
 

Este trabajo 

pMPM-K3 Vector de clonación de bajo número de copias; 

origen P15A, Km
R
 

Mayer, 1995 

pK3-SsrB Derivado de pMPM-K3, contiene el gen 

estructural ssrB y el sitio de unión al ribosoma 

bajo el control del promotor lac, Km
R
 

Bustamante, et al., no 

publicado 

pKD4 Derivado de pANTSγ; contiene el gen de 

resistencia a Km, flanqueado por FRT’s    

Datsenko y Wanner; 

2000 

pKD46 Derivado de pINT-ts, contiene el sistema de 

recombinación del fago Rojo bajo el control de 

un promotor  inducible por arabinosa y; AmpR 

Datsenko y Wanner; 

2000 

 

* Las posiciones de las regiones contenidas en las fusiones transcripcionales son con 

respecto al inicio de la transcripción de cada gen. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos empleados en este trabajo 

Nombre Secuencia (5’-3') Modificación 

Construcción de la fusión flhD-cat 

flhD-RV11 TCCAAGCTTATCAAACGCTGTGCAAGGAG HindIII 

flhD-FW22 TGAGGATCCGGGGTGACGGCAACGG BamHI 

Construcción de la fusión fliA-cat 

fliA-RV33 GCAAAGCTTCGTGACGCACCAGCG HindIII 

fliA-FW44 GGAGGATCCAAAGCACCAGCTTGAAGAGG BamHI 

Construcción de la fusión hilDp-cat 

hilDPRHindIII AGCTTCCTTACTGGTATCCTACTGAAAAAA 

TCTGAGTTGTAAATGCG 

HindIII 

hilDPFBamHI GATCCGCATTTACAACTCAGATTTTTTCAG 

TAGGATACCAGTAAGGA 

BamHI 
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Construcción de la fusión hilDpMut-cat 

hilDPmutRHindI2 AGCTTCCTTACTGGTATCCTACTGAAAAAG 

CTTAAGTTGTAAATGCG 

HindIII 

hilDPmutFBamHI2 GATCCGCATTTACAACTTAAGCTTTTTCAG 

TAGGATACCAGTAAGGA 

BamHI 

Construcción de la fusión hilDpMutG-cat 

hilDPmutGRHindI AGCTTCCTTACTGGTATTCTACTGAAAAAA 

TTTGAGTTGTAAATGCG 

HindIII 

hilDPmutGFBamHI GATCCGCATTTACAACTCAAATTTTTTCAG 

TAGAATACCAGTAAGGA 

BamHI 

Construcción de la mutante ∆flhDC::km 

SflhDCH1P1 ATGGGAACAATGCATACATCCGAGTTGCTAAAACACATTTATTGTAGG

CTGGAGCTGCTTCG 

SflhDCH2P2 TTAAACAGCCTGTTCGATCTGTTCATCCAGCAGTTGTGGAATCATATG

AATATCCTCCTTAG 

Caracterización de la mutante ∆flhDC::km 

flhDC-FKpnI GTCGGTACCTCCATAATGTCTGAGCGCTGC KpnI 

flhDC-RSacI TGCGAGCTCGGGCGATTAACGCGAAGG SacI 

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT  

K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC  

Ensayos de retardamiento: 

  Gen blanco 

SirAF-BamHI GCCGGATCCATCGCCTGCAGCATCAGC sirA 

SirAR-HindIII AGCAAGCTTCACCGACAACTTTAATGC sirA 

pKK-ssaH-F CGCGGATCCTGGTAGTTTGGGACTACA ssaG 

pKK-ssaH-R CCCAAGCTTATAACCGTTAGCGCTGGT ssaG 

hilDFBamHI AATGGATCCTCACAGCCGTTCAGTGAG hilD 

hilDRHindIII CTGAAGGTTATCTGCGGCAGGACGC hilD 

HilD-48Fw CAAGGATCCCTAATAAAGAGCATTTACAACTCAG hilD 
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PKKSEQ1-VB CAACGGTGGTATATCCAGTG Vector 

pKK232-8 

PKKSEQ2-VB GAGGCCCTTTCGTCTTCAAG Vector 

pKK232-8 

hilA1FBamHI ATCGGATCCCTCTGAGAACTATTTGC hilA 

hilA2RHindIII GACAAGCTTTTCTGAGCGTAGCAGGG hilA 

csrB-Fw1HindIII TTCAAGCTTCGACTCCCTGTCGACGAAG csrB 

csrB-Rev1 TAGGCCACCTGGTCACGC csrB 

csrB-114Rv CTTGGATCCGTCTATATAAAACAACTAATTAAAATG csrB 

csrB-50Rv CTTGGATCCTTGTCTGTAAGCGTCTTGTAAG csrB 

crc-BFwI CTTCGGATCCGCAATCGGAAGGTAAATGG csrC 

crc-HRvI CTTGAAGCTTCGCCTCCTGGCGCTCC csrC 

csrC-119Fw TCGGGATCCGGCTCAAAGCCAGTTAATATAG csrC 

csrC-59Fw GTCGGATCCAAAGGGATTTGCCGTGTCGG csrC 

Flc-FWI-Hd GACAAGCTTACAGACGCTCGATAGCGGTG fliC 

Flc-RVI-BH GTTGGATCCCACACCTAATGATG fliC 

fliA-RV33 GCAAAGCTTCGTGACGCACCAGCG fliA 

fliA-FW44 GGAGGATCCAAAGCACCAGCTTGAAGAGG fliA 

flhD-RV11 TCCAAGCTTATCAAACGCTGTGCAAGGAG flhD 

flhD-FW22 TGAGGATCCGGGGTGACGGCAACGG flhD 

 

 

Tabla 4. Antibióticos y dosis empleadas en este trabajo 

Estreptomicina  (Str) 100 µg/ml 

Ampicilina (Amp) 200 µg/ml 

Kanamicina (Km) 20 µg/ml 

Ácido Nalidíxico 15 µg/ml 
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5.1. Preparación de células electrocompetentes 

Las diferentes cepas de interés se cultivaron en 5 ml de LB adicionado con 

los antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm 

durante toda la noche. Al otro día, se emplearon 1 ml de estos cultivos para 

inocular un matraz de 250 ml con 100 ml de LB adicionado con los mismos 

antibióticos. Estos cultivos se incubaron durante 2 a 3 h a 37°C a 200 rpm, hasta 

que alcanzaron una D.O.600nm de 0.6 a 0.8. Posteriormente los cultivos se 

centrifugaron por 8 min a 8 000 rpm a 4°C en tubos Nalgene, se desechó el 

sobrenadante, la pastilla se lavó con 30 ml de agua MQ fría estéril y se centrifugó 

en las mismas condiciones. Después, el sobrenadante se desechó, se 

resuspendió la pastilla  en 30 ml de glicerol al 10% estéril frío y se procedió a 

centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, se desechó el sobrenadante y 

la pastilla se resuspendió en 500 µl de glicerol al 10% estéril frío.  

 

5.2. Electroporación 

Se mezclaron 40 µl de células electrocompetentes con 5 µl de DNA 

plasmídico. Esta mezcla se colocó en una celda de electroporación fría (BIORAD) 

y se le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms usando un electroporador 

“E.coli pulser” (BIORAD). Posteriormente se agregó a la celda 1 ml de medio de 

cultivo SOC  y se mezcló, después se transfirió a un tubo de ensayo y se incubó 

durante 1 hora a 37°C en agitación a 200 rpm. Finalmente, se sembraron 250 µL 

del cultivo en cajas Petri con medio LB solidificado con agar al 1.5% con los 

antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C durante 16 horas 

aproximadamente.  
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5.3. Cultivos bacterianos para cuantificar la expresión de los genes de 

SPI-1 y SPI-2 

 

 Medio LB 

Las cepas transformadas se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con 

los antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitación a 200 rpm 

durante toda la noche. Al día siguiente, se tomaron 500 µl de cada cultivo y se 

inocularon 2 matraces de 250 ml con 50 ml de LB adicionado con los mismos 

antibióticos. Estos cultivos se incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm durante 9 

horas. Se tomaron muestras de 1 ml de cultivo a las 4 h y 9 h para analizar la 

expresión de las diferentes fusiones transcripcionales.  

Posteriormente se procedió a centrifugar todas las muestras durante 2 min 

a 13 000 rpm, se desechó el sobrenadante y las pastillas obtenidas se lavaron con 

650 µl de solución de lavado TDTT (Tris-HCl, pH 7.8 50 mM, y DL-ditiotreitol 30 

µM). Después de centrifugar en las mismas condiciones se desechó el 

sobrenadante. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron 

a -20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 600 µl de TDTT.  

 

 Medio MM-N 

De igual forma que para la cuantificación de la expresión de los genes en 

medio LB, las cepas que contienen los plásmidos que llevan las fusiones 

transcripcionales al gen reportero cat, se cultivaron en 5 ml de medio LB 

adicionado con los antibióticos para los que tienen resistencia (Tabla 4) y se 

incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm durante toda la noche. Al día siguiente 

se hicieron dos pastillas centrifugando 1.5 ml de los cultivos y se les dio un lavado 

con 1 ml de medio MM-N. Posteriormente las pastillas se resuspendieron en 500 

µl de MM-N y con cada una de ellas se inocularon dos matraces con 50 ml de MM-

N.  Los cultivos se incubaron durante 16 h a 37°C en agitación a 200 rpm, hora a 

la cual se tomó una muestra de 1.5 ml, también midiéndose la densidad óptica de 

los cultivos a 600 nm. Las muestras se centrifugaron durante 2 min y se desechó 
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el sobrenadante. Las pastillas obtenidas se lavaron con 850 µl de solución de 

lavado TDTT. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron 

a -20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 750 µl de TDTT. 

 

 Medio PCN  

Para la cuantificación de la expresión de los genes en medio PCN, las 

cepas que contienen los plásmidos que llevan las fusiones transcripcionales al gen 

reportero cat, se cultivaron en 5 ml de medio Lennox adicionado con los 

antibióticos para los que tienen resistencia (Tabla 4) y se incubaron a 37°C en 

agitación a 200 rpm durante toda la noche. Al día siguiente se hicieron dos 

pastillas centrifugando 25 µl de los cultivos y se les dio dos lavados con 25 µl de 

medio PCN. Posteriormente las pastillas se resuspendieron en 25 µl de PCN y con 

cada una de ellas se inocularon dos matraces con 25 ml de PCN.  Los cultivos se 

incubaron a 37°C en agitación a 200 rpm, hasta que alcanzaron una D.O.600nm de 

0.3, en un tiempo aproximado de 9 h, momento en el cual se concentró el 

contenido del matraz centrifugando durante 8 min a 8 000 rpm y desechando el 

sobrenadante. Las pastillas obtenidas se lavaron con 500 µl de solución de lavado 

TDTT. En caso de no utilizar las pastillas inmediatamente, se almacenaron a -

20°C, de lo contrario, se resuspendieron en 500 µl de TDTT. 

 

5.4. Cuantificación de la actividad enzimática específica de CAT 

(Cloranfenicol Acetil Transferasa) 

La actividad de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa fue medida 

usando una modificación de un método espectrofotométrico. Primero, las pastillas 

resuspendidas en TDTT fueron sonicadas durante 3 min en un sonicador “Vibra 

Cell”, con pulsos de 9.9 s y períodos de reposo de 9.9 entre cada pulso, 

obteniéndose un tiempo total de sonicación de 6 min. Posteriormente las muestras 

sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 14 000 rpm y se transfirió el 

sobrenadante obtenido a tubos nuevos.  



 
 

  51 
 

Para la cuantificación de las proteínas totales en los sobrenadantes 

obtenidos se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pozos (Costar), donde se 

agregaron por duplicado 10 µl de cada muestra por pozo, utilizando como blanco 

en el pozo correspondiente 10 µl de TDTT. Después, se añadió a cada pozo 200 

µl de una mezcla (50:1) de los reactivos del estuche BCA “Protein Assay Reagent” 

(Pierce) y se incubó la placa durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se calculó la 

concentración de proteínas totales mediante la lectura de la absorbancia a 562 nm 

en un lector automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-Tek Instruments 

Inc.), utilizando el programa KC3. Los valores obtenidos se interpolaron en una 

curva estándar de concentraciones de la proteína BSA (albúmina de suero de 

bovino) previamente almacenada en dicho programa.  

Para calcular la actividad enzimática de CAT, 5 µL de cada muestra fueron 

agregadas por duplicado en otra placa de cultivo celular de 96 pozos, seguido de 

200 µl de una mezcla de reacción de Tris-HCl pH 7.8 0.1 M, DTNB ( ácido 5, 5'-

ditio-bis (2-nitrobenzoico) Research Organics) 1 mM , acetil-CoA 0.1 mM 

(Pharmacia Biotech) y  cloranfenicol 0.1 mM (Sigma). La actividad de CAT se 

determinó, inmediatamente después de agregarse la mezcla de reacción, 

utilizando el mismo lector de microplacas posicionado en el modo de cinética, 

tomándose lecturas de absorbancia a 405 nm cada 5 s durante 5 min de reacción. 

Los valores de actividad obtenidos de cada muestra se interpolaron en una curva 

estándar de actividad de CAT (de 0 a 2 500 U/ml), previamente almacenada en el 

programa KC3. Finalmente, la actividad específica de CAT (µmol/min/mg) se 

obtuvo al dividir las unidades de actividad de CAT entre la concentración de 

proteínas totales de cada muestra.    
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5.5. Construcción de los plásmidos que contienen las fusiones 

transcripcionales flhD-cat, fliA-cat, hilDp-cat, hilDpMut-cat y 

hilDpMutG-cat 

 Utilizando oligonucléotidos específicos que contienen los sitios de 

restricción necesarios (Tabla 3), se amplificaron las regiones reguladoras de los 

genes flhD y fliA mediante PCR. En las figuras 13 y 14 se esquematiza la región 

que fue amplificada y empleada para la construcción de cada fusión. El producto 

de PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE (Tris-Acetato-

EDTA 0.5X, pH 8.0) a 80 V. El gel fue teñido con bromuro de etidio (0.5 µl/mg) y el 

DNA visualizado en un transiluminador de luz UV de onda corta (Sigma), permitió 

identificar la banda del tamaño correspondiente a la región amplificada para 

cortarla y purificarla mediante el kit “AxyPrep DNA gel extraction kit” (Axygen). 

Posteriormente el fragmento y el plásmido pKK232-8 (Tabla 2) fueron digeridos 

con las enzimas de restricción HindIII y BamHI. Las digestiones dobles fueron 

purificadas mediante el kit “AxyPrep PCR cleanup kit” (Axygen) y se visualizaron 

en un gel de agarosa al 1%. De acuerdo a las cantidades observadas en éste, el 

producto de PCR y el vector pKK232-8 se ligaron poniéndolos en la reacción de 

ligación en una proporción aproximada de 5:1 molar.  

Para las fusiones hilDp-cat, hilDpMut-cat y hilDpMutG-cat, se utilizaron dos 

oligonucleótidos complementarios que abarcan la región promotora del gen hilD, 

de la posición -37 a la +6, los cuales al hibridar entre ellos generan un fragmento 

de DNA de doble cadena con los extremos cohesivos para HindIII y BamHI (Tabla 

3). Los dos oligonucléotidos para la fusión hilDpMut-cat contienen cuatro cambios 

nucleotídicos: -21T>C, -22A>G, -23G>A y -25C>T, mientras que los dos 

oligonucléotidos para la fusión hilDpMutG-cat contienen dos cambios 

nucleotídicos: -9G>A y -23G>A. En las figuras 15, 16 y 17 se esquematiza la 

secuencia que fue utilizada para la construcción de estas fusiones. Se mezclaron 

concentraciones iguales de ambos oligonucléotidos, y la mezcla se calentó a 94°C 

durante 10 minutos, posteriormente se dejó enfriar a temperatura ambiente 

durante una hora para que se llevara a cabo la hibridación. El producto generado 
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de la hibridación de estos oligos se puso a ligar en el vector pKK232-8 (Tabla 2) 

digerido con las enzimas de restricción HindIII y BamHI. 

En las reacciones de ligación, primero se mezcló el fragmento de DNA que 

se quería clonar y el fragmento de DNA del vector linearizado. Esta reacción se 

incubó a 16°C toda la noche; al día siguiente la ligación se precipitó usando 

glicógeno, para lo cual se les agregó 1 µl de glicógeno (20 mg/ml) (Roche) y 

posteriormente 500 µl de etanol absoluto, dejando incubar durante 30 min a -20 

°C. Posteriormente se centrifugaron 15 min a 14 000 rpm, decantando el 

sobrenadante obtenido. Se agregaron 1 ml de etanol al 70% y se volvió a 

centrifugar en las condiciones anteriores, desechando perfectamente el 

sobrenadante. Los tubos se secaron en Speedvac sc100 (Savant) y se 

resuspendieron en 10 µl de agua MQ, de los cuales 5 µl se utilizaron para 

transformar la cepa E. coli DH10β. 

Para confirmar que la clonación de los fragmentos de flhD, fliA, hilDp, 

hilDpMut y hilDpMutG en el plásmido pKK232-8 se llevó a cabo, se purificaron 

plásmidos de varias transformantes de E. coli DH10β mediante miniprep, mismos 

que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Aquéllos plásmidos que 

contenían un inserto, fueron utilizados para amplificar por PCR el inserto que 

contenían y así corroborar su tamaño. Se seleccionaron los plásmidos que 

tuvieran el inserto correcto y se purificaron con el estuche “Hight Pure Plasmid 

Isolation Kit” (Roche). Finalmente se enviaron a la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM para obtener y verificar 

la secuencia de nucléotidos.  

De esta forma se obtuvieron los plásmidos pflhD-cat,  pfliA-cat, philDp-cat, 

philDpMut-cat y philDpMutG que contienen fusiones transcripcionales de los genes 

flhD, fliA y hilD, respectivamente, al gen reportero cat (Tabla 2).  
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Figura 13. Esquema de la fusión transcripcional flhD-cat. Se muestran las posiciones que 

abarca la región contenida en esta fusión, con respecto al inicio de la transcripción de flhD. 

 

 

Figura 14. Esquema de la fusión transcripcional fliA-cat. Se muestran las posiciones que 

abarca la región contenida en esta fusión, con respecto al inicio de la transcripción de fliA. 

 

 

 

Figura 15. Esquema de la fusión transcripcional hilDp-cat. S muestra la secuencia de la región 

promotora que abarca la región contenida en esta fusión, con respecto al inicio de la transcripción 

de hilD. 

 

 

Figura 16. Esquema de la fusión transcripcional hilDpMut-cat. Se muestra la secuencia de la 

región promotora que abarca la región contenida en esta fusión, con respecto al inicio de la 

transcripción de hilD. Las cuatro bases cambiadas se indican en color rojo.  

 

 

 

Figura 17. Esquema de la fusión hilDp-MutG-cat. Se muestra la secuencia de la región 

promotora que abarca la región contenida en esta fusión, con respecto al inicio de la transcripción 

de hilD. Las dos bases cambiadas se indican en color rojo.  
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5.6. Purificación de plásmidos 

Las cepas que contienen los plásmidos de interés se cultivaron en 5 ml de 

LB adicionado con los antibióticos adecuados (Tabla 4) incubándose durante toda 

la noche a 37 °C con agitación a 200 rpm. 

Los 5 ml de los cultivos se concentraron, centrifugando consecutivamente 2 

min a 14 000 rpm y desechando el sobrenandante. Las pastillas de bacterias se 

resuspendieron en 150 µl de buffer SET. Posteriormente se agregaron 8 µl de 

RNAsa (10 mg/ml) y esta suspensión se incubó a temperatura ambiente durante 5 

min. Transcurrido ese tiempo las bacterias se lisaron al agregarse 400 µl de 

solución de lisis (NaOH 0.2 M, SDS 1%) e incubando en hielo. Después de 5 min 

se agregaron 300 µl de acetato de amonio 7.5 M pH 7.8 y se incubó en hielo 

durante 10 min más, para  posteriormente centrifugar durante 10 min a 14 000 

rpm. El sobrenadante se recuperó en un tubo nuevo y se le agregó 500 µl de 

isopropanol. Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10 min y 

después se centrifugó a 14 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue 

desechado y se agregó 1 ml de etanol al 70%. Posteriormente se centrifugó 

durante 10 min a 14 000 rpm, el sobrenadante fue desechado y la pastilla de DNA 

se secó completamente, para finalmente resuspenderla en 60-100 µl de agua.  

 

5.7. Perfil de proteínas secretadas 

Las cepas a estudiar se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con los 

antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitación a 200 rpm 

durante toda la noche. Al día siguiente, se inocularon 5 ml de LB con 50 µl del 

inóculo de toda la noche y se incubó a 37°C con agitación a 200 rpm. A las 8 

horas de crecimiento se transfirieron 1.5 ml de cada tubo a 3 tubos eppendorf. 

Estas muestras se centrifugaron 5 min a 14 000 rpm. Posteriormente se 

transfirieron 1.3 ml del sobrenadante a tubos nuevos, se les agregaron 200 µl de 

ácido tricloroacético al 100% (Mallinckrodt) y se dejaron precipitando así durante 

toda la noche a -20°C. 
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Al día siguiente las proteínas precipitadas se concentraron por 

centrifugación durante 30 min a 14 000 rpm, se desechó el sobrenadante y las 

pastillas se disolvieron en 20 µl de buffer de carga SDS-PAGE 1X y se calentaron 

a 95°C durante 5 min. Después a cada tubo se le añadió 2 µl de Tris-HCl 2M pH 

11 y se calentaron nuevamente a 95°C durante 5 min. Finalmente las 3 muestras 

de cada cepa se juntaron en un solo tubo y fueron visualizadas en un gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Los geles fueron teñidos con colorante azul 

brillante de Coomassie (Brillant blue R-250).  

 

5.8. Ensayos de retardamiento en gel (EMSA’s, Electrophoretic Mobility 

Shift Assays) con DNA. 

Las regiones reguladoras de los genes sirA, ssaG, hilD, hilA, csrB, csrC, 

csrA,  fliC, fliA y flhD  fueron amplificadas mediante PCR usando DNA cromosomal 

de S. Typhimurium SL1344 (Tabla1) y los respectivos oligonucléotidos específicos 

(Martínez et al., 2011) (Tabla 3). Los productos de PCR fueron purificados usando 

el estuche comercial “QIAquick PCR purification” (Qiagen). Aproximadamente 100 

ng de cada uno de los diferentes fragmentos de DNA y 100 ng del fragmento sirA 

(control negativo) se incubaron con concentraciones crecientes de la proteína 

purificada SsrB, en un volumen total de 20 µl. Las reacciones de retardamiento 

fueron realizadas en el buffer de unión que contiene Tris pH 7.5 10 mM, KCl 50 

mM, Glicerol 2.5%, MgCl2 5 mM y nP40 0.05%. Las interacciones se realizaron a 

temperatura ambiente durante 20 min y posteriormente los complejos proteína-

DNA se separaron en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones no 

desnaturalizantes en amortiguador de corrida Tris-boratos-EDTA 0.5X. Para la 

visualización de los complejos DNA-proteína, los geles se tiñeron con una solución 

de bromuro de etidio 0.5 µg/ml y se visualizaron en un transiluminador con luz UV 

de onda corta (Alpha-Imager UV transiluminator Innotech Corp.). 
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5.9. Inmunodetección de proteínas mediante “Western blot” 

Muestras de aproximadamente 0.5 ml de cultivos, crecidos de acuerdo a lo 

descrito previamente en el apartado de “Cultivos bacterianos para cuantificar la 

expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2”, se centrifugaron durante 2 min a 13 000 

rpm, se desechó el sobrenadante y las pastillas de bacterias obtenidas fueron 

resuspendidas en 500 µl de amortiguador de carga SDS-PAGE 1X. Estas 

muestras se calentaron a 95 °C durante 5 min y se visualizó el extracto de 

proteínas totales en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, usando 

amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS (Tris-HCl 25 nM, Glicina 250 mM, SDS 

0.1%).  

Otro gel de los mismos extractos de proteínas se utilizó para la 

transferencia de éstas a una membrana de nitrocelulosa de poro de 0.45 m 

(Millipore), en una cámara de transferencia semi-seca (Bio-Rad), usando 

amortiguador de transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20%, SDS 

0.04%) durante 1 hora a 15 V. Las membranas que contenían las proteína 

transferidas fueron bloqueadas con leche desgrasada al 5% en PBST (PBS 1X, 

Tween 20 0.03%) durante toda la noche. 

Posteriormente la membrana se incubó en agitación durante 4 horas con los 

anticuerpos monoclonales anti-FLAG M2 (SIGMA) o anti-DNAK (StressGen), 

diluidos en PBST 1:20000. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó 3 veces 

con PBST en agitación durante 15, 5 y 5 minutos, respectivamente. 

Posteriormente se adicionó el anticuerpo secundario anti-ratón (1:10000) 

(PIERCE) para detectar a DnaK y al anticuerpo anti-FLAG. Las membranas se 

mantuvieron en agitación durante una hora. Se realizaron de nuevo 3 lavados 

durante 15, 5 y 5 minutos, con PBST en agitación.   

A continuación se agregó una mezcla 1:1 de los reactivos para revelado 

“enhanced luminol reagent” y “oxidizing reagent” del estuche comercial para 

revelado “Western Lightening Chemiluminiscense Reagent Plus” (Perkin Elmer 
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Life Sciences) y se mantuvieron en agitación durante 1 minuto. Finalmente las 

membranas se expusieron en películas radiográficas (KODAK-Omat-LS-film). 

 

5.10. Construcción de la cepa mutante flhDC::km 

La mutagénesis se realizó de acuerdo a la técnica descrita por Datsenko y 

Warner (Datsenko and Warner, 2000). La estrategia general se basó en 

reemplazar los genes flhD y flhC en la cepa S. Typhimurium SL1344 (Tabla 1), con 

un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que es generado por PCR 

utilizando oligonucleótidos que tienen 42 nucleótidos homólogos al gen que se 

desea remover (H1 flhD y H2 flhC) más la secuencia correspondiente a P1 y P2 

del plásmido pKD4 (20 nucleótidos) (Tabla 3). En este procedimiento, la 

recombinación requiere la recombinasa del fago  Rojo, la cual es sintetizada bajo 

el control de un promotor inducible por arabinosa en un plásmido de bajo número 

de copia (pKD46) (Tabla 2).  

Inicialmente, se amplificó mediante PCR el gen de resistencia a kanamicina 

a partir  del plásmido pKD4, empleando los oligonucleótidos SflhDCH1P1 y 

SflhDCH2P2 (Tabla 3). Se hicieron 5 PCR’s  y los productos se concentraron en 

uno solo. Para esto, se agregaron 100 µl de acetato de amonio pH 7.8, 300 µl de 

fenol y 300 µl de cloroformo alcohol isoamílico, se mezcló y se centrifugó durante 

5 min a 14000 rpm. Después se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se 

agregó 1 ml de alcohol absoluto, se agitó y se dejó precipitar durante 1 hora a -

70°C.  Transcurrida la hora se centrifugó durante 30 min a 14000 rpm, se desechó 

el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol al 70%. Después se centrifugó durante 

10 min a 14000 rpm, se desechó el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron 

en 7 µl de agua. Se utilizó 1 µl de este producto para en una electroforesis en gel 

de agarosa al 1% con la finalidad de revisar el producto concentrado.  

Por otra parte, se puso un pre inóculo de la cepa S. Typhimurium/pKD46 en 

una caja de LB adicionada con ampicilina y se incubó durante toda la noche a 

30°C. Al otro día se inocularon 40 colonias en 25 ml de SOB suplementado con 
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2.5 ml de L-arabinosa 1M y ampicilina, y se incubaron a 30°C con agitación hasta 

una D.O.600nm de 0.6. Estas células fueron preparadas para una transformación, 

para lo cual se centrifugaron durante 10 min a 8000 rpm a 4°C, se desechó el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 1 ml de agua fría estéril (se pasó a 

un tubo eppendorf). Posteriormente se centrifugó durante 5 min a 8000 rpm a 4°C, 

se desechó el sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de agua fría estéril, se 

repitió este paso de lavado 2 veces para finalmente resuspender la pastilla en 100 

µl de agua fría estéril.  50 µl de estas células electrocompetentes fueron  

transformadas por electroporación con 3 µl del producto de PCR concentrado y se 

incubaron en 1 ml de medio SOC durante 3 horas a 30 °C. Posteriormente se 

sembraron 300 µl en agar LB adicionado con kanamicina y se incubaron a 42°C 

durante toda la noche. Las transformantes que se obtuvieron, se resembraron en 

agar LB adicionado con kanamicina a 42°C con el fin de separar colonias. 

Finalmente se sembraron en medio LB adicionado con estreptomicina, kanamicina 

y ampicilina, con el fin de analizar resistencias y sensibilidad a los antibióticos. 

Para la caracterización de las mutantes con aquellas colonias que fueron 

resisitentes a kanamicina y sensibles a ampicilina se realizaron distintos PCR’s 

con varios juegos de nucleótidos (Tabla 3) que amplifican regiones del gen de 

resistencia a kanamicina y/o las regiones que los flanquean. 

 

5.11. Ensayo de movilidad en agar 

Las cepas a estudiar (Tabla 1) se cultivaron en 5 ml de medio LB 

adicionado con los antibióticos correspondientes y se incubaron a 37°C con 

agitación a 200 rpm durante toda la noche. Al día siguiente, 50 µl del inóculo de 

toda la noche se inocularon en 5 ml de LB y se incubó a 37°C con agitación a 200 

rpm hasta una fase exponencial media (una D.O.600nm de aproximadamente  1.0). 

Muestras de cultivos (1 µl) de las cepas fueron sembradas en agar LB al 0.3%. 

Las cajas se incubaron durante 7 horas a 37°C. Después de ese tiempo la 

movilidad fue visualizada como halos de difusión radial alrededor del inóculo 

inicial. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. SsrB controla negativamente la expresión de los genes de SPI-1  

Previamente, en nuestro laboratorio se encontró que la expresión 

constitutiva de SsrB, el regulador positivo central de los genes de SPI-2, reprime la 

expresión de hilA, codificada en SPI-1 y reprime la secreción de proteínas 

codificadas en SPI-1 (Fig. 12) (Bustamante et al., no publicado). Esto sugiere que 

el sistema de dos componentes SsrA/B controla negativamente la expresión de los 

genes de SPI-1, lo cual podría ser consecuencia de que SsrB reprima la expresión 

de algún regulador, adicional a hilA, de la cascada de regulación que controla la 

expresión de los genes de SPI-1 (Fig. 11). 

Para determinar qué genes de dicha cascada de regulación son controlados 

negativamente por SsrB, se utilizó un plásmido que expresa constitutivamente a 

SsrB (pK3-SsrB). SsrB al sobre-expresarse es capaz de regular a sus genes 

blanco independientemente de su estado de fosforilación, por lo que en esta 

condición no se requiere que SsrA fosforile a SsrB. En primer lugar se analizó el 

efecto del plásmido pK3-SsrB en la expresión de las fusiones transcripcionales 

hilA-cat (SPI-1), hilD-cat (SPI-1), invF-cat (SPI-1), csrB-cat, csrC-cat, csrA-cat, 

hilE-cat y lon-cat, contenidas en plásmidos, en la cepa S. Typhimurium SL1344 

WT crecida en medio LB durante 4 h (fase estacionaria temprana) o 9 h (fase 

estacionaria tardía). Como control se determinó también el efecto del plásmido 

pK3-SsrB en la expresión de la fusión transcripcional ssaG-cat (SPI-2). La 

expresión del gen ssaG, al estar codificado en SPI-2, está regulado positivamente 

por SsrB. Como se esperaba, en presencia del vector pMPM-K3 la fusión ssaG-cat 

se expresó únicamente en la fase estacionaria tardía (9 h); sin embargo, en 

presencia del plásmido pK3-SsrB la fusión ssaG-cat se expresó también en la fase 

estacionaria temprana (4 h) (Fig. 18A). Esto indica que el plásmido pK3-SsrB 

expresa bien a SsrB y que la expresión constitutiva de este regulador adelanta la 

expresión de los genes de SPI-2 en estas condiciones de crecimiento.  
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En contraste a lo observado para la fusión ssaG-cat, la presencia del 

plásmido pK3-SsrB reprimió claramente la expresión de las fusiones hilA-cat, hilD-

cat, invF-cat y csrB-cat y no afectó significativamente la expresión de las fusiones 

csrC-cat, csrA-cat, hilE-cat y lon-cat (Fig. 18B-I). Estos resultados indican que la 

sobre-expresión de SsrB reprime la expresión de los genes hilA, hilD, invF y csrB. 
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Figura 18. La sobre-expresión de SsrB reprime la expresión de hilA, hilD, invF y csrB. La 

expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat (A), hilA-cat (B), hilD-cat (C), invF-cat (D), 

csrB-cat (E), csrC-cat (F), csrA-cat (G), hilE-cat (H) y lon-cat (I), contenidas en los plásmidos 

pssaG-cat, philA-cat, philD-cat, pinvF-cat, pcsrB-cat, pcsrC-cat, pcsrA-cat, philE-cat y plon-cat, 

respectivamente,  se monitoreó en la cepa WT de S. Typhimurium conteniendo el vector pMPM-K3 

o el plásmido pK3-SsrB, que expresa de manera constitutiva a SsrB. La actividad específica de 

CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 horas 

(fase estacionaria temprana) y 9 horas (fase estacionaria tardía) en LB a 37°C. Los datos son el 

promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error 

representan las desviaciones estándar.  

 

6.2. SsrB interactúa con la región reguladora de csrB, hilD y hilA 

 Para determinar si SsrB reprime directa o indirectamente a los genes csrB, 

hilD y hilA, analizamos la interacción de SsrB con la región reguladora de estos 

genes mediante ensayos de retardamiento en gel (EMSAs) con DNA. Como 
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control positivo en estos ensayos se utilizó un fragmento de DNA que contiene la 

región reguladora de ssaG, gen de SPI-2 regulado directamente por SsrB, y como 

controles negativos fragmentos que contienen las regiones reguladoras de los 

genes sirA, csrC y csrA, cuya expresión no se afecta por SsrB. La proteína SsrB 

no se ha podido purificar completa; sin embargo, en estudios previos (Feng et al., 

2004; Walthers et al., 2007; Carrol et al., 2009) y en resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio se ha demostrado que la región carboxilo terminal de SsrB, 

purificada mediante una etiqueta de 6 histidinas (SsrBc-His) y sin fosforilar, se une 

específicamente a sus genes blanco. La proteína SsrBc-His no se puede fosforilar 

porque el sitio de fosforilación se encuentra en la región amino terminal de SsrB. 

Así, en los EMSAs utilizamos una proteína SsrBc-His no fosforilada que ya se 

había purificado en nuestro laboratorio y se había demostrado que es funcional. La 

proteína  SsrBc-His se unió específicamente a las regiones reguladoras de ssaG, 

csrB, hilD y hilA, a concentraciones entre 0.5 y 2 µM; en contraste, SsrBc-His no 

se unió a estas concentraciones a las regiones reguladoras de los genes csrC, 

csrA y sirA (Fig. 19). Así, en conjunto con los resultados del análisis de expresión, 

estos resultados indican que SsrB reprime directamente a los genes csrB, hilD y 

hilA.  
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Figura 19. SsrB interactúa directamente con las regiones reguladoras de csrB, hilD y hilA, 

pero no con las de sirA, csrC y csrA. Se llevaron a cabo EMSAs con las regiones reguladoras de 

ssaG, csrB, hilD, hilA, csrC, csrA y sirA, y con concentraciones crecientes de la proteína purificada 

SsrBc-His. ssaG se usó como un control positivo, dado que ya se ha demostrado que SsrB se une 

a la región reguladora de este gen; mientras que csrC, csrA y sirA se usaron como controles 

negativos, ya que su expresión no se afecta por SsrB. sirA se incluyó como control negativo interno 

en todas las reacciones. Los complejos DNA-proteína fueron analizados en geles de poliacrilamida 

al 6% teñidos con bromuro de etidio.  

  

6.3. SsrB reprime la expresión de los genes de SPI-1 en ausencia de csrB 

 En estudios previos se ha reportado que en cepas de S. Typhymurium que 

carecen de csrB o csrC no se afecta significativamente la expresión de los genes 

de SPI-1, únicamente en una doble mutante csrB/csrC se reduce drásticamente 

la expresión de estos genes. Esto indica que la función de CsrB y CsrC es 

redundante, al menos en el control de la expresión de los genes de SPI-1 (Fortune 

et al., 2006; Vogel, 2009; Martínez et al., 2011). Nuestros resultados muestran que 
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SsrB reprime directamente la expresión de hilA, hilD y csrB, pero no así la 

expresión de csrC (Fig. 18E y 18F). Esto nos podría indicar que la represión de 

SsrB sobre csrB no sería determinante para la represión de los genes de SPI-1, ya 

que al reprimirse la expresión de csrB pero no de csrC se esperaría un fenotipo 

similar al que presenta la mutante csrB, en la que no se afecta de manera 

significativa la expresión de los genes de SPI-1 (Martínez et al., 2011). Para 

corroborar esto, se analizó el efecto del plásmido pK3-SsrB tanto en la secreción 

de proteínas de SPI-1 como en la expresión de la fusión hilD-cat en la cepa 

mutante S. Typhimurium ∆csrB. Se observó que la sobe-expresión de SsrB 

reprime la secreción de proteínas codificadas en SPI-1 así como la expresión de la 

fusión hilD-cat en ausencia de csrB (Fig. 20 A y B). Estos resultados indican que 

aunque SsrB se une y reprime a csrB, este efecto de represión no es el que 

determina la represión de los genes de SPI-1, lo cual es consistente con el hecho 

de que SsrB se une y reprime también a hilA y hilD (Fig. 18B y C).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 20. SsrB no requiere de la presencia de CsrB para reprimir la secreción de proteínas 

codificadas en SPI-1 y la expresión de hilD. (A) Perfil de proteínas secretadas de la cepa S. 

Typhimurium SL1344 WT y su derivada mutante ∆csrB conteniendo o no el vector pMPM-K3 o 

plásmido pK3-SsrB. Las proteínas SipA, SipB, SipC y SipD se codifican en SPI-1 y se secretan por 
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el SST3 codificado en esta isla. La proteína FliC es una de las subunidades del flagelo. Las cepas 

bacterianas se crecieron en LB a 37°C durante 8 horas. (B) Medición de la expresión de la fusión 

transcripcional hilD-cat, contenida en el plásmido philD-cat,  en la cepa de S. Typhimurium ∆csrB 

conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, que expresa de manera constitutiva a 

SsrB. La actividad específica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos 

bacterianos crecidos durante 4 horas en LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres 

experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las 

desviaciones estándar.  

 

Para comenzar a definir de qué manera SsrB podría reprimir la expresión 

de csrB, se analizó la interacción de SsrB con diferentes segmentos de la región 

reguladora de csrB (Fig. 21A) por medio de EMSAs, utilizando como control 

negativo a la región reguladora de sirA y diferentes segmentos de  la región 

reguladora de csrC (Fig. 21B, E y F). SsrB se unió de manera específica al 

fragmento que contiene de la posición -114 a la +18 de la región reguladora de 

csrB, pero no al fragmento que contiene de la posición -50 a la +18 (Fig. 21 C y 

D). Estos resultados indican que SsrB se une a una secuencia localizada entre las 

posiciones -114 a -50 de la región reguladora de csrB. Recientemente se localizó 

en esta región de csrB un sitio de unión del regulador IHF (Martínez et al., 2014).  
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Figura 21. SsrB  interactúa directamente con la región reguladora de csrB comprendida 

entre la posición -114 y -50 con respecto al inicio de la transcripción de este gen. (A y B) 

Fragmentos de diferente tamaño de la  región reguladora de csrB (región -114 a +18 y región -50 a 

+18) y de la región reguladora de csrC (región -119 a +63  y región -59 a +63) utilizados en los 

EMSAs. A la derecha se indica el nombre del fragmento, así como su tamaño en pb. (C, D, E y F) 

Se llevaron a cabo EMSAs con los fragmentos  de DNA que contienen las diferentes regiones 

reguladoras de csrB y csrC, los cuales fueron incubados con concentraciones crecientes de la 

proteína purificada SsrBc-His. La región reguladora de sirA fue usada como control negativo. Los 

complejos DNA-proteína fueron analizados en geles de poliacrilamida al 6% teñidos con bromuro 

de etidio.   

 

6.4. SsrB reprime la expresión del promotor de hilD 

  Nuestros resultados indican que SsrB reprime a hilD (Fig. 18C) y se une a 

la región reguladora de este gen (Fig. 19C). Estos datos sugieren un control 

directo de SsrB sobre hilD. Sin embargo, dado que HilE y Lon controlan 

postranscripcionalmente a hilD (Takaya et al., 2002; Ellermeier et al., 2005), 

pudiera ser que SsrB actuase a través de uno de estos reguladores. No obstante, 

nuestros resultados muestran que SsrB no afecta la expresión de hilE o lon (Fig. 

18H e I). Para comprobar esta regulación directa sobre hilD, analizamos el efecto 

del plásmido pK3-SsrB sobre la expresión de la fusión hilD-cat en las cepas 

mutantes S. Typhimurium ∆hilE y ∆lon, en las que se siguió observando la 

represión de la expresión de hilD (Fig. 22). Lo anterior indica que SsrB no actúa a 

través de HilE y Lon para reprimir la expresión de hilD, sino que lo hace de forma 

directa.   
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Figura 22. SsrB no requiere de HilE y Lon para reprimir a hilD.La expresión de la fusión 

transcripcional hilD-cat, contenida en el plásmido philD-cat, se monitoreó en las cepas mutantes de 

S. Typhimurium ∆hilE y ∆lon conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, que expresa 

de manera constitutiva a SsrB. La actividad específica de CAT fue determinada en muestras 

colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 horas en LB a 37°C. Los datos son el 

promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error 

representan las desviaciones estándar.  

 

Para determinar la secuencia necesaria para la represión de hilD por ssrB, 

se comenzó por analizar el efecto de SsrB sobre dos fusiones transcripcionales 

que contienen diferentes segmentos de la región reguladora de hilD (Fig. 23A). La 

fusión hilD-cat-108, que contiene todos los elementos de regulación de hilD, 

incluyendo la secuencia necesaria para su autorregulación, y la fusión hilD-cat-48, 

que carece de la región corriente arriba del promotor de hilD y por lo tanto ya no 

está sujeta a la autorregulación. En ausencia de la autorregulación, hay una 

expresión transcripcional basal de hilD que ya no se regula por HilE, Lon o CsrA. 

Primero se determinó la expresión de estas fusiones en la cepa WT de S. 

Typhimurium y en su derivada ∆hilD. Como se esperaba, la expresión de la fusión 

hilD-cat-108 disminuye en la cepa mutante con respecto a su actividad en la cepa 

WT, mientras que la fusión hilD-cat-48 presentó un nivel basal de expresión similar 

en ambas cepas (Fig. 23B). Posteriormente se analizó el efecto del plásmido pK3-

SsrB sobre la expresión de estas fusiones en la cepa WT de S. Typhimurium. La 

sobre-expresión de SsrB reprimió la expresión de las fusiones hilD-cat-108 y hilD-
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cat-48 (Fig. 23C y D). Consistente con estos resultados, mediante un experimento 

de EMSA se demostró que SsrB interacciona con el segmento de la región 

reguladora que abarca las posiciones -48 a +88 de hilD (Fig. 23E), el cual carece 

de la secuencia necesaria para la autoregulación.   

 

                                       

     

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. SsrB requiere de la región entre las posiciones -48 y +88 para regular a hilD. (A) 

Mapa de las fusiones transcripcionales que contienen diferentes regiones de la región reguladora 

de hilD. (B) La expresión de las fusiones transcripcionales hilD-cat-108 y hilD-cat-48, contenidas en 

los plásmidos philD-cat-108 y philD-cat-48, respectivamente, se determinó en la cepa WT de S. 
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Typhimurium y su derivada mutante ∆hilD. La actividad específica de CAT fue determinada en 

muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante  4 horas (fase estacionaria temprana) 

en LB a 37°C.  (C y D) Asimismo,  la expresión de las fusiones transcripcionales hilD-cat-108 y 

hilD-cat-48 se determinó en la cepa WT S. Typhimurium conteniendo el vector pMPM-K3 o el 

plásmido pK3-SsrB. En este caso la actividad específica de CAT fue determinada en muestras 

colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante  4 horas (fase estacionaria temprana) y 9 

horas (fase estacionaria tardía) en LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones 

estándar. (E) EMSA  usando un fragmento de la región reguladora de hilD que abarca de la 

posición -48 a +88 con respecto al sitio de inicio de la transcripción, utilizando concentraciones 

crecientes de la proteína purificada SsrBc-His (0, 0.5 y 2 µM). Los complejos DNA-proteína fueron 

analizados en geles de poliacrilamida al 6% teñidos con bromuro de etidio. El fragmento de sirA fue 

utilizado como control negativo interno. 

 

Por lo anterior, se decidió evaluar el efecto de SsrB sobre una fusión 

transcripcional que abarcara la región promotora mínima de hilD (Fig. 15). Para 

esto se construyó la fusión hilDp-cat, que contiene un fragmento de la región 

reguladora de hilD que va de la posición -37 a la +6 (ver Materiales y Métodos), y 

se analizó el efecto del plásmido pK3-SsrB sobre la expresión de esta fusión en la 

cepa WT de S. Typhimurium. La sobre-expresión de SsrB reprimió la expresión de 

la fusión hilDp-cat (Fig. 24A) y por medio de un experimento de EMSA se 

demostró que SsrB interacciona con este segmento de la región reguladora (Fig. 

24D y E), lo cual indica que SsrB reprime la expresión de hilD actuando sobre la 

secuencia contenida entre las posiciones -37 a la +6 de la región reguladora de 

este gen.  
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Figura 24. SsrB reprime al promotor de hilD al interactuar directamente con la secuencia 

contenida entre las posiciones -37 a la +6 de la región reguladora de este gen. La expresión 

de las fusiones transcripcionales hilDp-cat (A), hilDpMut-cat (B) y hilDpMutG-cat (C), contenidas en 

los plásmidos philDp-cat, philDpMut-cat y philDpMutG-cat, respectivamente, se monitoreó en la 

cepa WT de S. Typhimurium  conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB. La actividad 

específica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos 

durante 4 horas en LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes 

realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estándar. Asimismo, se 

llevaron a cabo EMSAs usando el fragmento de la región reguladora de hilDp y hilDpMut (D), y de 

hilDp y hilDpMutG (E), con concentraciones crecientes de la proteína purificada SsrBc-His. sirA se 

incluyó como control negativo interno en todas las reacciones. Los complejos DNA-proteína fueron 

analizados en geles de poliacrilamida al 6% teñidos con bromuro de etidio.   
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Solamente se ha reportado una secuencia consenso que reconoce SsrB en 

sus genes blanco de SPI-2 (Tomljenovic-Berube et al., 2010), la cual es un 

heptámero (Fig. 8). Con base en esto, se localizó una posible secuencia de unión 

de SsrB en la región reguladora de hilD, entre las posiciones -21 a -27, que se 

localiza entre las secuencias -35 y -10 del promotor. Este posible sitio de unión de 

SsrB en hilD (CTCAGAT) se mutó (CTTAAGC) y se analizó el efecto de esto en la 

interacción y regulación de SsrB sobre hilD. De esta manera se obtuvo la fusión 

hilDpMut-cat, que contiene el mismo fragmento de la región reguladora de hilD 

que la fusión hilDp-cat  (de la posición -37 a la +6), pero con cuatro cambios en 

sus bases de las posiciones -21 (T por C), -22 (A por G), -23 (G por A) y -25 (C por 

T)  (ver Materiales y Métodos), y se analizó el efecto del plásmido pK3-SsrB  sobre 

la expresión de esta fusión en la cepa WT de S. Typhimurium. Asimismo, por 

medio de un EMSA, se analizó si estas mutaciones afectan la interacción de SsrB 

con este segmento de la región reguladora de hilD. La sobre-expresión de SsrB 

reprimió la expresión de la fusión hilDpMut-cat (Fig. 24B) y se demostró que SsrB 

aún es capaz de interaccionar con este segmento de la región reguladora a pesar 

de las mutaciones que contiene (Fig. 24D). Estos resultados muestran que la 

región mutada no es necesaria para la represión de hilD mediada por SsrB. Algo 

importante a resaltar es que el nivel de expresión de la fusión hilDpMut-cat fue 

considerablemente más bajo que el de la fusión silvestre hilDp-cat, lo cual indica 

que la región mutada sí es importante para la adecuada expresión del promotor de 

hilD. 

Con un análisis más minucioso se localizó otro posible sitio de unión de 

SsrB en el promotor de hilD entre las posiciones -7 a -13, que se sobrepone a la 

región -10. Se decidió mutar los dos probables sitios de unión de SsrB en hilD, y 

para tratar de evitar que se afectara la expresión del promotor, se cambió 

solamente la base más conservada (G) con respecto al consenso para ambos 

sitios. De esta forma se obtuvo la fusión hilDpMutG-cat, la cual lleva los dos 

cambios en sus bases de las posiciones -9 (G por A) y -23 (G por A) (ver 

Materiales y Métodos), y se determinó el efecto del plásmido pK3-SsrB en la 

expresión de esta fusión, en la cepa WT de S. Typhimurium. En presencia del 
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vector pMPM-K3 la expresión de la fusión hilDpMutG-cat fue mayor que la 

expresión mostrada por la fusión silvestre hilDp-cat, esto puede deberse a que la 

mutación en la posición -9 (G por A) mejoró el consenso de la región -10. Sin 

embargo, la presencia del plásmido pK3-SsrB disminuyó la expresión de la fusión 

hilDpMutG-cat (Fig. 24C). Asimismo, SsrB fue capaz de interaccionar con la región 

reguladora de hilD contenida en la fusión hilDpMutG-cat (Fig. 24E). Estos 

resultados indican que las regiones de las secuencias mutadas no son necesarias 

para la represión de hilD por SsrB.   

En conjunto, nuestros resultados indican que SsrB reprime la transcripción 

de hilD uniéndose a la secuencia que contiene al promotor, localizada entre las 

posiciones -37 a +6. Además, nuestros resultados muestran que la mutación de 

dos posibles sitios de unión de SsrB en la región reguladora de hilD, los cuales se 

localizaron con base a la secuencia consenso de unión a DNA que se ha 

reportado para SsrB, no afecta la represión de hilD mediada por SsrB.  

 

6.5. SsrB regula negativamente a hilA en ausencia de hilD y hns 

HilD induce la expresión de hilA actuando como anti-represor de H-NS 

(Schechter et al., 2003), por lo que para corroborar que SsrB puede reprimir 

directamente a hilA, se analizó el efecto del plásmido pK3-SsrB sobre la fusión 

hilA-cat en la cepa mutante de S. Typhimurium ∆hilD/∆cthns, la cual carece de 

HilD y expresa una forma truncada no funcional de H-NS. La sobre-expresión de 

SsrB reprimió la expresión de la fusión hilA-cat en este fondo genético (Fig. 25A), 

confirmando con esto que SsrB reprime directamente la expresión de hilA. La 

sobre-expresión de SsrB también reprimió la expresión de las fusiones hilD-cat y 

csrB-cat en la cepa mutante ∆hilD/∆cthns (Fig. 25B y C), indicando que los 

reguladores HilD y H-NS no están involucrados en la represión de hilD y csrB 

mediada por SsrB.  
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Figura 25. SsrB reprime en ausencia de hilD y hns la expresión de hilA, hilD y csrB. La 

expresión de las fusiones transcripcionales hilA-cat (A), hilD-cat (B) y csrB-cat (C), contenidas en 

los plásmidos philA-cat, philD-cat y pcsrB-cat, respectivamente, se monitoreó en la cepa S. 

Typhimurium ∆hilD/∆cthns conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, que expresa 

de manera constitutiva a SsrB. La actividad específica de CAT fue determinada en muestras 

colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 horas (fase estacionaria temprana) y 9 horas 

(fase estacionaria tardía) en LB a 37°C. Los datos son el promedio de  tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones 

estándar.  
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6.6. En ausencia de SsrB se obtiene únicamente una ligera des-represión 

de los genes de SPI-1  

Nuestros resultados mostrados anteriormente indican que la sobre-

expresión de SsrB reprime de manera directa a csrB, hilD y hilA, lo cual conlleva a 

la represión de los genes de SPI-1. Con base en esto, se podría esperar que la 

expresión de los genes de SPI-1 se des-reprima en una mutante ∆ssrB, sobre todo 

en las condiciones de crecimiento en las que se induce la expresión de SsrB y se 

reprime la expresión de los genes de SPI-1. Para investigar esto, se determinó la 

expresión de las fusiones hilA-cat e invF-cat en la cepa WT de S. Typhimurium y 

en su derivada mutante ∆ssrB, crecidas en los medios LB y MM-N. Como un 

control, se determinó también la expresión de la fusión ssaG-cat en estas cepas, 

ya que la expresión de ssaG se controla positivamente por SsrB.  

 Como era esperado, la expresión de la fusión ssaG-cat disminuyó 

drásticamente en la mutante ∆ssrB con respecto a su expresión en la cepa WT, en 

las  diferentes condiciones de crecimiento probadas (Figs. 26A, 27A, 29A y 32A; 

Tabla 5), ya que SsrB regula positivamente a ssaG. En contraste, las fusiones 

hilA-cat e invF-cat se expresaron de manera similar en la cepa WT y su derivada 

mutante ∆ssrB crecidas en medio LB, pero no se expresaron en estas cepas 

crecidas en MM-N (Fig. 26B y C). Estos resultados indican que en estas 

condiciones de crecimiento la expresión de los genes de SPI-1 no se des-reprime 

en ausencia de SsrB.  

 Ya que una de las condiciones que favorecen la expresión de los genes de 

SPI-2 dentro de macrófagos es el pH ácido, se decidió probar el medio MM-N con 

pH de 5.8. Sin embargo, tampoco se observó des-represión de la fusión hilA-cat 

en la mutante ∆ssrB en estas condiciones de crecimiento (Fig. 27).  
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Figura 26. Los genes de SPI-1 no se des-reprimen en ausencia de SsrB en medio LB ni en 

MM-N. La expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat (A), invF-cat (B) y hilA-cat (C), 

contenidas en los plásmidos pssaG-cat, pinvF-cat y philA-cat, respectivamente, se monitoreó en la 

cepa WT de S. Typhimurium y su derivada ∆ssrB. La actividad específica de CAT fue determinada 

en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 horas (fase estacionaria 

temprana), para los genes de SPI-1, o 9 horas (fase estacionaria tardía), para ssaG (SPI-2), en LB 

a 37°C o durante 16 horas en MM-N a 37°C. . Los datos son el promedio de  tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones 

estándar.  
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Figura 27. Los genes de SPI-1 no se des-reprimen en ausencia de SsrB en medio MM-N a pH 

ácido. La expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat (A) y hilA-cat (B), contenidas en los 

plásmidos pssaG-cat y philA-cat, respectivamente, se determinó en muestras de cultivos de la cepa 

WT de S. Typhimurium y su derivada mutante ∆ssrB crecidas a 37°C durante 16 horas en MM-N a 

pH 5.8. . Los datos son el promedio de  tres experimentos independientes realizados por duplicado. 

Las barras de error representan las desviaciones estándar.  

 

Recientemente, el grupo de Hinton y col. nos proporcionó información de 

sus resultados de transcriptomas de la cepa WT ST4/74 de S. Typhimurium y sus 

derivadas mutantes ∆ssrB y ∆slyA. Estos resultados muestran que la expresión de 

los genes de SPI-1, incluidos hilD, hilA e invF (Fig. 28B, C y D), se des-reprimen 

en las mutantes ∆ssrB y ∆slyA, con respecto a su expresión en la cepa WT, 

cuando las cepas se crecen en el medio mínimo PCN. En estos experimentos, la 

expresión de los genes se analizó en muestras de cultivos crecidos en medio PCN 

hasta una D.O.600 nm de 0.3, lo cual se obtuvo en aproximadamente 7 horas de 

crecimiento. SlyA es un regulador que controla positivamente al operón ssrAB 

(Navarre et al., 2005; Fass and Groisman, 2009). En nuestro grupo hemos visto 

que la sobre-expresión de SlyA en la cepa WT S. Typhimurium SL1344, también 

reprime a los genes de SPI-1. 
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Figura 28. En experimentos de RNA-seq se detecta la des-represión de los genes de SPI-1 en 

ausencia de SsrB. La expresión de los genes hilD, hilA e invF, se des-reprime en la mutante 

∆ssrB  con respecto a su expresión en la cepa WT en un análisis por transcriptomas en la cepa 

ST4/74 de S. Typhimurium. La expresión de los genes se analizó en muestras de cultivos crecidos 

en medio PCN hasta una D.O.600 nm de 0.3 por medio de experimentos de RNAseq. Como control 

se evaluó la expresión del gen ssaG. La escala de cada figura es en base al nivel de expresión 

relativa en la cepa  ∆ssrB  con respecto a la cepa WT (Hinton et al., datos no publicados). 

Con base en esta información, se decidió determinar la expresión de las 

fusiones hilA-cat y hilD-cat en la cepa WT y su derivada mutante ∆ssrB crecidas 

en el medio PCN. Sin embargo, en las primeras 12 horas no hubo crecimiento de 

las cepas, así que los cultivos se tuvieron que dejar 24 horas en incubación, 

tiempo en el que se pudieron tomar muestras para el análisis de expresión de las 

fusiones. En estas condiciones tampoco se observó des-represión de las fusiones 

hilA-cat y hilD-cat en la mutante ∆ssrB (Tabla 5, 24 horas de crecimiento).  

La cepa de S. Typhimurium que han usado en el grupo de Hinton para la 

obtención de los transcriptomas, ST4/74, es la cepa parental de la cepa SL1344, 

que usamos en nuestro laboratorio. El genotipo de la cepa SL1344 muestra que 
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ésta presenta auxotrofía a histidina, por lo que se determinó el crecimiento de 

nuestras cepas en el medio PCN suplementado con histidina. La cepa SL1344 

creció mejor en el medio PCN con histidina, aunque los cultivos alcanzaron una 

D.O.600 nm de 0.3 hasta las 10 horas de crecimiento. En estos experimentos se 

utilizó un medio PCN preparado con reactivos que se tenían en nuestro 

laboratorio, algunos de los cuales ya se encontraban hidratados. En estos ensayos 

se analizó la expresión de las fusiones hilA-cat e invF-cat, en la cepa SL1344 

crecida en medio PCN con histidina; sin embargo, tampoco se observó des-

represión de estas fusiones en la mutante ∆ssrB (Tabla 5, Reactivos antiguos). 

 

Tabla 5. Expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat, hilA-cat, hilD-cat e invF-cat en 

muestras de cultivos de la cepa WT de S. Typhimurium SL1344 y su derivada mutante ∆ssrB 

crecidas en PCN. Los valores corresponden al promedio de la actividad específica de CAT 

(µmol/min/mg) de dos experimentos independientes realizados por duplicado. 

Fusión 

transcripcional 
Cepa 

CONDICIÓN 

24 horas de 

crecimiento 

Crecimiento hasta una D.O.600 nm : 0.3* 

Reactivos 

antiguos 

Matraces 

nuevos 

Reactivos de 

adquisición 

reciente 

ssaG-cat 

WT 5580.8 3172.6 2635.5  307 3211.6  476.7 

∆ssrB 163.5 124.3 123.9  11.6 162.9  27.7 

hilA-cat 

WT 237.8  14.6 0 ND** ND** 

∆ssrB 343.7  162.3 13.6 ND** ND** 

hilD-cat 

WT 3449.1  689.1 ND** 1398.1  54.1 1810.9  65.4 

∆ssrB 2002.1  187.1 ND** 1319.9  168.1 1830.2  171.7 

invF-cat WT ND** 13.5 22.4  4.2 43.8  20.8 
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∆ssrB ND** 12.7 42.7  33 57.3  23.9 

* Medio PCN suplementado con histidina 

** ND: No se determinó 

 

Debido a que el crecimiento de nuestra cepa seguía siendo más lento que 

lo reportado por el grupo de Hinton, creímos que alguno de los componente que 

usamos nosotros para preparar el medio PCN no estaba funcionando 

adecuadamente. Por lo cual en ensayos posteriores se analizaron las fusiones 

hilD-cat e invF-cat probando diferentes condiciones, como fue preparar el medio 

con reactivos de adquisición reciente y crecer los cultivos en matraces nuevos 

(Tabla 5, Matraces nuevos y Reactivos de adquisición reciente), con base a 

recomendaciones hechas por el grupo de Hinton. También se disminuyó la 

concentración utilizada de Mg2+ de 1 mM a 10 µM en el medio,  ya que en una 

consulta con el grupo de Hinton, nos mencionaron que usaban una concentración 

menor de este componente.  Sin embargo, en todas las condiciones analizadas no 

se observó la des-represión de los genes de SPI-1 en ausencia de SsrB (Tabla 5 y 

Fig. 29).  

 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

WT ∆ssrB 

A
c
ti

v
id

a
d

 e
s
p

e
c
íf

ic
a
 d

e
 C

A
T

 
µ

m
o

l/
m

in
/m

g
 

ssaG-cat 
(SPI-2) 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

WT ∆ssrB 

A
c
ti

v
id

a
d

 e
s
p

e
c
íf

ic
a
 d

e
 C

A
T

 
µ

m
o

l/
m

in
/m

g
 

hilD-cat 
(SPI-1) 



 
 

  81 
 

 

Figura 29. Los genes de SPI-1 no se des-reprimen en ausencia de SsrB en medio PCN. La 

expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat, hilD-cat e invF-cat, contenidas en los 

plásmidos pssaG-cat, philD-cat y pinvF-cat, respectivamente, se monitoreó en la cepa WT de S. 

Typhimurium y su derivada mutante ∆ssrB La actividad específica de CAT fue determinada en 

muestras de cultivos bacterianos crecidos a D.O.600 nm de 0.3 en medio PCN con una concentración 

de Mg
2+

 de 10 µM a 37°C. Los datos son el promedio de  tres experimentos independientes 

realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones estándar.  

 

Para descartar que fuera el uso de fusiones transcripcionales lo que nos 

impide observar el efecto de des-represión de los genes de SPI-1 en ausencia de 

SsrB, se monitoreó la expresión de InvF en medio LB (fase estacionaria temprana 

y tardía) y PCN mediante un experimento de Western blot, usando la cepa S. 

Typhimurium WT y su derivada mutante ∆ssrB que expresan a InvF etiquetada 

con el epítopo FLAG.  Como era esperado, en la cepa WT el nivel de expresión de 

InvF-FLAG fue mayor a la hora 4 que a la hora 9 del crecimiento en el medio LB, y 

no se detectó su expresión en las bacterias crecidas en  el medio PCN (Fig. 30, 

panel que muestra una baja exposición de la película). Sin embargo, no se 

observó un cambio en la expresión de InvF-FLAG entre la cepa WT y la cepa 

∆ssrB, lo cual concuerda con nuestros resultados obtenidos usando fusiones 

transcripcionales. Aunque, en una mayor exposición de la película se alcanza a 

detectar un bajo nivel de expresión de InvF-FLAG en la mutante ∆ssrB, pero no en 

la cepa WT, crecidas en el medio PCN (Fig. 30, panel que muestra una alta 

exposición de la película).  
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Figura 30. La expresión de InvF-FLAG se detecta a un bajo nivel en la mutante ∆ssrB, pero 

no en la cepa WT. Se analizó por Western blot la expresión de InvF-FLAG en la cepa  WT de S. 

Typhimurium SL1344 y su cepa isogénica ∆ssrB, usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG. 

Las muestras fueron tomadas de cultivos crecidos durante 4 horas y 9 horas en LB a 37°C y de 

cultivos crecidos a D.O.600 nm de 0.3 en medio PCN a 37°C. Como control de carga, se determinó la 

expresión de DnaK usando anticuerpos monoclonales anti-DnaK. La figura muestra una exposición 

baja y una alta de la película para la detección de InvF-FLAG.  

 

Como experimento control, se analizó la expresión de las fusiones 

transcripcionales  ssaG-cat e invF-cat en las mismas cepas usadas en el ensayo 

de Western-blot anterior. Como se esperaba, la expresión de la fusión ssaG-cat se 

indujo en la cepa WT a la hora 9 del crecimiento en el medio LB y también en el 

medio PCN, pero esto no ocurrió en la cepa mutante ∆ssrB (Fig. 31A). En 

contraste, la fusión invF-cat se expresó de manera similar en la cepa WT y en la 

mutante ∆ssrB, tanto a la hora 4 como a la hora 9 del crecimiento en el medio LB, 

y no se detectó una expresión evidente de la fusión en estas cepas crecidas en el 

medio PCN (Fig. 31B). Sin embargo, cuando las cepas se crecieron en el medio 

PCN, un muy bajo nivel de expresión de la fusión invF-cat fue detectado en la 

mutante ∆ssrB pero no en la cepa WT (Fig. 31C). Estos resultados indican que es 

posible ver una des-represión de invF en ausencia de SsrB, cuando las cepas se 
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crecen en el medio PCN, pero el nivel de expresión de invF que se genera es muy 

bajo, comparado con su nivel de expresión en las cepas crecidas en LB.  

 

 

                                                                     

 

Figura 31. La expresión de la fusión invF-cat se detecta a un bajo nivel en la mutante ∆ssrB, 

pero no en la cepa WT. La expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat (A) e invF-cat (B 

y C), contenidas en los plásmidos pssaG-cat y pinvF-cat, respectivamente, se monitoreó en la cepa  

WT de S. Typhimurium SL1344 y su cepa isogénica ∆ssrB que expresan a InvF-FLAG. La actividad 

específica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos 

durante  4 horas (fase estacionaria temprana) y 9 horas (fase estacionaria tardía) en LB a 37°C o 

de cultivos bacterianos crecidos a D.O.600 nm de 0.3 en medio PCN a 37°C. Los datos son el 

promedio de  tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error 

representan las desviaciones estándar.  
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 Como se mencionó anteriormente, resultados recientes obtenidos en 

nuestro grupo muestran que la sobre-expresión de SlyA, regulador positivo de 

SsrA/B, también reprime la expresión de los genes de SPI-1, al parecer de manera 

independiente a SsrB (Bustamante et al., datos no publicados). Asimismo, los 

resultados de transcriptomas del grupo de Hinton muestran que la expresión de 

los genes de SPI-1 se des-reprimen en la mutante ∆slyA, con respecto a su 

expresión en la cepa WT, de manera similar a lo que se obtiene con la mutante 

∆ssrB. Si ambos mecanismos de represión de los genes de SPI-1 son 

independientes entre sí, se podría esperar que la expresión de los genes de SPI-1 

se des-reprima a un mayor nivel en ausencia de SsrB y SlyA. Con base en esto, 

se decidió construir la cepa doble mutante ∆slyA/∆ssrAB y evaluar la expresión de 

las fusiones hilD-cat e invF-cat en estas cepas crecidas en el medio PCN. Sin 

embargo, en esta doble mutante se observó solamente una ligera des-represión 

de los genes de SPI-1 (Fig. 32), similar a lo observado en la mutante ∆ssrB (Fig. 

31C). 

 

 

 

 

  

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

WT ΔslyA/ΔssrAB 

A
c
ti

v
id

a
d

 E
s
p

e
c
íf

ic
a
 d

e
 C

A
T

 
µ

m
o

l/
m

in
/m

g
 

ssaG-cat 
 (SPI-2) 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

WT ΔslyA/ΔssrAB 

A
c
ti

v
id

a
d

 E
s
p

e
c
íf

ic
a
 d

e
 C

A
T

 
µ

m
o

l/
m

in
/m

g
 

hilD-cat 
(SPI-1) 



 
 

  85 
 

 

Figura 32. Los genes de SPI-1 se des-reprimen sólo parcialmente en ausencia de SlyA y 

SsrB en medio PCN. La expresión de las fusiones transcripcionales ssaG-cat, hilD-cat e invF-cat, 

contenidas en los plásmidos pssaG-cat, philD-cat y pinvF-cat, respectivamente, se monitoreó en la 

cepa WT de S. Typhimurium y su derivada mutante ∆slyA/∆ssrAB La actividad específica de CAT 

fue determinada en muestras de cultivos bacterianos crecidos a D.O.600 nm de 0.3 en medio PCN 

con una concentración de Mg
2+

 de 10 µM a 37°C. Los datos son el promedio de  tres experimentos 

independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las desviaciones 

estándar.  

 

En conjunto, nuestros resultados indican que la sobre-expresión de SsrB 

reprime la expresión de los genes de SPI-1; mientras que la ausencia de SsrB 

solamente genera un nivel bajo de des-represión de los genes de SPI-1 cuando 

Salmonella crece en medio PCN. Asimismo, la ausencia de SsrB y SlyA no 

produce un efecto de des-represión franco de los genes de SPI-1 en las 

condiciones de crecimiento utilizadas.  

 

6.7. SsrB reprime a fliC a través de su interacción directa con la región 

reguladora de flhD 

La sobre-expresión de SsrB reprime la secreción de proteínas codificadas 

en SPI-1, pero también la secreción de la subunidad flagelar FliC (Fig. 12A). Para 

determinar si la sobre-expresión de SsrB reprime la transcripción de fliC, se 

analizó el efecto del plásmido pK3-SsrB sobre la expresión de una fusión 

transcripcional fliC-cat, la cual se tenía ya en nuestro laboratorio. La presencia del 
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plásmido pK3-SsrB reprimió drásticamente la expresión de la fusión fliC-cat en la 

cepa WT de S. Typhimurium y en la cepa de S. Typhimurium ∆hilD/∆cthns (Fig. 

33A y D), indicando que SsrB reprime la expresión de fliC a nivel transcripcional y 

que los reguladores HilD y H-NS no participan en este mecanismo de represión. 

Para determinar si SsrB reprime de manera directa a fliC, o lo hace 

indirectamente al reprimir a flhDC o fliA, que codifican para reguladores de fliC, 

primero analizamos el efecto del plásmido pK3-SsrB sobre la expresión de 

fusiones transcripcionales al gen reportero cat de los genes flhD y fliA. Para esto, 

construimos las fusiones transcripcionales flhD-cat y fliA-cat, mediante la clonación 

de las regiones reguladoras de flhD y fliA en el vector pKK232-8, que contiene al 

gen cat sin promotor (ver Materiales y Métodos). La presencia del plásmido pK3-

SsrB disminuyó la expresión de las fusiones flhD-cat y fliA-cat en la cepa WT de S. 

Typhimurium (Fig. 33B y C), lo cual podría sugerir que SsrB reprime directamente 

a flhD y como consecuencia, indirectamente a fliA y fliC. Para determinar esto, se 

analizó la interacción de SsrB con fragmentos de DNA que contienen las regiones 

reguladoras de flhD, fliA o fliC, mediante EMSAs. Como control negativo interno se 

utilizó un fragmento que contiene a la región reguladora de sirA. SsrB se unió 

específicamente a la región reguladora de flhD, pero no a las regiones reguladoras 

de fliC y fliA (Fig. 34).  

Estos resultados demuestran que SsrB regula negativamente la expresión 

de flhD, al interaccionar directamente con su región reguladora, lo cual conlleva a 

la represión de fliA y fliC.  
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Figura 33. La sobre-expresión de SsrB reprime la expresión de fliC, fliA y flhD. La expresión 

de las fusiones transcripcionales fliC-cat (A), fliA-cat (B) y flhD-cat (C), contenidas en los plásmidos 

pfliC-cat, pfliA-cat y pflhD-cat, respectivamente, se monitoreó en la cepa WT de S. Typhimurium 

conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB. La expresión de la fusión fliC-cat también 

se monitoreó en la cepa S. Tm SL1344 ∆hilD/∆cthns. La actividad específica de CAT fue 

determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4 horas (fase 

estacionaria temprana) y 9 horas (fase estacionaria tardía) en LB a 37°C. Los datos son el 

promedio de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error 

representan las desviaciones estándar.    
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Figura 34. SsrB  interactúa con la región reguladora de flhD, pero no con la de fliC y fliA. Los 

EMSAs se realizaron usando fragmentos que contienen las regiones reguladoras de sirA, fliC, fliA y 

flhD, y concentraciones crecientes de la proteína purificada SsrBc-His (0, 0.5 y 2 µM). Los 

complejos DNA-proteína fueron analizados en geles de poliacrilamida al 6% teñidos con bromuro 

de etidio. El fragmento de sirA fue utilizado como control negativo.  

 

6.8. La represión de los genes flagelares mediada por SsrB no afecta la 

movilidad de Salmonella 

Nuestros resultados muestran que tanto la expresión de fliC (Fig. 33A y D) 

como la secreción de FliC (Fig. 12A) se reprime cuando SsrB se sobre-expresa. 

Entonces, para probar si la represión que ejerce SsrB sobre la expresión de fliC 

puede ser suficiente para afectar la movilidad de Salmonella, se realizaron 

ensayos de movilidad en agar LB suave. Para esto se construyó la cepa mutante 

∆flhDC, que se utilizó como control negativo (ver Materiales y Métodos), ya que el 

complejo FlhDC regula positivamente a fliC. Asimismo, se usó también como 
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control negativo en estos ensayos a la mutante ∆csrA, ya que CsrA regula 

positivamente a los genes del flagelo (Wei et al., 2001; Lawhon et al., 2003; Jonas 

et al., 2010). Las cepas que se utilizaron en los ensayos de movilidad mostraron el 

perfil esperado de proteínas secretadas; en las mutantes ∆flhDC y ∆csrA se 

observa una represión en la secreción de FliC en comparación con la cepa WT de 

S. Typhimurium; igualmente se observa que en presencia del vector pMPM-K3 no 

se afecta el perfil de secreción, mientras que el plásmido pK3-SsrB reprime la 

secreción de las proteína codificadas en SPI-1 y de FliC. En la mutante ∆ssrB se 

observa un perfil de secreción similar al de la cepa WT (Fig. 35A).  

En cajas de LB con un bajo contenido de agar (0.3%) la movilidad de S. 

Typhimurium se observa como halos de difusión radial alrededor del inóculo inicial,  

mientras que las cepas no móviles únicamente crecen en el punto de inoculación. 

La presencia del plásmido pk3-SsrB no afectó la movilidad de Salmonella, con 

respecto al fenotipo mostrado por la cepa WT conteniendo o no el vector pMPM-

K3 (Fig. 35B). De igual manera, la movilidad de la mutante ∆ssrB no se afecta, con 

respecto a la movilidad de la cepa WT (Fig. 35C). En contraste, las cepas 

mutantes ∆flhDC y ∆csrA no mostraron movilidad (Fig. 35B y C).  
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Figura 35. La sobre-expresión o la ausencia de SsrB no afecta la movilidad de S. 

Typhimurium. (A) Perfil de proteínas secretadas de la cepa S. Typhimurium SL1344 WT, 

conteniendo o no el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, y sus derivadas mutantes ∆csrA,  

∆flhDC y ∆ssrB. Las proteínas SipA, SipB, SipC y SipD se codifican en SPI-1 y se secretan por el 

SST3 codificado en esta isla. La proteína FliC es una de las subunidades del flagelo. Las cepas 

bacterianas se crecieron en LB a 37°C durante 8 horas. (B) Comparación de la movilidad entre la 

cepa S. Typhimurium SL1344 WT, conteniendo o no el vector pMPM-K3 o plásmido pK3-SsrB, y 

sus derivadas mutantes ∆flhDC, ∆csrA y ∆ssrB. Las cepas se inocularon picando el agar LB al 

0.3% de las cajas y se incubaron a 37°C durante 7 horas.  

 

En los perfiles de proteínas secretadas se puede observar que la presencia 

del plásmido pK3-SsrB no reprime por completo la secreción de FliC, comparada 

con lo que se observa para las mutantes ∆flhDC y ∆csrA (Fig. 35A). En apoyo a 

esto, la expresión de la fusión fliC-cat, aunque disminuye tanto en la cepa WT 

conteniendo al plásmido pK3-SsrB como en la mutante ∆csrA, su expresión fue 

ligeramente mayor en la cepa WT con el plásmido pK3-SsrB que en la mutante 

∆csrA (Fig. 36).  

En conjunto, los resultados anteriores muestran que el fenotipo de 

movilidad de S. Typhimurium se puede mantener con una baja expresión de FliC.  
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Figura 36. El nivel de expresión de fliC es menor en ausencia de CsrA que cuando se sobre-

expresa SsrB. La expresión de la fusión transcripcional fliC-cat, contenida en el plásmido pfliC-cat, 

se monitoreó en la cepa WT de S. Typhimurium  y su derivada mutante ∆csrA, así como en la cepa 

WT conteniendo el vector pMPM-K3 o el plásmido pK3-SsrB, que expresa de manera constitutiva a 

SsrB. La actividad específica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos 

bacterianos crecidos durante toda la noche en LB a 37°C. Los datos son el promedio de tres 

experimentos independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan las 

desviaciones estándar.    
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7. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

El estudio de los mecanismos moleculares que regulan la expresión de los 

genes de SPI-1 y SPI-2 es muy importante para conocer a profundidad el 

mecanismo de patogénesis de Salmonella. En estudios previos realizados en 

nuestro grupo se han hecho contribuciones importantes para esclarecer los 

mecanismos de regulación de los genes de SPI-1 y SPI-2 (Bustamante et al., 

2008; Martínez et al., 2011; Martínez et al., 2014). Los resultados obtenidos en 

este trabajo indican que SsrB reprime a la cascada de regulación que controla la 

expresión de los genes de SPI-1 a tres diferentes niveles, reprimiendo 

directamente la expresión de los genes csrB, hilD y hilA.  

Los sRNAs CsrB (366 nt) y CsrC (245 nt) regulan indirectamente la 

expresión de los genes de SPI-1, al unirse y atrapar a la proteína CsrA, la cual 

regula negativamente a nivel traduccional la expresión de hilD (Martínez et al., 

2011). CsrB contiene 18 sitios de unión a CsrA, mientras que CsrC contiene 

únicamente 9 sitios (Liu et al., 1997; Weilbacher et al., 2003), por lo que CsrB tiene 

mayor capacidad de titular a CsrA. Los resultados de este trabajo demuestran que 

SsrB reprime directamente la expresión de csrB, al unirse a su región reguladora, 

sin embargo esta represión de csrB mediada por SsrB no tiene un efecto 

importante en la expresión de los genes de SPI-1 cuando Salmonella crece en el 

medio LB a 37°C. Esto puede deberse al papel redundante que tienen CsrB y 

CsrC en la regulación de los genes de SPI-1 en estas condiciones de crecimiento 

(Martínez et al., 2011), y al hecho de que SsrB no reprime a csrC, como lo 

muestran nuestros resultados. Sin embargo, la represión de csrB por SsrB podría 

ser importante para la regulación de los genes de SPI-1 en algún nicho de los 

hospedantes de Salmonella durante una infección, donde se expresara csrB pero 

no csrC. Asimismo, aún en las condiciones donde se induce la expresión tanto de 

CsrB como de CsrC, el hecho de que CsrB tenga un mayor número de sitios de 

unión para CsrA que CsrC, hace posible que la represión de la expresión de csrB 

pueda afectar algunos, pero no a todos los blancos de CsrA. Por lo tanto, la 
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represión de csrB mediada por SsrB podría regular la expresión de otros genes 

blanco de CsrA, como aquellos involucrados en el metabolismo de carbono o la 

movilidad (Liu et al., 1995; Wei et al., 2001).  

Nuestros resultados indican que SsrB se une a la región que comprende las 

posiciones -114 a -50 de la región reguladora de csrB. En esta misma región se 

localiza el sitio de unión del regulador IHF, el cual controla positivamente la 

expresión de csrB, probablemente al inducir un doblamiento en el DNA que 

favorece la formación del complejo SirA-RNApol-promotor, activándose así la 

transcripción de csrB (Martínez et al., 2014). Con base en esto, proponemos que 

es posible que SsrB reprima la expresión de csrB al evitar la unión o función de 

IHF sobre este gen.  

SsrB también reprime directamente la expresión de hilD y hilA. Esta 

represión de hilD y hilA por SsrB podría ser necesaria para regular 

diferencialmente la expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2. Al actuar sobre hilD, 

SsrB reprimiría la expresión tanto de los genes de SPI-1 como la de los genes de 

SPI-2, lo cual podría ser un paso precedente para que los genes de SPI-2 

quedaran bajo la regulación de otros reguladores, como sucede cuando 

Salmonella crece en medios mínimos y cuando esta bacteria se encuentra dentro 

de las células de su hospedador. Por otro lado, SsrB podría reprimir 

específicamente a los genes de SPI-1 actuando sobre hilA, para permitir 

solamente la expresión de los genes de SPI-2 mediada por HilD, lo cual podría ser 

importante para una primera transición de la expresión de los genes de SPI-1 a la 

expresión de los genes de SPI-2, como sucede cuando Salmonella crece en el 

medio LB en una fase estacionaria tardía, y probablemente cuando Salmonella se 

encuentre en el intestino. La concentración que pueda alcanzar SsrB en diferentes 

condiciones de crecimiento podría determinar su acción diferencial sobre sus 

blancos. 

Con los resultados previos de nuestro grupo (Bustamante et al., 2008; 

Martínez et al., 2011) y los resultados de este trabajo se establece una 

comunicación bi-direccional a nivel de transcripción entre SPI-1 y SPI-2. En la que, 
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primero HilD, codificado en SPI-1, induce la expresión consecutiva de los genes 

de SPI-1 y SPI-2, cuando Salmonella crece en LB y probablemente cuando se 

encuentra en el lumen intestinal, y posteriormente, SsrB, codificado en SPI-2, 

induciría la expresión de los genes de SPI-2 y reprimiría a los genes de SPI-1, 

cuando Salmonella crece en medio mínimo o cuando se encuentra dentro de las 

células de su hospedador. 

Nuestros resultados sugieren que SsrB actúa directamente sobre el 

promotor de hilD. Así, SsrB probablemente reprime la expresión de hilD uniéndose 

a esta secuencia e impidiendo la unión de la RNA polimerasa al promotor (Fig. 37) 

 

 

Figura 37. Modelo propuesto para la regulación de hilD por SsrB. SsrB reconoce una 

secuencia localizada en el promotor de hilD, lo que probablemente impide la unión de la RNA 

polimerasa al promotor, inhibiéndose así la transcripción de hilD.  

 

En un análisis de la secuencia que contiene este promotor se localizó un 

posible sitio de unión de SsrB, entre las regiones -35 y -10, con base a una 

secuencia consenso de unión de SsrB que se reportó previamente (Tomljenovic-

Berube et al., 2010). Sin embargo, la mutación de cuatro bases de este probable 

sitio de unión (en las posiciones -21, -22, -23 y -25), no afectó la represión de hilD 

mediada por SsrB ni la interacción de SsrB con el promotor de este gen. Aunque 

estas mutaciones disminuyeron la expresión del promotor de hilD, sugiriendo que 

la secuencia mutada es importante para el reconocimiento adecuado de este 
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promotor por la RNA polimerasa. Con un análisis más minucioso se localizó otro 

probable sitio de unión de SsrB en el promotor de hilD, localizado sobre la región -

10, que también tiene similitud a la secuencia consenso de unión reportada para 

SsrB. Se decidió entonces mutar la base (G por A) que mejor se conserva en el 

consenso de unión de SsrB, en los dos probables sitios de unión de SsrB en hilD  

(-9 y -23). La mutación en la posición -9 (G por A) mejoró el consenso de la región 

-10 (TAGGAT a TAGAAT), lo cual hizo que el nivel de expresión de este promotor 

fuera mayor. Sin embargo, SsrB aún fue capaz de reprimir y unirse al promotor de 

hilD con estas mutaciones. Estos resultados indican que SsrB reconoce en hilD 

una secuencia que es diferente a la secuencia de unión de SsrB reportada 

anteriormente. Con relación a esto, existen otros reportes que indican que SsrB se 

une a sitios degenerados, lo cual ha dificultado obtener una secuencia consenso 

de unión precisa para este regulador (Feng at al., 2004; Walthers et al., 2007; 

Walthers et al., 2011). 

Por otro lado, se ha demostrado que SsrB se une a sitios localizados en 

diferentes posiciones con respecto al sitio del inicio de la transcripción de los 

genes que regula positivamente. Estos sitios pueden estar proximales al promotor, 

o sobreponerse al hexámero -35 o al -10 o incluso al sitio de inicio de la 

transcripción (Feng at al., 2004; Walthers et al., 2007; Walthers et al., 2011). Esta 

diversidad de regulación de promotores por SsrB sugiere que no existe un 

mecanismo común para el control de la transcripción mediado por SsrB. En 

diferentes estudios se ha demostrado que SsrB puede utilizar dos mecanismos 

para regular la transcripción, actuando como antirepresor, contrarrestando el 

silenciamiento mediado por el represor H-NS (Walthers et al., 2007; Walthers et 

al., 2011), o como activador directo de la transcripción (Walthers et al., 2011). A la 

fecha no hay reportes previos de que SsrB actúe como represor. No obstante, 

existen reportes de que otros reguladores de respuesta que forman parte de la 

subfamilia NarL/FixJ, a la que pertenece SsrB (Feng et al., 2004), tienen función 

tanto de activador como de  represor. Por ejemplo, el regulador de respuesta NarL 

puede actuar como un activador de la transcripción de la nitrato y nitrito reductasa, 
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o como represor de la transcripción de la fumarato reductasa (Rabin and Stewart, 

1993; Darwin and Stewart, 1996; Xiao et al., 2002).  

Así, nuestro trabajo demuestra por primera vez que SsrB, además de su 

papel de regulador positivo, también actúa como represor de la expresión 

genética. Más aún, nuestro trabajo indica que SsrB puede seguir diferentes 

mecanismos para actuar como represor; por ejemplo, para el caso de hilD reprime 

directamente al promotor y en csrB, al parecer, evita la acción de un regulador 

positivo.  

Nosotros encontramos que SsrB también reprime la expresión del gen fliC, 

que codifica para una de la subunidades mayoritarias del flagelo, la flagelina. El 

flagelo es otro de los sistemas, además de los SST3-1 y SST3-2, que se ha 

demostrado que es importante para el mecanismo de patogénesis de Salmonella 

(Schmitt et al., 2001; Guo et al., 2007). En este trabajo demostramos que SsrB 

reprime directamente al operón flhDC, el cual codifica para el complejo FlhDC que 

regula positivamente la expresión del factor sigma flagelar que a su vez induce la 

expresión de fliC (Takaya et al., 2012). En apoyo a estos resultados, se ha 

reportado que la expresión de fliC y la de los demás genes flagelares se reprime, 

al igual que la expresión de los genes de SPI-1, cuando Salmonella se encuentra 

dentro de macrófagos, donde se induce la expresión de SsrB (Eriksson et al., 

2003).  

El filamento del flagelo es una estructura cilíndrica helicoidal, la cual crece 

hasta una longitud de aproximadamente 15 µm por medio del ensamblaje de 

alrededor de 30,000 subunidades de flagelina  (FliC) (Auvray et al., 2001; Beatson 

et al., 2006). El filamento funciona como el elemento propulsor en el flagelo al rotar 

como una hélice cuando la torsión mecánica es transmitida desde el motor alojado 

en el cuerpo basal (Berg, 2000). Por lo cual, la movilidad de las bacterias 

flageladas deriva de la rotación del filamento del flagelo (Macnab, 1999), donde la 

adecuada expresión de los componentes del mismo es determinante para el 

ensamblaje y funcionalidad de estas estructuras (Macnab, 2003). Tomando en 

cuenta esto, se decidió evaluar si el efecto represor de SsrB sobre la expresión de 
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fliC afectaba el fenotipo de movilidad de Salmonella. Sin embargo, la movilidad de 

Salmonella no se vio afectada por la sobre-expresión de SsrB en las condiciones 

probadas. En contraste, en ausencia de FlhDC o CsrA, reguladores positivos de 

los genes flagelares (Chilcott and Hughes, 2000; Wei et al., 2001; Lawhon et al., 

2003), Salmonella no presentó movilidad. Nuestros resultados muestran que la 

expresión de fliC se disminuye con la sobre-expresión de SsrB y con la ausencia 

de CsrA; sin embargo, dicha disminución es mayor en ausencia de CsrA que con 

la sobre-expresión de SsrB. Así, el bajo nivel de expresión de FliC que se 

mantiene con la sobre-expresión de SsrB puede ser suficiente para que se 

ensamblen los flagelos requeridos, entre 5 y 10 flagelos (Kutsukake and Iino, 

1994),  para que S. Typhimurium pueda moverse bien en las condiciones 

probadas, lo cual explicaría el porqué no observamos un efecto en la movilidad 

con la sobre-expresión de SsrB.   

Además de su papel en movilidad, la flagelina, que forma el filamento del 

flagelo, es considerada un PAMP, por lo que activa la expresión de citosinas pro-

inflamatorias, como la IL-8 (Gewirtz et al., 2001; Hayashi et al., 2001; Miao et al., 

2007). Entonces, la represión de los genes flagelares mediada por SsrB podría ser 

importante para que Salmonella evada la respuesta inmune innata del hospedero 

provocada por la flagelina.  

Se ha reportado que algunos reguladores coordinan la expresión de los 

genes de SPI-1, SPI-2 y flagelares. RtsA y RtsB han sido involucrados en la 

transición de la expresión de los genes del flagelo a la de los genes de SPI-1. 

RtsA es importante para la expresión de los genes de SPI-1, mientras que RtsB 

reprime la expresión de los genes flagelares, coordinando así la inducción de la 

invasión y la represión de la movilidad en el intestino delgado (Ellermeier and 

Slauch, 2003). Por otra parte, el sistema de dos componentes PhoP/Q, el cual 

regula positivamente a los genes de SPI-2 (Deiwick et al., 1999; Fass and 

Groisman, 2009), reprime la expresión de los genes flagelares (Adams et al., 

2001). Los resultados de este trabajo indican que el sistema SsrA/B también está 
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involucrado en el control coordinado de la expresión de los genes de SPI-1, SPI-2 

y flagelares.  

Nuestros resultados muestran claramente que la sobre-expresión de SsrB 

reprime a los genes de SPI-1, a csrB y a los genes que codifican para el flagelo. 

Con base en esto, se podría esperar que en ausencia de SsrB se incrementara la 

expresión de estos genes, sobre todo en una condición en la que normalmente no 

se expresan, como sería en un medio mínimo, en donde además se favorece la 

expresión de SsrB. En el grupo del Dr. Hinton (University of Liverpool, United 

Kingdom) se obtuvieron, mediante secuenciación masiva de RNA (RNA-seq), 

transcriptomas de la cepa WT de S. Typhimurium y su derivada mutante ∆ssrB, 

crecidas en el medio mínimo PCN. El análisis de estos transcriptomas muestra 

que en ausencia de SsrB hay una evidente des-represión de los genes de SPI-1, 

csrB y los genes flagelares (Hinton et al., datos no publicados). Este mismo 

fenómeno lo observamos al analizar la expresión de invF, pero no para el caso de 

hilA y hilD. En el caso de invF se detectó la des-represión al analizar su expresión 

usando una fusión transcripcional o por experimentos de Western blot, en las 

cepas WT de S. Typhimurium y en su derivada mutante ∆ssrB, crecidas en el 

medio PCN. Sin embargo, el nivel de expresión que alcanzó invF en ausencia de 

SsrB, en esta condición de crecimiento, es 100 veces menor a su nivel de 

expresión que muestran cuando Salmonella crece en el medio LB.  Nosotros 

creemos que lo que muestra el análisis de los transcriptomas es algo similar a lo 

que nosotros observamos en nuestros experimentos; la ausencia de SsrB genera 

un nivel bajo de des-represión de los genes que estamos estudiando. Esto con 

base a que en el análisis de los transcriptomas se toma como referencia la 

expresión que se obtiene de estos genes en la cepa WT, la cual es muy baja en el 

medio PCN.   

De manera interesante, resultados recientes obtenidos en nuestro grupo y 

en el grupo de Hinton indican que SlyA, regulador positivo de SsrA/B, también 

reprime la expresión de los genes de SPI-1, al parecer de manera independiente a 

SsrB. Sin embargo, nosotros determinamos que aún en ausencia de SsrB y SlyA 
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los genes de SPI-1 se des-reprimen sólo ligeramente cuando Salmonella crece en 

el medio PCN. Resultados obtenidos en nuestro grupo y en otros grupos muestran 

que la expresión de los genes de SPI-1 también se reprime por otros reguladores, 

como CpxR, RpoH, HilE y Lon (Fàbregas and Vila, 2013; Bustamante et al., datos 

no publicados). En conjunto, estos resultados sugieren que la expresión de los 

genes de SPI-1 es regulada negativamente por múltiples mecanismos que actúan 

de manera independiente (Fig. 38). Es posible que cuando Salmonella crece en el 

medio mínimo, la represión de los genes de SPI-1, de csrB y de los genes 

flagelares, esté mediada por SsrB y por otras de las vías adicionales de represión 

de estos genes. Sin embargo, es posible que en un nicho específico que 

encuentre Salmonella dentro de sus hospedadores, la represión de los genes de 

SPI-1 se lleve a cabo exclusivamente a través de SsrB. La importancia biológica 

de que SsrB reprima a los genes de SPI-1, y a su vez induzca la expresión de los 

genes de SPI-2, puede ser el evitar que se expresen al mismo tiempo los SST3 

que se codifican en ambas islas, lo cual podría afectar el ensamblaje apropiado de 

éstos.  

 

Figura 38. La expresión de los genes de SPI-1 es regulada por múltiples vías de represión. El 

regulador de respuesta SsrB, codificado dentro de SPI-2 regula negativamente la expresión de 

SPI-1 al reprimir directamente la expresión de hilD. Sin embargo, existen otros mecanismos de 

represión de los genes de SPI-1, las cuales actúan de manera independiente. En uno de estos 

mecanismos participa SlyA, regulador positivo del operón ssrAB. Otro mecanismo de represión 

involucra al regulador CpxR, al factor sigma RpoH y la proteasa Lon. Asimismo, HilE reprime a los 

genes de SPI-1 al inactivar a HilD.  
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En resumen, nuestros resultados indican que SsrB actúa como un regulador 

global que controla, no sólo positivamente, pero también negativamente, la 

expresión de genes adquiridos durante la evolución de la patogenicidad de 

Salmonella, como los genes de SPI-1 y SPI-2, y también de genes pre-existentes 

a la propia adquisición de SsrB, como los genes csrB y flagelares. Asimismo, 

nuestros resultados añaden una vía más a la cascada de regulación que controla 

la expresión de los genes de SPI-1 y SPI-2, la cual consiste en la represión directa 

que ejerce SsrB sobre hilD y hilA, y conectan a esta cascada de regulación con 

aquella que controla la expresión de los genes flagelares, vía la represión que 

ejerce SsrB sobre flhDC (Fig. 39).  

 

Figura 39. Esquema del modelo de regulación en cascada de los genes de SPI-1, SPI-2 y del 

flagelo, donde participa el sistema de dos componentes SsrA/B. Ver el texto para la 

descripción. 

 

El conocimiento que se generó en este trabajo contribuirá al mejor 

entendimiento de los mecanismos que le permiten a Salmonella regular la 

expresión genética en sus diferentes nichos biológicos.  
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8. PERSPECTIVAS  

 

Para elucidar con más detalle el mecanismo molecular por medio del cual 

SsrB actúa como represor de los genes de SPI-1, csrB y los genes flagelares, así 

como para determinar la importancia en la virulencia de Salmonella que tienen 

estos mecanismos de represión mediados por SsrB, proponemos los siguientes 

objetivos: 

• Determinar la secuencia de unión de SsrB en hilD, hilA, csrB y flhDC, 

mediante experimentos de “footprinting”, de mutagénesis sitio-dirigida, de 

EMSAs, de análisis de expresión genética y de bioinformática (análisis de 

perfiles filogenéticos in silico). 

• Determinar si SsrB evita la unión de IHF sobre la región reguladora de csrB, 

mediante EMSAs competitivos. 

• Determinar si el número de flagelos disminuye al sobre-expresarse SsrB, 

por medio de microscopia electrónica.  

• Generar cepas mutantes de S. Typhimurium en las que se inactive la ruta 

de represión mediada por SsrB, en los genes de SPI-1, csrB y de los genes 

flagelares, y determinar el grado de virulencia de estas cepas mutantes en 

diferentes modelos, animales y de cultivos de células, que se usan para 

estudiar la virulencia de Salmonella.  
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9. APÉNDICE 

 

9.1. Medios de cultivo empleados 

 

Medio rico en nutrimentos Luria-Bertani (LB)  

Extracto de levadura 5 g 

Triptona 10 g 

NaCl 10 g 

 

Se afora a 1 L con agua desionizada y se ajusta el pH a 7.5. Posteriormente es esterilizado 20 min 

a 121°C a 15 libras de presión. Para LB sólido se agregan 15 g de agar por litro. 

 

Medio mínimo N (MM-N) 

KCl 5 mM 

(NH4)2SO4 7.5 mM 

K2SO4 

KH2PO4 

Tris HCl pH 7.5 

MgCl2 

Glicerol 

Casaminoácidos 

0.5 mM 

1 mM 

100 mM 

10 µM 

0.5% v/v 

0.1% 

 

Posteriormente es esterilizado 20 min a 121°C a 15 libras de presión. 

 

Medio PCN 

80mM           MES (pH 5.8)  

4 mM            Tricina 

100 µM         FeCl3 

376 µM         K2SO4 

50 mM          NaCl 

0.4 mM         K2HPO4/KH2PO4 pH 5.8 

0.4 %            Glucosa (22.2 mM) 

15 mM          NH4Cl 

1 mM            MgSO4 

0.01 mM      CaCl2 
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Solución de micronutrientes: 

10 nM Na2MoO4 

10 nM Na2SeO3 

4 nM H3BO3 

300 nM CoCl2 

100 nM CuSO4 

800 nM MnCl2 

1 nM ZnSO4 

 

Se afora a 1 L con agua desionizada y se esteriliza por filtración. 

 

Medio SOC 

Bacto-triptona 2 g 

Extracto de levadura 0.5 g 

NaCl 5M 

KCl 1M 

MgCl2 1M 

MgSO4 1M 

Glucosa 

200 µl 

250 µl 

1 ml 

1 ml 

0.36 g 

 

Se afora a 100 ml con agua desionizada y se esteriliza durante 20 mn a 121°C a 15 libras de 

presión.  

 

Medio SOB 

Bacto-triptona 10 g 

Extracto de levadura 2.5 g 

NaCl 

KCl 1M 

Glucosa 

.25 g 

1.25 ml 

0.36 g 

 

Se afora a 500 ml con agua desionizada y se esteriliza durante 20 mn a 121°C a 15 libras de 

presión.  

 

Medio Lennox 

Extracto de levadura 5 g 
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Triptona 10 g 

NaCl 5 g 

 

Se afora a 1 L con agua desionizada. Posteriormente es esterilizado 20 min a 121°C a 15 libras de 

presión. 

 

9.2. Reactivos utilizados para Western blot 

 

Buffer de transferencia 

Tris 48 mM 

Glicina 39 mM 

SDS 

Metanol 

0.04% v/v 

20% v/v 

 

PBS 10X 

Na2HPO4 6.1 g 

K2HPO4 2 g 

KCl 

NaCl 

2 g 

80 g 

 

Se afora a 1 L con agua desionizada y se ajusta el pH a 6.8. Posteriormente es esterilizado 20 min 

a 121°C a 15 libras de presión. 

 

PBST 

PBS 10X 100 ml 

Tween-20 3 ml 

 

Solución bloqueadora 

Leche en polvo sin grasa 1.5 g 

PBST 30 ml 
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