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RESUMEN

Salmonella typhi es una enterobacteria Gram-negativa que causa la fiebre tifoidea
en e} hombre. En fa membrana externa de S. typhi y Escherichia coli se encuentran un
conjunto de proteinas llamadas porinas, las cuales funcionan como canales de difusion
pasiva para pequenas rnoléculas hidrofilicas; las mas abundantes en ambas bacterias son
OmpC y OmpF. En E. coli se ha determinado que la expresion de estas porinas se regula
por la osmolaridad del medio; asi mismo, en nuestro laboratorio se observé que en S. lyphf
OmpF se osmorregula de forma similar que en E. coli, mientras que la sintesis de OmpC no
se osmorregula, expresandose en altos niveles tanto en baja comao en alta osmolaridad.
Sin embargo, la expresién del gen ompC en ambas bacterias es dependiente de los ganes
ompR y envZ, los cuales conforman el operdn ompB, y codifican para las proteinas
reguladoras OmpR y EnvZ, respectivamente.

Con el propdsito de entender el mecanismo que controla la expresidén de OmpC en
5. typhi, se exploraron algunos aspectos relacionados con su regulacion. Primero, se
analizd el papel de la region reguladora de ompC de S. typhi (la cual tiens una identidad
del 81.7% con fa correspondiente de E. cc;h); mediante la expresion de fusiones ompC-lacZ
de S. typhiy E. cofi, en un fondo genético de E. coli y S. typhi silvestres, respectivamente.
Esle andlisis mosird que las diferencias observadas entre las regiones reguladoras de los
genes ompC no alteran la osmorregulacién en E. colfi, ni median la expresién
independiente de la osmolaridad en S. typhi.

Tambien se analizd el pape! del operén ompB, ya gue aungue al caracterizarlo se
observo una gran similitud con el correspondientes de E. ¢ofi, se han reportado mutaciones
puntuales en ompB de E. cofi, las cuales provocan el cambio de un aminoacido en OmpR 0
en EnvZ, alteran la osmorregulacién de las proteinas de membrana externa (PME). Para
establecer si tas variaciones existentes entre las secuencias de los operones ompB de S.
typhiy de E. coli determinan que OmpC de S. typhi se exprese de forma diferente a OmpC
de E. coli {en respuesta a la osmolaridad), se analizd el perfil de PME vy la expresion de

fusiones ompC-lacZ de S. typhiy E. coli, en cepas Aomp8 complementadas con €l operéon

heterdlogo. En resumen, los resultados indicaron que ia carencia de osmorregulacion de la
expresion de OmpC de S. typhi, esta determinada tanto por el operdn ompB de S. typhi
como por otro factor{es) no conocido(s), presente en el fondo genético de S. typhi.



ABSTRACT

Salmonella typhi is a Gram-negative entercbacterium, a specific human pathogen
that causes typhoid fever, a systemic febrile iliness. The outer membranes of S. typhi and
Escherichia coli contain a set of porins, which function as passive diffusion channels for
smali hydrophitic molecutes. The most abundant in both bacteria are OmpC and OmpF. It
has been shown that in E. coli the expression of these major porins is regulated by
osmolarity. In the same manner, in our laboratory we have observed that 8. typhi OmpF is
osmoregulated as in E. coli, whereas OmpC has been observed to be exprassed at a high
level, both at low and high osmolarity. However, in both bacteria, ompC expresion is
regulated by the ompH and envZ genes, which conform the ompB operon, that code for the
OmpR regulator and EnvZ sensor proteins, respectivaly.

in order o better understand the expression mechanism of S. typhi OmpC, we
explored some aspects related to its reguiation. First, the role in expression of the ompC 5°
regulatory region was determined, by analyzing the expression of either an S. typhf ompC-
facZ or an E. coli ompC-lacZ fusion, placed in an E. coli or in an S. typhi background,
respectively. In this manner, we found that differences in the regulatory region (both bacteria
share an 81.7% identity) did not determine the response t¢ osmolarity in £. coli, nor did they
mediate the osmolarity-independent expression in S. typhi,

In order to explore the possibility that the sequence differences found between the S.
typhi and E. coli ompB operons determined the different behavior of OmpC expression in 5.

typhi, the OMP profile of either S. typhi or E. coli AompB strains, complemented with either
ompB operon, was analyzed. In addition, the activity of S. typhi ompC-lacZ and E. coli
ompC-facZ fusions in the complemented mutant strains was done. Our resulis are consistent
with the notion that the EnvZ and OmpR regulators, in conjunction with one or more
compoenents present in S. typhi, determine the high level of OmpC expression at different
osmolarities.



ABREVIATURAS

A Absorbancia

aa Aminoacido

Amp Ampicilina

Cm Cloranfenicol

SDS Dodecil sulfato de sodio
EnvZ-P EnvZ fosforilada

Stp Estreptomicina

g Gramo

KDa Kilo Daltones

Km Kanamicina
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INTRODUCCION
Patogénesis de Salmonella typhi.

8. typhi es una bacteria de la familia Enterobacteriaceas, que infecta
especificamente al humano, ocasiondndole una bacteremia denominada fiebre tifoidea.
Esta bacteria penetra al organismo mediante la ingestién de agua o0 alimentos
contaminados con heces {Calva et al., 1988). El mecanismo de patogénesis de 5. typhi ha
sido dificil de estudiar, ya que no existe un modelo animal en el que se reproduzca la
infeccién con esta bacteria. Sin embargo, a pattir de investigaciones en ratones infectados
con Salmonella typhimurium (especie estrechamente relacionada a S. typhi), causanie en
ratones de una infeccidn similar a la fiebre tifoidea en humanos, asi como en ensayos in
vitro, utilizando células epiteliales en cultivo, se ha postulade un modelo de patcgénesis.
En éste se propone que las bacterias se adhieren y penetran al epitelio intestinal a través
de las células "M” de las placas de Peyer, donde son ingeridas por los macréfagos, y
transportadas al sistema reticulo endotelial, para multiplicarse y propagarse por todo el
organismo, colonizando principalmente el bazo y el higado (Finlay y Falkow, 1989;
Groisman et al., 1990). La entrada de Salmonelfa a la célula hospedera a nivel molecular
es muy compleja, lo cual se refleja por el gran ndimero de loci involucrados. Algunos de
éstos han sido implicados en la movilidad y en la sintesis del lipopolisacarido; sin embargo,
no es claro si ¢l papel de estos determinantes es simplemente para facilitar el contacto
entre la bacteria y las células hospederas, o si juegan un papel mas especifico. Muchos
olros loci son agrupados en el centisoma 63 del cromosoma de Safmonelia, el cual ha sido
referido como la isla 1 de patogenicidad de Salmonella {Gaian, 1996). Productos
codificados por una segunda isla de patogenicidad, localizados en el centisoma 30, no
parecen ser directamente involucrades en el proceso de entrada (Ochman et al., 1996;
Shea et al., 1996), aungque hay datos recientes que sugieren comunicacidn entre las dos
islas de patogenicidad (Hensel et al., 1997}, Algunos loci requeridos para la entrada de la
bacteria, identificados dentro de ias islas de patogenicidad son: hif (hyperinvasive locus),
prg (requeridos para ia sobrevivencia dentro de macréfagos) y el locus inv (el cual es un
arreglo de por lo menos 14 genes contiguos invA-O, algunos de los cuales son
componentes un sisiema de secrecién tipo Iil) {Gahring et al., 1990; Galan y Curtiss lil,
1989; Lee et al., 1990; Miller, 1991). Ademas, el sistema regulador de dos componentes



PhoP-PhoQ regula negativamente la expresion de genes de invasién (Pegues et al., 1995;
Bajaj et al., 1996). y positivamente la expresion de los genes requeridos para la
sobrevivencia dentro de macrdfagos (Miller et al., 1989; Alpuche-Aranda et al., 1992).
Porinas,

5. typhi pertenece al grupo de las bacterias Gram-negativas, las cuales presentan
una envoltura celular formada por una membrana externa (ME} y una interna, divididas por
el periplasma, el cual contiene una capa de peptidoglicano que provee rigidez mecanica a
la célula. La ME de las bacterfas Gram-negativas es muy importante en su fisiologia, ya que
las protege de agentes daninos taies como proleasas, sales biliares, antibidticos, foxinas y
fagos; asi como contra cambios drasticos en €l ambiente. Al mismo tiempo, esta barrera
debe permitirle el intercambio de nutrimentos y productos de desecho con el ambiente.
Gran parte de las proteinas de membrana externa (PME) forman canales 0 poros de
difusion pasiva, sin selectividad aparente, los cuales conforman la barrera de flujo de la ME
{Nikaido y Vaara, 1985).

En Escherichia coli, las proteinas OmpC, OmpF, y OmpA (generaimente considerada
como una proteina estructural monomérica) son las mas abundantes en la ME,
presentandose en aproximadamente 10° moléculas por célula. Los genes ompCy ompF
que codifican para las proteinas OmpC y OmpF, respectivamentg, se encuentran distantes
en el cromosoma de E. colf (21 y 47 min., respectivamente) {(Mizuno et al., 1983). En la ME
se han detectado mds de veinte proteinas menos abundantes, de las cuales algunas se
sobre-expresan bajo condiciones ambientales especificas {Lugtenberg y Van Alphen,
1983}.

Las PME OmpC y OmpF se agrupan triméricamente, formando poros a través de la
ME, por o que reciben el nombre de “porinas”; los poros formados por estas proteinas
permiten el paso de pequefias moléculas hidrofilicas por difusidn pasiva, y excluyen
sustancias dafinas, como antibidticos y sales biliares (Nikaido, 1924). Recientemente, se
ha propuesto a OmpA como una porina, aungue sus caracteristicas multiméricas no han
sido plenamente elucidadas (Sugawara y Nikaido, 1994). Las porinas estan ampliaments
distribuidas entre las bacterias Gram-negativas y tienen algunas caracteristicas en comun:
alta homologia a nivel de la secuencia primaria de aminoacidos (aa); peso molecular
similar, sus subunidades monoméricas tienen un peso molecuiar de alrededor de 35 kDa



{Nikaido, 1994); reaccién inmunoldgica cruzada; v forman poros de difusion pasiva de
diametro similar {Mizuno et al., 1983).
Reguiacién de CmpC y OmpF.

En E coli, OmpC se expresa preferencialmente cuando la bacteria es crecida en un
medic de alta osmolaridad, mientras que la expresion de OmpF es predominante en
células crecidas en un medio de baja osmolaridad (Fig. 1} (Van Alphen y Lugtenberg, 1977,
Puente et al., 1991). Ademas, se ha determinado que el poro formado por OmpF es de
mayor tamaiio que el formado por OmpC, lo cual se ha propuesto puede tener importancia
bioldgica; asi, OmpF se expresaria en condiciones de vida libre de la bacteria, permitiendo
con ello una mayor difusién de nutrimentos cuando son escasos; mientras que OmpC se
expresaria dentro del hospedero y con su poro mas chico impediria la entrada de
compuestos de alto peso molecular (como las sales biliares), que serian dafiinos para la
bacteria (Nikaido y Vaara, 1985).

La osmorregulacion de estas porinas es mediada a nivel transcripcional por las
proteinas OmpR y EnvZ, cuyos genes conforman el operdn ompB (Hall and Silhavy, 1981).
Las proteinas OmpR y EnvZ pertenecen a la familia de reguladores de dos componentas;
este sistema es responsable del acoplamiento estimulo/respuesta, € involucra dos tipos de
componentes: una proteina histidina-cinasa detectora (EnvZ), que recibe el estimulo y, a su
vez, fransmite la sefal a una segunda proteina reguladora (OmpR), la cual interactta con el
DNA (Gross et al., 1989; Stock et al., 1990).

En E. coli, un modelo de regulacién de CmpC y OmpF propone que EnvZ (la
molécula detectora), se autofosforila en el residuo de His243 cuando la presion osmdtica
es alta. EnvZ fosforilada (EnvZ-P) es capaz de transferir el fosfato a OmpR {la molécuia
reguladora), en el residuo de Asp55. OmpR fosforilada (OmpR-P) se convierte asi en una
proteina activa, capaz de unirse a regiones especificas del DNA (Fig. 2} {(Delgado et al,,
1993; Russo y Silhavy, 1991).

OmpR se une a dos tipos de secuencias en el DNA, las cajas tipo A (sitios de aita
afinidad para OmpR-P) y las cajas tipo B (sitios de baja afinidad para OmpR-P), localizadas
en las regiones promotoras de ompfy ompC. Stock y colaboradores {1989) proponen que
en haja osmolaridad, donde los niveles de EnvZ-P son bajos, y por consiguiente hay
también bajos niveles de OmpR-P, se activa la transcripcion de ompF por la union de
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Fig. 1 Perfil electroforético de preparacién de PME de S. typhi {carriles 1y 4) y E. coli (lineas 2, 3, 5 y 6), crecidas en baja
oesmolaridad (NB; carriles 1-3) o alta osmolaridad (NB+ 20% sacarosa; lineas 4-8). Las posiciones de OmpC, OmpFy

OmpA de S. typhiy E. coll son mostradas en los margenes izquierdo y derecho respectivamente {Puente et al., 1991).



OmpR-P a sitios de alta afinidad en su regidn reguladora (caja A). Por otro lado, en
condiciones de alta osmolaridad, donde los niveles de EnvZ-P son altos, la cantidad de
OmpR-P aumenta, uniéndose a sitios de menor afinidad (caja B), tanto en la regidn
promotora de ompfF como en la de osmpC, provocando la represion de ompF y la activacion
de ompC (Fig. 2) {Stock et al., 1989).

Por otro lado, la represion de OmpF en respuesta a un incremento en la temperatura,
es a nivel post-transcripcional por el RNA de micF, el cual esta localizado inmediatamente
corriente arriba de ompC y es transcrito en direccién opuesta. Los 93 nucledtidos del RNA
de micf forman un complejo duplex estable con la regién de unidn a ribosomas del mRNA
de ompF, inhibiendo asi la traduccién de ompF. El posible papel de micF en la
osmorregulacion de ompF ha sido sujeto a mucho debate, ya que aunque el nivel de RNA
de micF se incrementa cinco veces en alta osmolaridad, la eliminacién de micF no aitera
significativamente los niveles de OmpF en cada condicién de osmolaridad (baja y aita).
Estudios de la cinética de expresion de OmpF indican que micF contribuye a una rapida y
completa respuesta a cambios en la osmolaridad de la sintesis de OmpF, es decir, que
funciona como un sistema de ajuste fino para un mayor contro! osmético de ompF mediado
por EnvZ y OmpR (Esterling y Delihas, 1994; Delihas, 1995; Pratt et al., 1996).

Papel del operéon ompB en las bacterias.

Mutaciones en ompC y ompfF afectan la virulencia de S. typhimurium en el sistema
de ratdn, la LDsp de esta doble mutante aumentd aproximadamente 320 veces comparanda’
con la silvestre; no obstante, el nivel de atenuacidn es ain mayor cuando se muta ompR , el
aumento de la LDso de esta muiante es de 1600 veces con respecto a la silvestre (Dorman
et al., 1989; Chatfield et al., 1991). Este hecho podria explicarse si tomamos en cuenta que
mutaciones en ompB afectan la expresion de varios genes; los genes famB y phoE, que
codifican para PME; los genes malE y malT involulcrados en la utilizacion de maltosa; los
genes opry cpr, que codifican para proteasas; el gen tpp8, el cual codifica para una
tripéptido permeasa; phoA, que codifica para la fosfatasa alcalina; asi como otros genes
involucrados en el transporte de fierro {Stock et al., 1989; Case et al.,, 1986; Lundrigan y
Earhari, 1981; Chatfield et al., 1981). En un sistema /n vitro, se observd gue mutaciones en
ompB de S. typhimurium anulan el fenctipo citotoxico de la bacteria en macrofagos; asi
mismo, estas mismas mutaciones producen una dramatica atenuacion de esta bacteria in
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vivo, en el sistema de raton (Lindgren et al., 1996). En Shigella flexneri, mutaciones en
ompB u ompC afectan su sobrevivencia intracelular y su proliferacién en el epitelio
intestinal (Bernardini et al., 1990; 1993).

ANTECEDENTES

Una de las lineas principales de nuestro laboratorio ha sido el estudio de la
regulacion de la expresion de las PME de S. yphi. Al respecto, se ha determinado que S.
typhi expresa tres PME {las mas abundantes) que corresponden a las observadas en E
cofi, OmpA, OmpC y OmpF (Fig. 1}. Asi mismo, se observd que OmpF de S. typhi se
osmorreguia de forma similar a la de E. coli, mientras que la expresién de OmpC de S. typhi
no es afectada por la osmolaridad del medio, expresandose en altos niveles en aita y baja
osmolaridad (Puente et al., 1981). Esto contrasta con OmpC de E. coli que se expresa
preferencialmente cuando la bacteria se cuitiva en condiciones de alta osmolaridad y se
reprime cuando crece en baja osmolaridad (Fig. 1} (Hall y Silhavy, 1981). En nuestro
faboratoric se han aislado los genes de S. typhi que codifican para las PME mayoritarias
OmpC y OmpF; asi como para las PME minoritarias OmpS1, OmpS32 y PhoE {Puente et al,,
1987; apendice i y II; Puente, 1987; Torres, 1993; Ferndndez-Mora et al., 1993 y Gutierrez,
1994).

El andlisis de la secuencia nuclectidica de ompC de S. typhi reveld que su regidén
reguladora presenta una homologia del 81.7% con la de ompC de E. coli {Puente et al.,
1989); sin embargo, aunque la homologia es alta, los cambios existentes en esta region
podrian estar involucrados en la diferente respuesta a la osmolaridad del medio de este
gen. Asi mismo, los genes (que conforman el operén ompB), que codifican para las
proteinas reguladoras OmpR y EnvZ de S. typhi, también han sido aislados y secuenciados
{Martinez-Flores et al., 1995). El alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los
operones ompB de S. typhi y E. coli mostrd un 87% de homologia {Martinez-Flores et al.,
1995). Aunque la homologia es alta, no se descarta que el locus ompB pudiera estar
involucrado en las diferencias observadas entre ambas bacterias, en la expresion de ompC
con respecto a la osmolaridad; ya que en E. coli se han caracterizado mutaciones
puntuales en el operén ompB, que provocan el cambio de un sclo aminodcido en OmpR o
EnvZ, las cuales modifican la reguiacion por osmolaridad de las porinas (Martinez-Flores et
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al., 1995; Forst et al,, 1988). En este trabajo evaluamos si la diferente expresidn de OmpC
en S. typhiy E. coli, con respecto a la osmolaridad, se debe a los cambios observados en
los operones ompB.

El papel de OmpR y EnvZ en ia regulacion por osmolaridad de las PME, la propia
regulacion de los genes gue codifican para estas proteinas (ompR y envZ), asi como su
efecto en la expresidn de otras proteinas, y su implicacidn en la virulencia, son
fundamentos importantes para comenzar nuevos estudios en S. typhi, con los cuales se
fogre un mejor entendimiento de la funcién y regulagion de las PME. Esto ayudara a
comprender el papel especifico de las PME en la fisiclogia de §. lyphi, cuando se
encuentra en diferentes condiciones ambientales, en particular dentro del organismo
durante el proceso de infeccion.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las bases moleculares de la diferencia en la expresion de OmpC en respuesta
a la osmolaridad, entre S. typhiy E. coli.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar ef efecto de ta fase de crecimiento en la expresidn de la proteina
OmpC, dependiente de la osmolaridad del medio de crecimiento.

2. Generar una cepa AompB de S. typhi.

3. Establecer si la regién reguladora def gen ompC y/o el operdn ompB determinan
la diferencia en ei patron de expresién de OmpC entre 5. typhiy E. coli, dependiente de la
osmolaridad del medio.

12



Tabla 1.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepas, plasmidos u - Descripcion

oligos

i Referencia o fuente

Cepas de E. coli
MC4100

S5G4804A900
MH760

MH1461

8Y327ipir

]

F-araD139 AlargF-lac) U169 rpsL150

i refAT fib5301 deoC1 pisF25.

MC4100 malP::neo AlenvZ-malF) 900.
MC4100, ompR472, recA malQ*.
MC4100, envZ11, malQ*, lpo.

F- araD A(lac pro) argE (Am) recA56

nalA; contiene el profago Apir, Rif",

- Casadaban, 1976.

Garret et al., 1985.

Hall y Silhavy, 1981.

Hall y Silhavy, 1981.

Miller y Mekalanos, 1988.

Cepas de 8. typhi
iIMSS-1

TY2
STY8

STY81
STYC171

STYF302

i
i

serotipo 9, 12, d, Vi; cepa clinica de
referencia.

Vi, cepa clinica de referencia.
IMSS-1, ompB*, Km', Amp'".
IMSS-1; AompB, Km'.
IMSS-1; AompC, Km'.

IMSS-1; AompF, Km'.

Puente et al., 1987.

Confreras et al,, 1985.
Este estudio.

Este estudio.
Apéndice 1.

Apéndice |,
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_r"’vlésmidos

pIM25 y pIv26 Vector pUC19, que contiene el operdn ; Martinez-Flores et al.,
ompB de S. typhi, en ambas |1995.
orientaciones; Amp'.

pIM260 Vector pACYC184, que contiene el | Este estudio.
! operén ompB de 8. typhi; Cm',

pivi262 Vector pBR322, que contiene el Este estudio.
operén ompB de S. typhi; Amp".

pAT224 Vector pBR322, que contiene el | Mizuno etal., 1982,
operén ompB de E. colfi, Amp'.

pIM40 ‘Vector pACYC184, que contiene ef ! Este estudio.
operén ompB de E. coli; Crv\.

pVF27 Vector pBR322, que contiene el gen | Puente et al., 1987.
ompC de S. typhi; Ampf,

pMY 111 Vector pBR322, que contiene el gen | Mizuno et al., 1883,
ompC de E. coli; Amp'.

pBSL46 Vector usado para obtener el casete | Mikhail et al., 1995,
de resistencia a Km; Amp¥, Kmf

pMC1871 Vector pBR322, que contiene el gen | Shapira et al., 1983.
facZ de E. coli carente de promotor;
Tc'.

pSCZ10 Vector pMC1871, que contiene la | Este estudio,
fusion ompC-lacZ de 8. typhi.

pECZ20 Vector pMC1871, gue contiene la | Este estudio.
fusién ompC-iacZ de E. coli.

|

—
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pBKm ! Vector pUC19, que contiene el “casete ! Este estudio.
i de recombinacién” para ompB. g

PKNG101 Vector suicida; oriR6K, Stp, mobRK?2, Kaniga et al., 1991.
i sacB. ii
pKBB Vector pKNG101, que contiene el ’ Este estudio.
i “casete de recombinacion” para ompB.
Oligos ! :
SCSmi1 I5'd{TACTTGGAGCCCGGGTC , Este estudio.
GACTACGCGATCA)Z '
SCSct 5'd(TACCAGGAGGGACAGTA ' Este estudio.
| CTTTAACTTTCAT)3'
ECSm2 5'd(AAGTCCC GG GACGATA | Este estudio.
GTCATGCCCCGCGC)3
ECSc2 i 5'd(GACCAGGAGGGACAGTA : Este estudio.
CTTTAACTTTCAT)3'
Ra 5'd(CGTCAGGATCCACCAGAATC)3 : Este estudio.
Zb 5d{CAGGGGATCCCAAAAGAGGC)T : Este estudio.
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Condiciones de crecimiento.
Los cultivos se realizaron en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C, toda la noche.
Cuando se requirié se agregaron antibidticos a las concentraciones siguientes: ampicilina

{Amp) 250 pg/ml; estreptomicina (Stp) 100 ug/ml; tetraciclina (T¢) 20 png/mi; kanamicina

(Km) 20 ng/mi; cloranfenico! {Cm) 40 pg/ml; v rifampicina (Rif} 150 ug/ml. En los estudios de
osmorregulacién se ensayaron varios medios de crecimiento; para condiciones de baja
osmolaridad se utilizé LB sin NaCl {por fitro, 10 g de extracto de levadura y 10 g de triptona,
pH 7.5), medio nutritivo (NB; el cual contiene por litro, 3 g de extracto de res y 5 g de
peptona; Difco), y medio A (MN; el cual contiene por litro, 7 g de medio NB, 1 g de extracto
de levadura, 2 g de glicerol, 3.7 g de KoHPO,4 y 1.3 g de KHoPQ,4). Para condiciones de alta
osmolaridad, a estos medios se les agregd 20% de sacarosa 6 0.3 M de NaCl {Hirochi et
al., 1879, Kawaji et al., 1979, Slauch y Silhavy, 1989; Tokishita et al., 1991; Pickard et al.,
1994, Contreras et al., 1995).

Construccion de las fusiones ompC-lacZ de S. typhiy E. coli.

Un fragmento de 1450 pares de bases (pb), que contiene ia region reguladora 5' y el
primer coddn de ompC de S. lyphi se obtuvo por PCR, utilizando como templado el
plasmido pVF27 (Puente et al., 1987). La reaccion de PCR se realizé con los
oligonucledtidos sintéticos SCSm1 y SCSet, los cuales gensraron los sitios Smal y Scal,
respectivamente. Este fragmento de DNA se clono en el Gnico sito de Smal del plamido
pMC1871, generando el pldsmido pSCZ10 (StompC-lacZ) (Tabla 1) . Para la construccion
de la fusién ompC-lacZ de E. coli (EcompC-lacZ) la estrategia que se siguid fue la misma;
un fragmento de 1150 pb, que contiene la regidén reguladora 5' y el primer codon de ompC
de E. coli, se obtuvo por PCR del plasmido pMY111 (Mizune et al., 1983), usando los oligos
ECSm2 y ECSc2, los cuales generaron los sitios Smal y Scal, respectivamente. E
fragmento de DNA asi obtenido se cloné en el sito de Smal de pMC181, generandose el
ptasmido pECZ20 (fusién EcompC-lacZ).

Ensayo de p-galactosidasa en microplaca.

La actividad de f-galactosidasa se midié por el método descrito por Miller (Miller,
1972), adaptado para ensayo en microptaca. Brevemente, 110 mi de medio A, sin o con

NaCl 0.3 M (baja y alta osmolaridad, respectivamente), se inoculé con 440 pl de una
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suspension de células bacterianas, la cual se prepard a partir de una pastilla de bacterias
del cultivo de teda la noche, resuspendida en PBS (“phosphate-buffered saline”} a una

densidad éptica a 600 nm (D. O. goonm) d€ 1.8. Los cultives se incubaron a 37°C en un bafio

con agitacion a 200 r.p.m. Para preparar el extracto crudo, las muestras de células se
colectaron cada hora por centrifugacion (16000 xg); cosechando 40 ml en la primera hora,
20mlalahora2, 10mllahora3,5milahorad4dy 1t ml delahora 5 ala 12; para obtener
suficiente masa celular. Las muestras se lavaron dos veces con solucién Z 1X (0.06 M de
NazHPOQ4, 0.04 M de NaH;PO4, 0.01 M KCI, 0.001 M de MgSQ4, pH 7); se centrifugaron y la
pastiiia de células se resuspendid en 1 mi de la misma sofucion,

Para la cuantificacién de B-galactosidasa, en una placa de ELISA se colocd por

duplicado 20 pl de cada extracto, enseguida se agregd a cada pozo 100 ul de la mezcla
desnaturalizante (0.22 mg/ml de lisozima, 0.22% de tritdn X-100, 1.6X de solucién Z y 0.016
M de f-mercaptoetanol), y la reaccidn se incubé a 37°C con agitacién, por 10 min. Depués
se adiciond 100 pl de la solucién substrato (1 mag/mi de ONPG, o-nitrofenil-§-D-
galactosido) para iniciar la reaccion. La velocidad de cada una de las reacciones se obtuvo
por el registro de cambios en la absorbancia a 415 nm {A4y5,m}, cada 5 sequndos durante 3
minutos, en un lector de microplacas (Scanning Autoreader and Microplate Workstation,
Ceres 900 C), con el programa KC3™ seleccionado para determinacion de cinéticas. Las
actividades se obtuvieron por interpolaciéon en una curva estandar, compusesta de
concentraciones de 0 a 13200 unidades Miller de la enzima P-glactosidasa purificada
{Boehringer Mannheim); considerando que una unidad de ia enzima purificada es
equivaiente a aproximadamente 400 unidades Miller; lo cual determinamos por el método
reportado por Miller (Miller, 1972).
Determinacion de concentracién de proteinas en microplaca.

La concentracion de proteina de los extractos celulares se determind por el método
de Lowry, adaptado para realizarlo en microplacas. Se utilizaron placas de ELISA de 96

pozos, donde se adiciond por duplicade 20 ni de cada muestra por pozo; enseguida se
agregaron 100 p! de la mezcla de raccion, la cual contiene 98 ! de una solucién de

carbenato-hidréxido de sodio (3.4% de NaCOsz y 0.17 N de NaOH) y 2 ul de una solucion
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de sulfato de cobre-tartrato (0.85% de CuSQ04-5H20 y 1.7% de tartrato de sodio y potasio);
la reaccién se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente se adiciend 100
ul de la solucion Folin-Ciocalteu 16.9% (v/v) y se incubd nuevamente a temperatura
ambiente por 15 minutos mas. La concentracion de proteinas se obtuvo de la lectura de
Agzonm COn un lector de microplacas (“Scanning Autoreader and Mircroplate Workstation,
Ceres 900C"), con el programa KC3™, seleccionado para la medicién en un punto final.
L.as concentraciones se obtuvieron por interpolacidn en una curva estandar, compuesta de
concentraciones de 0 a 0.6 mg/mi de albumina de suero de bovino. Estos valores se usaron
para el calculo de la actividad especifica de -galactosidasa. Cada valor, representa el
promedio de ia actividad obtenida de por lo menos dos experimentos independientes,
realizados por duplicado.
Preparacién de PME.

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

cultivos se realizaron basicamente como en el ensayo de B-galactosidasa, excepto que 50

ml del medio de cuitivo apropiado fueron inoculados con 200 pl de la suspensién de
células bacterianas. Para la cinética de expresidon de PME, se tomaron muestras de los
cullivos cada hora, durante 12 horas. En los estudios de osmorregulacion, las muestras se
tomaron en la quinta hora, donde se observd el mejor perfil de osmorregulacion {este
estudio, Fig. 5).
Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Dos diferentes sistemas de geles se usaron para obtener la mejor separacion de las
PME méas abundantes. Las preparaciones de PME de &. typhi se sometieron a
electroforesis en geles con 11% acrilamida, 0.12% bisacrilamida y 0.1% SDS {sodium
dodecyl sulfate), a 30 mA, por 6 horas. Las preparaciones de PME de E. coli se sometieron
a electroforesis en geles con 119% acrilamida, 0.3% bis-acrilamida, 8 M urea, v 0.1% SDS a
20 mA, por 8 horas;. En ambos casos se utilizaron los sistemas discontinuos de Laemmli y
se aplicd de 20 a 30 ug de proteina, determinada por el método de Lowry, por carril
{Laemmli,1970). Los geles se tefiieron con azui brillante de Coomassie.

Bajo las condiciones sefialadas, OmpC de S. typhi migra adelante de OmpF, una
caracteristica que ha sido previamente asociada a la concentracion de persulfaio de
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amonio o a un exceso de sales adicionadas al ge! {Lobos y Mora, 19891). Las posiciones de
OmpC y OmpF en los perfiles de PME, que se muestran en el margen izquierdo de cada
gel, se determinaron por comparacion de los perfiles de preparaciones de PME de cepas

mutantes: para S. lyphi fueron tas cepas STYC171 (AompC) y STYF302 (AompF) y para E.
coli fueron las cepas MH760 (ompR472, OmpC/OmpF*), MH1461 (envZ11; OmpC*/OmpF™)

Construccién del plésmido “suicida” pKBS.

Para la construccion del “casete de recombinacién” (formado por el gen que c¢onfiere
Km' flanqueado por las regiones reguladoras, corriente arriba y corriente abajo, del locus
ompB), se elimind ai operén ompB del plasmido piM26 mediante una reaccién de PCR
inverso con los oligos Ra y Zb, dejando al vector pUC19 con dos regiones adyacentes, la
region a {que contiene 37 pb del gen estructural ompR y 350 pb de la regidn reguladora
corriente arriba) y la region b {que contiene 24 pb del gen estructural envZ y cerca de 2000
pb de la region corriente abajo). Con los oligos Ra y Za se introdujeron sitios de restriccion
de BamHl, los cuales se utilizaron para clonar un fragmento de BamHI gue contiene el gen
Km’, obtenido del pidsmido pBSL46 {Mikhail et al., 1995); generandose asi el plasmido
pBKm. El “casete de recombinacion” completo {de aproximadamente 3.8 kb) se obtuvo al
digerir el pBKm con Sacl, y se cloné en el vector “suicida” pKNG101 (Fig. 3).

€! vector “suicida” pKNG101 (Kaniga et al., 1991) presenta las siguientes
caracteristicas: el origen de replicacion orR6K, el cual requiere para su funcionamiento una
proteina llamada = (que no esté presente en 5. fyphi); un gen que le confiere Stp'; el origen
de transferencia mob RK2; el gen sacB de Bacillus subtilis; y una region de multiples sitios
de clonacidn. El fragmento de Sacl que contiéne e! “casete de recombinacion” se purificé
de gel y se tratdé con la enzima Klenow para generar extremos rasos; este fragmento se
clono en ef sitioc Smal del pKNG101, generando el plasmido pKBS (Fig. 3).

Construccion de plasmidos que llevan los operones ompB de S. typhiy E.
coli,

La construccion de los plasmidos que llevan el operdn ompB (Tabla I} se describe a
continuacion. Los plasmidos piM25 y pIM26, construidos previamente, son derivados del
vector pUC19 (plasmido de alto nimero de copias) que contiene el operdn ompB de S,
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1) PCR inverso
Ra (B}, Zb{B)
—_—

2) ligacidn

3 S
B Digestién B
Km
Digestidn B
pBSL46
B Ligacién
S 4 B

5acB™

Casete de
Brecombinacién

1)digestién S S
2) klenow

pKB8
(mobRKZ




Fig. 3 Construccion del plasmido “suicida” pKB8. El plasmido pRevB, el cual
contiene las regiones corriente arriba (a) y corriente abajo (b) del operén ompB, se
genero por PCR inverso,con los ofigos Ra y Zb, los cuates introducen un sitio de
BamHi (B). Un fragmentoc de B del plasmido pBSL46 que contiene un gen que
conliere resistencia a Km, se clond en el sitio de B de pRevB, generando el
plasmido pBKm. De este dltimo se purifica el fragmento de Sacl (8) que contiene
el “casete de recombinacién” y se traté con la enzima Kienow para generar
extremes rasos. Este fragmento se cloné en el sitio Smal {(Sm) del vector suicida

pKNG101, generando el ptasmido pKB8, R:gen ompA; Z:gen envZ.
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Iyphi en ambas orientaciones, respectivamente (Martinez-Flores et al.,, 1995). Estos
plasmidos fueron utilizados para obtener fragmntos de DNA que contienen el operén ompB
de S. typhi. Para la construccion de los pldsmidos pIM262 y piM263, el fragmento de Sadl
que contiene al operén ompB del plasmido pIM25, se subcloné en ambas orientaciones en
el sitio Sacl que se genero previamente en el plasmido pBR322, entre los sitios EcoRly
Nrub (un vector de mediano numero de copias). Los plasmidos piM260 y plM261 se
generaron al subclonar el fragmento EcoRV/BamHi de plM26 que contiene el operén
ompB, en el vector pACYC184 (de bajo nimero de copias), digerido con EcoRV-BarmHI o
Nrul-BamHl, respectivamente.

El plasmido pAT224, previamente construido, es un derivado del vector pBR322 que
Heva al operdn ompB de E. coli (Mizuno et al., 1982). Este plasmido fue utilizado para la
construccién del pIM40, el cual se generd al subclonar el fragmento BamHI/Sall de pAT224,
que contiene el operdn ompB de E. cofi, en el vector pACYC184 digerido con las mismas
enzimas.

Hibridacion tipo “Southern”.

Los experimentos de hibridacién se realizaron como se describié previamente
(Martinez-Flores et al., 1995). La sonda de ompB se obiuvo por digestién del plasmido
pIM26 con Sacl, ¥ la sonda del gen Km' se obtuve por digestion con BamH| del pBSL46
(ver Tabla ). Las sondas de DNA se marcaron con [a-*2P]dCTP (Amersham), usando el
estuche de "Muitiprime DNA labelling system” {Amersham}, segun las instrucciones del
fabricante.

Técnicas de biologia molecular.

Diferentes técnicas de biologia molecular se utilizaron siguiendo los protocolos
establecidos (Sambrook et al 1989). Las enzimas de modificacion y restriccion de DNA se
obtuvieron de las companias Boehringer Mannheim {(Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Alemania) o Gibco BRL {Gibco BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD.,
EUA), vy se usaron de acuerdo a las instrucciones de los proveedores. Los oligonucledtidos
que se utilizaron para los experimentos de PCR se sintetizaron en la compania Bio-
Synthesis {Bio-Synihesis, Lewinsville, TX, EUA) o en la unidad de sintesis del Instituto de
Biotecnologia/UNAM. Las reacciones de PCR se hicieron con la enzima AmpliTag (Perkin
Elmer Corp., Branchburg, NJ, EUA), siguiendo las instrucciones del proveedor.
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Ensayos de invasioén.
Los ensayos de invasion se realizaron como se describié previamente (Contreras et

al., 1995). Las células HEp-2 (ATCC CCL23}, derivadas de carcinoma de laringe humano,
fue la linea celular que se empled. Los ensayos de invasion se realizaron en placas para
cultivo de tejidos de 96 pozos, para lo cual se formé una monocapa con 5 X 10% células por
pozo, cultivadas a confluencia, incubando toda la noche a 37°C, en una atmdsfera
conteniendo 5% de CO». Para la infeccidn de la monocapa de células Hep-2, cultivos
bacterianos crecidos en 5 mi de LB, en condiciones de anaerobiosis, hasta una D. O.s00nm
de 0.2, se centrifugaron y se resuspendieron en DMEM (“Dulbecco’s modified Eagle’'s
Medium™); con esta suspension se inoculd cada pozo a una razdn de 10 bacterias/célula.
Para los ensayos de invasién las placas se incubaron a 37°C por 1 hora en una
atmosfera conteniendo 5% de CQ». Después de este periodo, la monocapa se lava varias
veces con buffer PBS para eliminar las bacterias no adheridas. Posteriormente se agregan
100 ul de DMEM con 250 pg/ml de gentamicing, un antibiotico que no penetra a las células

epiteliales {para eliminar bacterias extracelulares), y se deja incubando dos horas mas. El
antibidtico se removid haciendo varios lavados con PBS, la monocapa fue lisada y
determinamos el nimero de bacterias dentro; mediante plateo de dilusiones en agar LB. El
porcentaje de invasion fué calculculado como: (el nimero total de bacterias sobrevivientes

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

duplicado.
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RESULTADOS

En nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio de la funcién y regulacion
de las porinas de S. {ypfii; en este trabajo nos enfocamos particularmente al estudio de la
regutacion de OmpC, ya que en trabajos previos se determind que su expresion (en altos
niveles tanto en baja como en alta osmolaridad) difiere de la de OmpC de E. coli (cuya
expresion es inducida en medios de alta osmolaridad y reprimida en baja) (Puente et al.,
1991; Forst e Inouye, 1988). Sin ernbargo, tambien se realizaron algunas observaciones
del patron de expresion de las porinas en general.

El estudio de fa expresién de las porinas se realizé madiante el andlisis de los

perfites electroforéticos de PME de diferentes cepas y mediante la determinacion de la

actividad de B-galactosidasa del gen reportero lacZ, fusionado a las regiones reguladoras
de los genes ompC de S. typhiy ompC de E. coli (StompC-lacZy EcompC-lacZ,
respectivamente; ver Materiales y Métodos).
Seleccién de medios de crecimiento,

Varios medios de crecimiento se probaron con el fin de elegir gl que nos permitiera
visualizar la mejor esmorregutacion de las porinas. Los medios de cultivo ensayados
fueron los comunmente utilizados en experimentos de osmorregulacidn de porinas: Luria-
Bertani (L.B), medio nutritivo (NB), y medio A (MN) (ver Materiales y Métodos). Asi mismo,
para el aumento en la osmolaridad de los medios, se probd 1a utilizacion de sacarosa al
20% 6 NaCl 0.3 M (Hirochi et al., 1879; Hall and Sihavy, 1981 a y b; Slauch y Silhavy,
1989; Tokishita et al., 1991; Pickard et al., 1994; Contreras et al., 1995).

Como control para verificar la esmorregulacion en los diferentes medios de cultivo,
se compard la expresion en baja y alta osmolaridad de OmpC de E. cofi;, mediante la
medicion de la expresién de la fusidon EcompC-lacZ. La cepa siivestre E. coli MC4100
transformada con el plasmido pECZ20 (el cual contiene la fusion EcompC-lacZ) se crecié
en los medios LB, NB y MN sin (baja osmolaridad) y con (alta osmolaridad} sacarosa al

20% 6 NaCl 0.3M. La actividad de B-galactosidasa se determind de muestras colectadas a
lo largo de la curva de crecimiento. En la figura 4A se observan los datos representativos
de las muestras obtenidas en la hora 5.

En el medioc MN se obtuvo el mejor perfil de osmorregulacién de ompC, a lo largo
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de la curva de crecimiento (Fig. 4A y datos no mostrados). Para el incremento en la
osmolaridad en el medio, aunque los niveles de actividad en MN con sacarosa o con MNaCl
fueron similares (Fig. 4A), hubo diferencias en el crecimiento; asi en el medio MN con
sacarosa el crecimiento se retardé con respecto a los medics MN y MN con NaCl {Fig. 4B).
Por tanto, para estudiar la regulacion de las porinas en respuesta a la osmolaridad, se
selecciond el medio MN (baja osmotaridad) y MN con NaCl 0.3M (alta osmolaridad). Los
medios seleccionados para los ensayos realizados en este frabgjo seran, ademds,
utitizados para el desarrollo de ofros proyectos de este laboratorio, especificamente los

involucrados en la regulacidn de porinas de S. fyphi

Etecto de la fase de crecimiento en el patrén de expresion de las porinas en
baja y alta osmolaridad.

La expresion de las porinas en respuesta a la osmolaridad ha sido descrita
anteriormente (Puente et al 1991); sin embargo, no se ha determinado si dichos patrones
de expresidén varian a lo largo de la curva de crecimiento. Para evaluar ésto, se midié la
actividad de f3-galaclosidasa de las fusiones StompC-lacZy EcompC-lacZ, de muestras de
cultivos de S. typhi IMS5-1/pSCZ10 (plasmido que contiene la fusion StompC-lacZ) y E.
cofi MC4100/pECZ20 (plasmido que contiene la fusién EcompC-lacZ), crecidos en medios
de baja y alta osmolaridad, colectadas cada hora a lo largo de la curva de crecimiento, (Fig.
5A). El andlisis de las actividades mostré que fa expresion de ompC de S. typhi es similar
en baja y alta osmolaridad, a lo largo de la curva de crecimiento; mientras que la
osmorreguiacion de ompC de E. coli se observa claramente en fase exponencial y es
mernos evidente al llegar a la fase estacionaria (Fig. 5A).

E! mismo efecto de la fase de crecimiento se observd también al comparar el perfil
electroforético de PME de las cepas silvestres, S. typhi IMSS5-1 y E. coli MC4100, crecidas
en medios de baja y alta osmolaridad (Fig. 58). En S. fyphi, Ila expresién independiente de
la osmolaridad de OmpC, asi como la osmorregulacidn de Ompf se mantuvo durante las
diferentes fases del crecimiento (Fig. 5B, panel de arriba). Sin embargo, en E. cofi, la
osmorregulacion de OmpC y OmpF, claramente observada en fase exponencial, fue menos
evidente en la fase estacionaria (Fig. 5B, panel de abajo).
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Fig. 4 Expresion de la fusion ompC-lacZ de E. cofi en medios con diferentes
asmolaridades, para la seleccion de medios de crecimiento. (A) La cepa £.
coli MC4100 llevando el plasmido pECZ20 (et cual contiene la fusién
EcompC-lacZ), se crecid en fos mediog LB, NB y MN, sin y con sacarosa al
20% (LBS, NBS y MNS) 6 NaCl 0.3M (LBN, NBN y MNN}, baja osmolaridad
y alta osmolaridad, respectivamente. La actividad de [(-galactosidasa se
determiné de muestras colectadas a lo largo de {a curva de crecimiento.
Los daios muestran la actividad obtenida después de 5 horas de
crecimiento, un punto donde {a osmorregulacidon es mas evidente, como se
muestra en la figura 5. {B) Curva de crecimiento de la cepa E. coli MC4100
llevando el plasmido pECZ20, en el medio MN (baja osmclaridad) y con
20% de sacarosa 0 0.3M de NaCl {alta osmolaridad). La D. O 590 nm S€ midié

de muestras colectadas a lo largo de la curva de crecimiento.
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Fig.5 Cingética de expresion de ompCy ompFde S. lyphiy E. coli, a lo largo de la
curva de crecimiento. (A) Las cepas S. lyphi IMSS-1 conteniendo el
plasmido pSCZ10 (fusién ompC-lacZ de S. typhi, circulos) y E. coli MC4100
conteniendo el plasmido pECZ20 (fusion ompC-lacZ de E. coli, cuadros),
fueron crecidas en medio MN con (simbolos blancos) o sin {simbolos
negros) 0.3M de NaCl, alta y baja osmolaridad, respectivamente. La
actividad de J-galactosidasa se determind de muestras colectadas cada
hora de cultivos duplicados. Los datos representan el promedio de tres
diferentes experimentos. {B) S. typhi IMSS-1 y E. coli MC4100 fueron
crecidas a 37°C en medio MN con (+) o sin (-) 0.3 M de NaCl (aita y baja
osmolaridad, respectivamente); Las PME fueron purificadas de muestras
tomadas cada hora y sujetas a electroforesis en geles de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE) para S. typhi, o a urea-SDS-PAGE para E. cofi. Cepas a
las cuales se les elimind ompC u ompf fueron usadas para determinar la
posicién de cada porina, como se describid en Materiales y Métodos, y
como se muestra en la Fig. 9. En este panel se observan mustras de PME

de las horas 6, 8 y 10.

26



La diferencia en la expresion de OmpC de S. typhi y OmpC de E. coli, en
respuesta a la osmolaridad, es determinada por el fondo genético de la cepa.

Al alinear las regiones reguladoras corriente arriba de los genes ompC de 8. typhiy
de E. coli, se encontré que presentan una alta identidad (81.7%) (Puente et al., 1989). Para
establecer si las diferencias en fa regién reguladora del gene ompC de S. typhi estén
involucradas en que éste se exprese en altos niveles, independientemente de la
osmotaridad del medio, los plasmidos pSCZ10 (StompC-lacZ} y pECZ20 ( EcompC-lacZ) se
introdujeron tanto en S. lyphi IMSS-1 come en E. cofi MC4100. La actividad de f3-

galactosidasa se determind de muestras colectadas a lo largo de la curva de crecimiento,
en medios de baja y alta osmolaridad. En forma interesante, la expresion de la fusion
StompC-lacZ se requld por osmolaridad en E. cofi; mientras que aitos niveles de expresién
independiente de la osmolaridad se detectaron para la fusion EcompC-lacZ expresada en
8. typhi (Fig. 6).

Estos resultados indican qgue las diferencias observadas entre las regiones
reguiadoras de los genes ompC, no especifican fa osmorregulacién en E. cofi, ni la
expresién independiente de la osmolaridad en S. typhi. Asi, la diferente expresion de
OmpC en S. typhiy E. cofi, en respuesta a la esmolaridad del medio, esta determinada por
el fondo genético de cada bacteria.

Papel del operén ompB en la expresion de OmpC en 8. lyphiy E. coli.

En un estudio previo, nosctros identificamos el operon ompB de S. typhi, el cual
codifica para las proteinas reguladoras de porinas, OmpR y EnvZ. El alineamiento de las
secuencias nuclectidicas del locus ompB de S. typhiy E. coli mostrd un 87% de homologia
{(Martinez-Flores et al., 1995). Sin embargo, ya que en E. coli se ha determinado que
mutaciones puntuales en el operdn ompB alteran la osmorregulacidén de las porinas, en
este trabajo evaluamos si las diferencias en la expresion de OmpC de S. typhiy E. coli en
raspuesta a la osrnolaridad, se debe a los cambios observados en los operones ompB. La
estrategia que se siguid fue construir una cepa mutante de S. typhi en este locus, con el fin
de estudiar Ja expresién de OmpC al ser complementada con el operén ompB
homologo (de S. fyphi) o heterdlogo (de E. coli).

La construccion de la cepa mufante se realizd mediante el reemplazamiento, por
recombinacion homéloga, del operdn ompB por un gen que confiere resistencia a
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Fig. 6 Expresion de las fusiones ompC-lacZ de S, typhi o E. coli en un fondo
genético heterdlogo. Las cepas S. fyphi IMSS-1 (panel superior) ¢ E. coli
MC4100 {panel inferior), llevando las fusiones ompC-lacZ de S. typhi o de
E. coli, fueron crecidas en medio MN, con (alta osmolaridad} o sin (baja
osmolaridad) 0.3 M de NaCl. La actividad de B-galactosidasa se determind

de muestras colectadas cada hora de cultivos duplicados. Los datos
muestran la actividad obtenida después de 5 horas de crecimiento (donde
la osmorregulacion es mds evidente, ver figura 5), y representan el
promedio de tres diferentes experimentos.
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kanamicina (Km") (Fig. 7). Para propiciar el intercambio genético en e cromosoma de la
bacleria, se construyd un “casete de recombinacion”, formado por el gen que confiere Km',
flanqueado por fas regiones regutadoras corriente arriba (a) y corriente abajo (b) dei locus
ompB et cual, para ser introducido en la cepa, se clond en el vector “suicida” pKNG101 (Fig.
7).

La cepa S. typh/ IMSS-1 se transformé por electroporacién con el plasmido pKB8S (el
vector “suicida” pKNG101 que contiene el “casete de recombinacién™), y las transformantes
obtenidas se seleccionaron en un medio con Km; posteriormente se realizé la identificacidn
del primer evento de recombinacidn, en un medio con Amp, seleccionandose colonias Km/,
Amp® (clonas STY3, 8 y 12). Para la obtencién de un segundo evento de recombinacién, las

clonas seleccionadas se inocularon en medic LB con 10% de sacarosa y Km 30 ug/ml; ya

que en el vector “suicida” se encuentra el gen sacB, el cual codifica para la proteina SacB,
una enzima levansacarasa letal para bacterias gram-negativas crecidas en medios con
sacarosa. Asi, al crecer las colonias en presencia de este azlcar se pueden seleccionar las
clonas gue hayan perdido el vector, y por tanto efectuade el segundo evento de
recombinacién (Ried y Collmer, 1987). De este modo se selecciond una clona, Km', Amp$
(clona STY81).

La ausencia del locus ompB se confirmé por hibridacion tipo “Southern” (Fig. 8). El
DNA cromosomal de 8. typhl IMSS-1 (silvestre) y de las cepas recombinantes STY8
{primer evento de recombinacién) y STY81 {segundo evento de recombinacidn) se digirid
con Sacl y se hibridé con una sonda que lleva el operdn ompB de 8. typhi, marcada
radioactivamente (Fig. 8A). La sefial de 4.2 kb corresponde a un fragmenio gque lleva el
omp8 silvestre (carril 1); en {a cepa STYB la sefial de 4.2 kb se conservd v adicionalmente
se observé una banda de 3.Bkb, correspondiente al tamafio del fragmento que fleva el
“casete de recombinacion” (carril 2). En la cepa STY81 sélo se detectd la banda de 3.8 kb,
indicando que el doble evento de recombinacién se efeciud en el sitio correcto del
c¢romosoma {carril 3). Para confirmar que el fragmento de 3.8 kb corresponde al casete de
recombinacion, el mismo filtro se tavd y rehibridd con un fragmento que contiene el gen que
confiere Kmr marcado radicactivamente (Fig. 88). Unicamente los fragmentos de 3.8 kb de

STY8 (carrit 2) y STY81 (carril 3) hibridaron con esta sonda {Fig. 8B).
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Fig. 7 Estrategia para la eliminacién del operén ompB en el cromosoma de S.
typhi. Reemplazamiento en el cromosoma del operon ompB por un gen que
confiere Km"; generado por recombinacion homéloga entre las regiones a y
b del plasmido suicida pKB8 (introducido por eiectroporacion) y el
cromosoma. a:regién corriente arriba del locus ompB; biregién corriente
abajo del focus ompB.

30



omplB

— ' kb
| = — 42
A —t Wl —3 8
1 2 3
B - e __ 33
1 |
Km

Fig. 8 Caracterizacion de !a cepa AompB de S. typhi por experimentos de
hibridacién tipo "Southern”. EI DNA cromosomal de las cepas de 5. typhi,
IMSS-1 (silvestre, carril 1); STY8 (primer evento de recombinacidn, carril 2);
y STY81 {segundo evento de recombinacién, carril 3), digerido con Sacl e
hibridado con una sonda que contiene el gen ompB de S. typhi (A) o el gen
que confiere Km' (B). El tamafio de las bandas de hibridacién se muestra a

la derecha.
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Para determinar el efecto de la pérdida del locus ompB, se analizé el perfil de
expresion de PME de la cepa STY81; como se esperaba, el fenotipo conferido fue OmpC-
/OmpF- (ver Fig. 9, titimo carril). Esto confirmd que el sistema OmpR/EnvZ es necesario
para la expresién de OmpC y OmpF en 8. fyphi de una forma similar a o reportado en E.
coli {Garret et al., 1985; Puente et al., 1991).

Colateralmente, utilizando la misma estrategia, se generaron otras dos cepas
mutantes derivadas de Styphi IMSS-1; la STYC171 (AompC) y la STYF302 (AompF)
{Apendices | y Il). Estas nos permitieron determinar ias posiciones de OmpC y OmpF en los
perfiles de PME, que se muestran en e! margen izquierdo de cada gel.

Para establecer si las variaciones existentes entre las secuencias de los operones
ompB de S. typhiy E. coli, determinan que OmpC de S. typhi se exprese de forma diferente

que OmpC de E. cofi, se analizd el perfil de PME de cepas AompB complementadas con
cada uno de los operones. Las cepas STY81 (S. fyphi AompB) y SG480A900 (E. coli
AompB) se transfomaron con los plasmidos piM262 (ompB de 8. typhi) y pAT224 (ompB de

E. coli) (ver Tabla {). El periil electroforético de preparaciones de PME obtenido de estas
cepas (crecidas en medios de baja y alta osmolaridad) se muestra en la Fig. 9. En el panel
A, se observa que en la cepa STY81 {AompB deS. typhi) complementada con el operdn
ompB de S. typhi, la expresion de porinas {en baja y aita osmolaridad} es similar a la de la
cepa silvestre. De forma interesante, cuando se complementé con ompB de E. coli, OmpC
se osmorregula de forma simitar a lo reportado para E. coli, es decir, se reprime en baja
osmolaridad.

En el panei B (Fig. 9} se muestra el experimento reciproco con la cepa E. coli
SG480A900 (AompB). Cuando esta cepa se complementd con ompB de E. coli se recuperd
el patron de PME {(en alta y baja osmolaridad) similar al de la cepa silvestre.
Sorprendentemente, cuando la complementacion fue con empB de S. typhi, OmpC se
osmorregulé (su expresiéon se reprimid en baja osmolaridad y se indujo en alta
osmolaridad), como en la E. coli silvestre.

Un andlisis densitométrico cuantitativo de las bandas en los geles de la Fig. 9
{paneles A y B) conlirmd las observaciones descritas arriba {datos no mostrados).
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Fig. 9 Perlil electroforético de PME de cepas AompB de S. typhi 0 E. colj,
compiementadas con los operones ompB de S. lyphio de E. coli. Las cepas fueron
crecidas en medio MN, con (+) o sin (-) 0.3 M de NaCl {alta y baja osmolaridad,
respectivamente) o en LB. Las PME fueron purificadas de muesiras de cultivos

obtenidas después de 5 horas de crecimiento a 37°C, y fueron sujetas a SDS-
PAGE (muestras de S. typhi), 0 a urea-SDS-PAGE (muestras de E. coli), como se
describidé en Materiales y Métodos. La posicion de las PME de S. lyphi o E. coli se
muestran en el margen izquierdo de cada gel y corresponde a las siguientes

cepas: (A) cepas de 5. fyphi: STYF302 (AompF) ; IMSS-1 (silvestre); STy81
{(AompBYpIM262 (pBR322 conteniendo ompB de S, typhi); STY81
{AompB)pAT224 (pBR322 conteniendo ompB de E. coli), STYC171 (AompC); vy
STY81 (aompB). (B) cepas de E. coii; $SG480A800 {(AompB); MH760 {ompR472;
OmpC/OmpF*); MC4100 (silvestre); SG480A900 (AompB) / pIM262; SG480AS00
{AompB) / pAT224; MH1461 (envZ11; OmpCHOmpF}.
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Resultados similares se obtuvieron complementando con los operones ompB clonados en
otros vectores con diferente ndmero de copias {datos no mostrados).
Mediante el uso de las fusiones ompC-lacZ se corroboraron y cuantificaron

nuestros resultados. Las cepas S. fyphi AompB que contenian ef operén ompB de S. typhi

(piM261) o el operén ompB de E. coli (plM40) se transformaron cada una con pSCZ10
(StompC-lacZ) o con pECZ20 { EcompC-iacZ) (Fig 10, paneles superiores). La actividad de

B-galactosidasa se determind para cada cepa, en medios de baja y aita osmolaridad, a lo

largo de la curva de crecimiento. En S. fyphi AompB la expresién de ompC de S. typhi o de
ompC de E. coli se requid por osmolaridad cuando se complementé con ompB de E. coli;
mientras que la expresion de ambas fusiones no se afectd por la gsmolaridad cuando se
complementé con ompB de S. fyphi (Fig. 10, paneles superiores),

El experimento reciproco se realizdé complementando la cepa E. coli AompB con las

mismas construcciones descritas arriba. El andlisis de la actividad de p-galactosidasa
mostré que la expresion de ompC de S. typhi, asi como la de ompC de E. coli, se reguld por
osmolaridad cuando se complementd tanto con el operdon ompB de E. coli como con el
ompB de S. typhi (Fig. 10, panel de abajo).

En resumen, nuestros resultados indican que el locus ompB de S. fyphi, en
combinacién con ofro factor (es) presente (s) en el fondo genético de S. typhi, determinan la
particular expresion de ompC independiente de la osmolaridad del medio.

Efecto del operén ompB en la invasion de S. typhi a células epiteliaies.

Considerando que el operdn ompB estd involucrado en la virulencia de bacterias
como S. typhimuriumy Shigella flexneri (Dorman et al., 1989; Bernardini et al., 1990; 1993},
nosotros analizamos si este operdn en 8. fyphi esta involucrado en la invasion de la
bacteria a células epiteliales en cultivo. Para lo cual, la generacién de mutantes a ias que
Se remueve un gen o u gperén del cromosoma de una bacteria patdgena, es de gran
ulilidad para el analisis especifico del papel de dicho locus en su virulencia.

Durante una estancia de dos meses en el iaboratario del Dr. Guido C. Mora, en la
Unidad de Microbiologia del Departamento de Biclogia Molecular de la Facuitad de
Ciencias Bioldgicas, en la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, se realizaron algunos

ensayos preliminares de invasién con las cepas mutantes de 8. typhi AompB, AompC, y
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Fig. 10 Expresion de las fusiones ompC-lacZ de S. iyphiy E. coli en cepas
mutantes AompB, complementadas ccon el operén ompB8 homdlogo o
heterdlogo. La expresién de las fusiones StompC-lacZ (izquierda) y

EcompC-lacZ (derecha} en las cepas S. typhi AompB {panel superior) o E.

coli AompB (panel inferior), complementadas con el operén ompB de S.
typhi {pIM261} o con ompB de E. coli (pIM40), se midié después del
crecimiento en MN, con o sin 0.3M de NaCl (alta y baja osmolaridad,

respectivamente). La actividad de PB-galactosidasa se determiné de

muestras colectadas cada hora de cultivos duplicados. Los datos muestran
la actividad obtenida después de 5 horas de crecimiento, y representan ¢l

promedio de dos diferentes experimentos.
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AompF.

En estos ensayos, la invasion a células epiteliales Hep-2 por las cepas mutantes de
8. typhi 8TY81 (AompB), STYC171 (AompC) y STYF302 {AompF) fue 27.8, 10.4 y 2.6
veces menor, respectivamente, con respecto a las cepas silvestres IMSS-1 (cepa parental
silvestre} y TY2 {Tabla 2). Sin embargo, estos datos deben tomarse con reserva, ya que
para fa interpretacidn de resultados en este tipo de ensayos se debe contar con un mayor
namero de repeticiones y una serie de controles que en este caso no fueron incluidos;
como son ¢l ensayo de cada mutante complementada con el gen respectivo.

No obstante las limitaciones mencionadas, nuestros datos sugieren que estos loci
pudieran estar involucrados en la invasion de S. typhi a células epiteliales; sin embargo, la
determinacion de! papel especifico de cada locus, no sélo en la invasién sino en la
adherencia, proliferacion y sobrevivencia en células epiteliales, serd estudiade con mas
detalle en otro irabajo en nuestro laboratorio. En dicho estudio se incluirdn mutantes en
genes que codifican para las porinas OmpS1 y OmpS82 de S. typhi, cuya expresién en
condiciones de laboratorio no es detectada, y cuya funcién, hasta el momento, es
desconccida (Fernandez Mora et al., 1995; y datos no publicados).
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Tabla 2. Capacidad invasiva de mutantes de S. typhi a
células epiteliales Hep-2.

CEPAS DE S. typhi | % DE INVASION? | % DE INVASION RELATIVAP
IMSS5-1 (silvestre) 604+ 87 100.0
TY?2 (silvestre) 7161105 103.2
STY81 (AompB) 38+ 16 55
STYC171 {AompC) 68+ 14 9.8
STYF302 (AompF) 38.9+ 185 56.1

a |os resultados ¢orresponden al promedio de tres experimentos + desviacion estandar.

b con respecto a la cepa IMSS-1.
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DISCUSION

En la ME de E. coli, la cantidad de las proteinas OmpC y OmpF varia dependiendo
de la osmolaridad del medio de cultivo; sin embargo, como sus niveles ralativos fluectian en
una manera inversa en ailta y baja osmolaridad, se considera que la suma de la cantidad
de estas proteinas permanece constante. Un incremento en {a osmolaridad resulta en un
incremento en la proteina OmpC, con un concomitante decremento en la proteina OmpF
{(Forst e Inouye, 1988). De forma interesante, en S. typhi, OmpC se expresa altamente
independiente de la osmolaridad del medio; mientras que OmpF se osmorregula en forma
similar que en E. coli (Puente et al., 1991).

En este trabajo, nosotros mostramos que fa sintesis de OmpC de S. typhi es similar
en baja y alta osmotaridad, a lo largo de la curva de crecimiento; asi mismo, que la
osmorregulacién de OmpF es independiente de la fase de crecimiento (Fig. 5). Por otro
lado, se observd que la osmorregulacion de ia expresion de OmpC y OmpF en E. cofies
mas evidente durante la fase exponencial y se va perdiendo al entrar a ia fase estacionaria,
donde 1a represién por esmolaridad de OmpC y OmpF es mencor. Este efecio de la fase de
crecimiento en la osmorregulacion de las porinas en E. cofi no habia sido reportado
anteriormente, ya que trabajos previos de osmorregulacidon se realizaron en la fase
exponencial, y aungque se habia observado que la expresion de las porinas se ve afectada
por la fase de crecimiento, esta determinacién no involucré diferentes condiciones de
osmolaridad. Al respecto, se ha reportado que la transcripcion de ompF disminuye
ligeramente en fase estacionaria y que el factor sigma de la fase estacionaria, RpoS, es
asencial para esta regulacion por fase de crecimiento; sin embargo, el mecanismo por el
cual se efectda no es conocido (Pratt y Silhavy, 1995), Considerando esta observaciones,
RpoS pudiera tener un efecto en la osmorregulacién de las porinas en E. coli dependiente
de la fase de crecimiento, lo cual analizaremos mas adelante.

Por otro lado, nosotros demostramos que la expresidn de las porinas OmpC y OmpF
se suprime en la cepa de S. fyphi IMS5-1 a la cual le removimos el operdn regulador ompB
(Fig. 9A), como se ha demostrado previamente para E. coli MC4100vy S. typhi TY2 {Garret
el al., 1985; Pickard et al., 1984). Por ello concluimos que las porinas OmpC y OmpF de S.
typhi son reguladas por las proteinas OmpR/EnvZ, como ocurre en E£. coli (Hall y Silhavy,
1981).
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Cuando se removid el gen ompC u ompF del cromosoma de S. lyphi, no se modificd
la expresion del gen codificante para fa otra porina mayoritaria, i. ., la osmorregulacién de
la sintesis de OmpF fue independiente de la expresion de OmpC; ademas, OmpC fue
altamente expresada en el fondo genético ompF - (Fig. 3C del apéndice i}, Estas
observaciones difieren con lo reportado anteriormente para las mutantes ompC - y ompF -
de E. colii donde se mostré que estas mutantes presentan una expresién constitutiva de
OmpF y OmpC, respectivamente; i. e. la ausencia de una de las porinas produce la
expresion constitutiva de la otra, suscitando que la suma de la cantidad relativa de éstas
permanezca constante (Morona vy Reeves, 1982; Ozawa y Mizushima, 1983; Schnaitman y
McDonald, 1984; Mizuno y Mizushima, 1990).

En este trabajo también mostramos (determinando la actividad enzimatica de
fusiones ompC-lacZ), que los genes ompC de 5. typhiy de E. coli se expresan en altos
niveles tanto en baja como en alta osmolaridad, cuando estan presentes en una cepa S,
typhi silvestre. Por ofro lado, cuando se encuentran en E. colii ambos genes se
osmorregularon. Aunque la actividad de las fusiones ompC-lacZ expresadas en S. typhi,
fue ligeramente mencr en baja osmolaridad (Fig. 5A y 6), esto no se reflejé en una notable
reduccion de proteina incorporada en la ME, como claramente pasa en E. coli {Fig. 5B). En
otras palabras, en 5. typhii OmpC es siempre mas abundante que OmpF,
independientemente de las condiciones de crecimiento. Esto ha sido observado tambien
por otro grupo, el cual reportd que la expresién de ompC en 8. typhi es influenciada
ligeramente por la oesmolaridad del medio y la disponibilidad de oxigeno {Contreras et al.,
1995),

M4s adn, la expresion de las fusiones ompC-lacZ de S. typhi y de E. colf (Fig. 10), en
cepas AompB de S. typhi o de E. cofi, complementadas con el operén ompB de S. typhiu

ompB de E. coli, mostré que ambos genes no se regulan por osmolaridad cuando estan
bajo el control de ompB de S. typhi, en un fondo genético de S. typhi. Interesantemente, en
este mismo fondo genético, ambos genes son osmorregulados bajo el controt de ompB de
E. coli. En contraste, en un fondo genético de E. coli, ambos genas son osmorreguiados
bajo ompB de E. coli y, sorprendentemente, también por el operdén ompB de 8. typhi (Fig.
10}. Resultados similares fueron observados al analizar el patrén electroforético de PME de

las cepas aompB de S. typhiy E. coli, complementadas con los operones ompB de 8. typhi
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u ompB de E. coli (Fig. 9).

Asi, parece haber factores no conccidos en S. typhi que, junto con las proteinas
reguladoras OmpR y EnvZ, determinan el particular comportamiento de la expresidn de
OmpC. Sin embargo, no se pueden descartar modelos mas complejos; por ejemplo, que
existan factores desconocidos en ambas bacterias, que estén actuando de forma diferente.
Al respecto, se han presentado evidencias de que en E. cofi, la proteina SixA parece estar
implicada en una via de fosforilacién de OmpR, independiente de EnvZ, especificamente
funcionando como un modulador negativo para la fosfotransferencia entre un fosfodonador
no conocido y OmpR (Cgino et al., 1998).

Particularmente,es atractivo especular que las diferencias en la secuencia de las
proteinas EnvZ pudieran determinar los niveles diferentes de la expresion de ompC, al
mediar diferentes interacciones moleculares. Esto, en virtud de que la proteina reguladora
OmpR de S. typhi es idéntica a 1a de E. coli; mientras que las proteinas detectoras EnvZ
difieren en 21 de los 450 residuos de aa, entre ambas bacterias (Martinez-Flores et al.,
1995).

La proteina EnvZ pertenece a la familia de proteinas histidina-cinasa, las cuales se
definen por regiones de secuencias conservadas, generalmente localizadas cerca de!
carboxilo-terminal (Stock et al., 1989). En EnvZ, el carboxifo-terminal es un modulo
transmisor, el cual puede actuar como fosfatasa-cinasa sobre el mddulo receptor de la
proteina OmpR (Igo y Silhavy, 1988). Llama la atencién que 18 de las 21 diferencias entre
las proteinas EnvZ de E. coliy S. typhi estén localizadas en la regién carboxilo-terminal,
entre los residuos 260 y 450 (Martinez-Flores et al., 1995) (Fig. 11).

En E. coli se han analizado mutantes de EnvZ, lo cual ha permitido ia localizacion de
dominios funcionales que son imporantes en el mecanismo de osmorregulacion.
Mutaciones puntuales en la regién |, que se localiza entre los aa A239 a R253, pueden
inactivar las actividades de fosfatasa o cinasa {Russo y Silhavy, 1891; Skarphotl et al., 1997;
Waukau y Forst 1892). A este respecto, dos de las diferencias observadas entre las EnvZ
de E. coliy de S. lyphi estan cerca de esta regién, en las posiciones 260 y 262 (Fig. 11).

Se ha observado también que la mutacién de uno de los residuos mds conservados
de la region 11, N347, elimina la actividad auto-cinasa de EnvZ y la cinasa de OmpR, pero
no la actividad fosfatasa de OmpR (Dutta e Inouye, 19986). Otra mutacién adyacente, Y3515,
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Fig. 11 Representacién esquemdtica de la proteina EnvZ. Las regiones conservadas en proteinas histidina-cinasa (1, 1l y IIl)
(Stock et al.,, 1989) se indican por cajas negras. La region | contiene un residuo conservado de histidina (H243); la region
II contiene una asparagina {N347) conservada; y 1a region It tiene un segmento conservado rico en glicinas. Esta Gitima
regidn es representada por cince residuos que son especialmente conservados (DXGXG...GXG). Las secuencias
hidrofdbicas transmembranales (TM) son indicadas por cajas rayadas. L.a region LR (“linker region®, corchete) ha sido
sugerida para modular la actividad de EnvZ {Park e Inouye, 1997}. Mutantes en el gen envZ, que producen la substitucion
de un aa en la proteina EnvZ y que han sido implicados en el mecanismo de osmorregulacion son mostrados por circulos
negros. Las mutaciones espontaneas que se han encontrado, se agrupan principaimente en la regién I, aungue se han
encontrado algunas en Ia region LR y solo una en la region il (Forst y Roberts, 1994; Hsing y Silhavy, 1987; y referencias
dentro). Abajo de la representacion esquematica de los dominios de EnvZ, se muestran las diferencias de aa entre EnvZ
de E. coliy 8. lyphi; el nimero representa la posicién del aa.
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elimina ambas actividades de cinasa y fosfatasa de OmpR. Sin embargo, una mutacién en
el residuo conservado, N343K, no altera las actividades de cinasa y fosfatasa de EnvZ
{Hsing y Silhavy 1997; Kanamaru et al., 1989). En esta regidn se localiza uno de los aa que
difiere entre EnvZ de S. typhiy de E. coli, en la posicion 354 (Fig. 11).

En este contexto, para determinar las caracteristicas moleculares que confieren el
particular comportamiento de EnvZ en S. typhi, se requiere del analisis de sus dominios
funcionales; especificamente del andlisis por mutagénesis sitio-dirigida en los residuos que
son diferentes entre las secuencias de EnvZ de S. fyphiy de E. coli,

Por otro lado, se ha postulado que la concentracion de OmpR-P modula la
expresion, en respuesta a fa osmolaridad, de los genes que codifican para las porinas en
E. coli (Mizuno y Mizushima, 1990; Prati et al., 1996). Sin embargo, es incierto si diferentes
niveles de OmpR-P juegan un papel en la expresion de ompC en 8. typhi (fa cual es
independiente de la osmolaridad). No obstante, ya que la expresién de OmpF de. S. fyphi
es osmorregulada como en E, cofi, es probable que los niveles de OmpR-P cambien de
acuerdo a la osmolaridad. AGn mas, la observacion de que el operén ompB de S. typhi es
capaz de osmorregular corractamente la sintesis de porinas en un fondo genético de E
colfi, tambien sugiere que EnvZ de S. typhi puede modular la fosforilacién de OmpR en
respuesta a la osmolaridad (Fig. 10}.

La diferencia en la expresion de genes entre S. fyphiy E. coli podria tener un papel
en Ja fisiologia bacteriana, posiblemente por ejercer un efecto en ios mecanismos por los
cuales las bacterias sobreviven en vida libre ¢ durante la patogénesis. Sin embargo, a la
fecha no se sabe si los diferentes niveles de expresion de OmpC pueden afectar la
virulencia o algunas funciones fisiolégicas especificas de esta bacteria. A este respecto,
previamente se determind que el requlador SpvR presenta otro ejemplo de polimorfismo
funcional en Safmonelffa. Se ha postulado que los genes spv son necesarios para la
multiplicacion de la bacteria dentro de macrdfagos; las secuencias de estos genes ha sido
reportada para varias serovariedades. Este grupo de genses consta de cinco genes, spvA,
A, B, Cy D, que contienen dos promotores, uno de spvR y uno para spvABCD. SpvR que
perienece a la familia LysR de proteinas reguladoras, regula positivamente al operdn
spvABCD, e induce la transcripcién de su propio promotor en trans, Recientemente se ha
encontrado que las dos diferencias en la secuencia de aa que se presentan entre SpvR de
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8. dubliny S. typhimurium, determinan e! diferente patrén de expresion de SpvA entre
ambas bacterias (10 veces mayor expresion de SpvA en S. dublin que en S. typhimurium
(Taira et al., 1995). Ei operdn spvA-D y el gen spvA de S. typhimuriurn estan involucrados
en la capacidad de la bacteria para causar infeccién sistémica en ratdn; asi mismo, se
observd que un mayor nivel de expresién de la proteina SpvA incrementa la virulencia de
8. typhimurium en ratén (Taira et al., 1995; Chen et ai., 1996).

Es importante mencionar que ¢l operén ompB ha sido involucrado en fa virulencia
de S. typhimurium, lo cual remarca el papel pleiotrépico de este sistema regulador en la
fisiologia de Salmonella (Dorman et al., 1989; Lindgre et al.,, 1996; Pickard et al., 1994).
Resultados preliminares de nuestro estudio sobre el papel del operdn ompB en la
virulencia de S. typhi, mediante ensayos con cultivos de células epiteliaies, sugieren que
dicho locus podria estar involucrado en el proceso de invasién de la bacteria a células
apiteliales, junto con los genes ompC y ompF. Sin embargo, para determinar el papel
especifico de cada uno de estos genes, se necesita hacer un estudio mds completo, en el
cual se analicen, ademas de la invasién, la adherencia, proliferacién y sobrevivencia en
células epiteliales. Este estudio sera realizado en nuestro laboratorio e incluird también
mutantes de S. typhi a las cuales se les elimind del cromosoma los genes que codifican
para las porinas OmpS1 u OmpS2, cuya expresién en condiciones de laboratorio es menor
que la de las porinas mayoritarias.

En resumen, los hallazgos en este trabajo son fundamentos importantes para
comenzar nuevos estudios en S. fyphi, con el fin de aclarar algunas de las interrogante que
se han originado como, por ejemplo, si las diferencias alélicas en los genes, y sutiles
diferencias en los mecanismos reguladores, tienen un papel en la fisiologia de Salmonella,
determinando su sobrevivencia en el medio ambiente o durante los procescs de

~ patogénesis.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo demosiramos que la expresién de las porinas OmpC y OmpF de S.
fyphi es dependiente del sistema regulador de dos componentes OmpR/EnvZ, como
sucede en E. cofi; sin embargo, algunas diferencias adicionales a la ya reportada falta de
osmorregulacion de la expresién de OmpC de S. typhi fueron observadas. A! analizar la
expresién de las porinas en baja y alta osmolaridad, se observé que en S. typhi dicha
expresion no varia a lo largo de la curva de crecimiento; mientras que, en E. coli la
osmorregulacion de las porinas si depende de la fase de crecimiento. A este respecto,
RpoS pudiera estar involucrado en la osmorregulacion de las porinas dependienie de la
fase de crecimiento en E. coli; lo cual sera determinado en estudios posteriores, mediante
el analisis de la expresién de PME en una cepa mutante en RpoS. Otra observacién fue
que al remover el gen ompC u ompF del cromosoma de 8. fyphi, la expresion del gen
codificante para la ofra porina mayoritaria no se modificé, a diferencia de lo reportado para
E. coli; donde la ausencia de una de las porinas produce la expresion constitutiva de fa
otra. Serd interesante determinar si los diferentes niveles de expresion de las porinas entre
S. typhi y E. coli son importantes en alguna condicidn fisioldgica especifica de estas
bacterias.

La carencia de osmosregulacion en la expresion de ompC de S. typhi esta
determinada tanto por el operén ompB de S. typhi, como por otro (s) factor (es) no conocide
(s}, presente en el fondo genético de S. lyphi; v es independiente de las diferencias en ia
ragién reguladora del gene ompC. Actualmente, en nuestro laboratorio se estén realizando
experimentos para determinar las caracteristicas molecutares que confieren el particular
comportamiento de EnvZ en S. typhi; mediante un andlisis de sus deminios funcionales;
especificamente por mutagénesis sitio dirigida en los residuos que difieren entre las
secuencias de EnwZ de S. typhi y de E. coli. Asi mismo, se llevara a cabo la blsqueda del
factor especitico de S. typhi involucrado en la expresidn independienie de ta osmolaridad
de OmpC; mediante una mutagénesis con transposones, seleccionando aquellas
mutaciones, que no sean en ompB, que permitan la represién en baja osmolaridad de
ompC o que, en general, afecten la expresion de ompC.

Por otro lado, se realizaran estudios para establecer el papel especifico de ompB,
ompFy ompC, en los proceso de interaccion de la 8. typhi con células epiteliales y

44



fagociticas en cultivo. Este estudio incluird ademés mutantes a las cuales se les eliminé del
cromosoma los genes que codifican para las porinas minoritarias OmpS1 u OmpS2.
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The ompB Operon Partially Determines Differential Expression
of OmpC in Salmonella typhi and Escherichia coli
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Expression ofthe Escherichia cefi OmpC and OmpF outer membrane proteins is regulated by the osmolarity
of the culture media. In contrast, expression of OmpC in Safmonella fyphi is not influenced by osmolarity, while
OmgpF is regulated as in E. coli. To better understand the lack of osmoregulation of OmpC expression in 8.
fyphi, we compared the expression of the ompC gene in 5, typhi and E. cofi, using empC-lacZ fusions and outer
membrane protein (OMP) electrophoretic profiles, 5. iyphi ompC expression levels in S. typhi were similar at
low and high osmolarity along the growth curve, whereas osmoregulation of E. eoli ompC in E. coli wos observed
during the exponential phase, Both genes were highly expressed at high and low asmelarity when present in §.
typhi, while expression of both was regulated by osmaolarity in E. ¢ofi. Complementation experiments with either
the 5, typhi or E, coli ompB operon in an 8. typhi AompB strain carrying the ompC-lacZ fusions showed that both
S. typhi and E. coli ompC were not regulated by osmotarity when they were under the conteod of 5. typki ompB.
Interestingly, in the same strain, both genes were osmoregulated under F. coli ompB. Surprisingly, in E, coli
AcmpB, they were both osmoregulated undee 5. typhi or E. coli ompB. Thus, the lack of osmoregulation of
OmpC expression in S. typhi is determined in pant by the ompB operon, as well as by other unknown

trans-acting elements present in S. fphi.

Salmonetlae are gram-negative enterobacteria that can be
pathogenic for both humans and animals. They cause disease
ranging from gastroenteritis to typhoid fever, depending on
their serotype and on the infected hest. In particular, Salmo-
nella yphi 1s a human-specific pathogen that causes typhoid
fever, a systemic febrile illness acquired by ingesting food or
water that has been contaminated by human feces (1).

Escherichia coli, as well as other gram-negative bacteria,
exhibits a wide variety of adaptive responses to changes in the
enviranment; these include an increase or decrease in the
expression of the major outer membrane porin proteins OmpC
and OmpF in response 1o different demands and stresses (i.c..
osmolarity, temperature, pH, oxygen tension, and nutrient
starvation) {29). In particular, the influence of osmofarity on
the regulation of OmpC and OmpF expression has been ex-
tensively studied. OmpF is preferentially expressed in media of
low osmolarity, whereas OmpC expression is increased in me-
dia of fugh osmolarity. The E. cofi ompB locus, which contains
wo distinct genes, ompR and envZ, regulates OmpF and
OmpC expression at the transcriptional level. EnvZ and
OmpR belong to the two-component regulatory systems that
respond 1o environmental stimuli, OmpR, a cytoplasmic pro-
tein, is the activator that binds to both the ompF and ompC
promoters; EnvZ, an inner membrane protein, is thought to
sense an environmental signal in order to modulate OmpR
function by phosphorylation and dephosphorylation (for re-
views, see references 6, 7, 24, and 29).

The 8. ophi ompC gene was isolated and characterized in
our laboratory (30, 31). In S. s;phi, in contrast to E. coll, OmpC
has been observed 1o be expressed at the same level at both low
and high osmolarity, whereas the syathesis of OmpF in both

* Corresponding auwthor, Mailing address: Instituto de Biotecnolo-
gia, UNAM, Apdo. Postal 510-3, Cuemnavaca, Morelos 62250, Mexico.
Phone (52) (73} 29-1645. Fax: (52) (73) 13-8673. E-mail: ccalva@ibt
upam mx

bacteria is regulated in similar manners (32). These findings
suggest different mechanisms of osmoregulation of gene ex-
pression between £ cofi and 8. nphi.

We have characterized the § nphi ompR and envZ genes.
Amino acid sequence alignment between the S, yplil OmpR
and EnvZ proteins and the corresponding E. coli proteins
revealed that 5. o;phi and E. coli OmpR are identical; in con-
trast, 8. nphi EnvZ shows 95% identity with the E. colf EnvZ
protein. Interestingly, most of the differences between the
EnvZ proteins lie toward the carboxy terminus, mostly be-
tween residues 260 and 450, in a region generally regarded as
conserved within the histidine kinase protein family (19),

To determine whether the lack of ompC osmoregulation in
S. typhi is mediated by parucular features of ¢is- or frans-acting
elements, in this work we analyzed the expression of S. typhi
and E. coli ompC-lacZ fusions in both E. colf and S. yphi. The
studies were performed with wild-type strains as well as with
AompB strains complemented with either the E. colf or the §
typhi ompB operon. In the same manner, we analyzed the outer
membrane protein (OMP) electrophoretic pattern of the com-
plemented S. 1yplti and E. coli dompB. Our observations sup-
port the notion of a functionally polymorphic ompB operon
with regard to regulation of OmpC expression in response to
changes in osmolarity,

v

MATERIALS AND METHODS

Bacterinl sirzins, plasmids and growth condlilons. The bacterial stralos and
plasmids wsed in this siudy are listed in Table §. Bacteria weee grown overnight
a1 37°C wn Luriz-Benani (LB) broth plus either ampierdlin (250 pg/ml). strepto-
myein (£00 pgfml), tetezcycling (20 pg'ml). kanamyein (20 pg/ml), chloramphen-
icol (40 ug/mi), or nfampin {150 pg/mi). as eequired £ colf SYI2Taprr was used
as the ransformation recipient of pKING101 derivatives To study OMP expres-
sion, medium A (containing, per liter. 7 g of nuteient broth, | g of yeast extract,
2 gof glycerol, 3.7 g of K,HPO,. and 13 g of KHLPO,} was used (15). To test
the influence of csmolarity on OMP expression, medium A was prépared with or
without 0.3 M NaQl (high or low osmolariy, respectively) ANl cultures were
grown wath vigorous shaking (250 rpm) ae 37°C,
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TABLE . Bactenal strains and plasmids used

Saracw Of plsumads Dexwrtpron Rafurence
MC3100 F~ emD39 MagF-lac)U 69 rpst. 150 rel\] 55301 deoCH pisF25 2
SGA801900 MC4100 AenvZ-malPY900 malPuneo 8

MH760 MCA100 ompRI72 malQ ™ recA 9
MHI46! MCA 00 envZIf mal@™ tpo 9
SYpir F~ aralr Aflac proy angE(Am) reeASS natd; contains the prophage apir, Raff 22

S nphi strains \‘ J}"A

IM35-1 9, 12, d. Vi serotype; reference cliaical strain 30

STY8! [MS5-1, Aomp8 Km® q This study
STYCIN TMSS5-1: AompC Km* A\ 427 This study
STYF302 1M55-1; AompF Km* ; D;}( ) This study

Piasmds

pIN25 and pIM26 Vedlor pUCHY, canrying the 5. npki omp B opcron injonentationg Amp” 19
pIM250 Vector pACYCLBY, cartying & ophi ompB, Cm" A This study
pIM262 Vector pBRI2L carmying 5. npki ompB; Amp’ This study
pAT: Vector pBRI22, carrying the £. coli ompB operon: Amp” 25

piM0 Vector pACYCIlH canying the E. colt ompB operon; Cm' This study
pvF27 Vector pBRIZY, carrying the S, gpiu empC gene, Amp ; B kii}
pMY1IL Veaor pBRIZY, carryng he E. coli smpCf Amp' }L Qene 7
pRCV] Vector pACYCI184, carrying the 5. hyphi élmpF gent; Cm® This study
pBSLAG Amp’ Km'; used to provide the Km' casseue 20
pMCIEN Vector pBR322, carrying a promotorless E. coli lecZ gene; Te® 35
pSPZI0 5 npht ompC-lacZ weanslationa) fusion in pMCIZTL This study
P E. colt ompC-lacZ translational fusion in pMC1871 This study
pKNGIDI oriR6K Stp' mobRK2 sacB 14

pKB& Vector pKNG101. carrying a Km' gene flanked by up- and downsiream sequences of the omp8 operon  This study
pKCIT Vector pKNGI101. camying a Km" gene flanked by up. and downstream sequences of the ompC gene This study
pKF} Veotor pKNGIOI, carmying a Km* gene flanked by up- and downstream sequences of the ompF gene This study

Contiractlon of 5. frphl ompB. ompC, and ompF putamy, The muligeness
sirategy wied to replace the omp bodi for a kanammytin resntance (Km') geoe was
based On Ihe soerose counterselection technique, using suicide clones dermed
from vecwor pKNGLOL {14) To tonuns suicide clone pKBS (Table 1). 4 frag-

mcnt camying both an & fph omip8 upsiteam [rgment (containing 37 nucleo-
udcsimluﬂhesuudunl gene: i.nd abouy 3500l of the 37 re;ul:mry region) and
fragment g 24 nt of the | gens and about 200 nt

o{ the 3’ dowmsream regon). 2 well as ihe pUCIY wuctor sequence. was
ampbfied by the inverse PCR mcthod {26), using as template plM25 DNA (19)
and symbelic oligonucieolides Ra 20d Zb, which were dengm:d to gencrale
BamH1 n:nncmnmcs where the Km’geml’mmpBSL%(_ﬂ) was doned, A
Sacl P 0N cgsseite (Ihe Km"
gcneamudby:he and 10 & ppki omp B) was
et punfied; the crds wete blunted a0d Tigared into the Smol site of pKNGI0L

Construction of pKC17 {Table I)wmhﬂynd&ribodfnrpm[mue
PCR was carried oul with pVFZ? DNA {30) as the templal

Coastruction of 5. rphi tad E. coli empC-lacZ fuskons, A fragment contaning
1,350 bp of the 5° upstiream eegulatory region and the fist codan of ¥ sk ompC
wat pblaed by PCR from plasmid pVF27 (3U), using symbetic oligenucleotides
SCSm1T and SCScl, which gene rased Smal and Scal siles, respestively This DNA
fragment was cloned into the uniqee SMal tite of the pMCLE71 teanslauional
fusion vector, which contains a promoterlsss focZ gene (Pharmacia Biotech [nc .
Upgsala, Sweden) (35), generating plasmid pSCZI10 (S, pyphi ompC-fag ) (Table
1} Similarly. 3 fragment contaiaing 1.150 bp of the E. colt 5' ompC upstream
cegulatory regaon and the first codon was gbtained by PCR from plasmid
pMYITL (23). using synthetic ohigonucleotides ECSm2 and ECSc?, which gen-
crated Smal and Seal sites, respeciively, This DINA fragment was claned nto Lhe
Smal site of pMC1BI, geacrating plasmid pECZ20 {E. cob omp-facZ),

Preparation of OMPi. OMPS weee prepared essentially as descnbed previs
culy {18). Bricfly, $0 mt ol medium A.wllh or without 0.3 M NaCl (hlgh or low
osalanty. resp dwith 200l ofab ial

ohpoudeo(daCl and C2, which were abo Sesigned 1o general: aBamH! site
dhone the Km' gene. The upstream fragment conained 40 nl of the stnscural
;me end aboat 1,300 At of upstream region, wheres the downstream fragment
contained &2 ni of the sirvatoral gene and about 500 at of downsieeam region.
An EcoR¥ [ g this i Ate was ligated o the
Smal site of plnrmd pKNGIDl
Construction of pKF} was also as described for pKB3. Plasmid pRCV3
{Tabie 1) and gmibetic ohsmwdeoudﬂ §32 and 533, which generdle BamHI
sites, were used to ampluy. by imverse PCR, a fragment carrylng regions lhal.

from an ight 18 wllure prepared 1 phosphate.buffered saline ('p'H 14),
and adjusicd to an optcal density at 600 nm of 1.5 Cyftures were incubated at
37Cin a shaling watcr bath a1 200 rpm, and samples were taken each hour, over
& 12-h period for assays of the kinetics of OMP expression For esmoregulation
siudwes, samples were 1aken at the Gfth hour, where the best osmoregulation
profiles were oblained.
SDS-PAGE. Two dificreat gel systems were uied 1o obtain the best scparation
oflhe mapf O\IPs. S. u.pill OMPprepauuom were analyzed by sodlumdodccyl
gl (SDS-PAGE), at 30 mA for 6 b, in
sls eonummg 1% acqﬁam;de { 12% bisacrylamide. and 0.1% SDS E. co¥
MP p

fianked the ampF genc (Lhe upﬂmmpoﬂlonanym;i‘) n of the
gene and ¥7 arof 57 up segment carmylng
173 mo[ﬂtmcmn]geneuﬂl?lmofmeS downsiream region). The Xm*
oot wis subscquently eoned i lnm lhe BamHi site; from 1he resuitant plasnid,
1 SaliX®al frag: casselte was cloned inlo

KNGLDL
¥ Consinictlon of plaskis currylag the 5. iyphi or E colf ompB operon, Plas-
muds p1M2S and pIM26 are derivatrves of the high-copy-number vector pUIC1S,
unyxngtbes.a;phnmpaopmn in both ofientalions (19). The ompB operon
from piM25 was in a Sacl site previoush mlro—

tyzed by urca-SD5-PAGE, at 20 mA for & h, in gels

prepa:ed wilh ll% :n'ylamide 3% bisacrylamide. 8 M urea, and 0.1% 5DS

For both systems, the discontinuous buffer sysiem of Laemmil (£6) was used The

gels were stained with Coomassie bnlliant blue Under these conditions, 5. 4phr

OmpCmngmad ahcad of GmpF, :l’entummat has been previously anributed to

the ate fon or to an excess of salt added 1o the gel

(IB) The posttions of OmpC and OmpF on the OMP profifes were ascartained

15 the profiles of OMP pieparations feom the S 5phf mutant siraias

S‘l"(cul (Awn,u(.%':nd STYF302 {dompF)or the E. coll mulent strains MH7560
{ompRI7Z OmpC™ OmpF') and ME1$61 (envZI] OmpC* OmpF ™),

in both or

duced berween the EeoRI and Nrul siees of pBRIZZ (a med
plasmid), thes ,m:ru.mg IM262 and pIM263. The EcoRV/BamHI fragment of
piM25. operon, was subdoned o pACYCIB (2 low-
copy-Bumber pianmd) between 1he EcoRV-BamHl and Neul-BamHI sites to
obtain both oricatatons. thus generating pIAE250 and plM261, respeciively. To
subclone the £ colf ampB operon. the BamHUSeNl fragment of pAT224 (25} was.
doned it pACYCLES, generaing pIMiG

Ppalactoidise asss; 1 actrvity was
the method described by Miller (21), adapted as a micromrer plale assay. Briefly,
cell samples were washed twice and resuspended in 1X Z buffer (006 M
Na; HPO,, 004 M NaH PO, 0.01 M KO, 0001 M MgS0, [pH 7]). Then 20 pl
of cell suspension was lysed by addition of 100 il of lysis mixture {022 mg of

per mk 0.22% Tnton X-100. 16X Z buffer. 0.016 M p-mercaptosiha.
pol) for 10 mia with shaking at 37C. Upon addition of 100 pl of substrate
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Jr wlrsare (Bio-Tek Instiuments, Inc.) set i he kinetics mode.
A proerin i Protein concentrationt an eell extricts
werg determined by the method of Lowry ¢t al (182), also adupted as 2 mxro-
wer plate asay 3 Eollows, Twenity Microhter of cell wapenuon was treated wiih
100 ol of reaction mixure conaining 95 pl of 3 carbonate (34°% Na.COy)-
Eydrorde {0.17 N NaOH) soluwiion 2ad 2 ul of a copper {0.85% CuSO, -
$H Optanrate {1772 sochumn pofassum 1arcrase) sofunon far 10 mip at om
weenpetatuce, with 1he subsequent addition of 100 pl of 169% (volvol) Folin-
Ciocaliey tolulion for 15 min at TO0M femperature. Absarbance at 620 am wat
obuured wit 2 Ceres 900 C i and mé ok
and KC Jt software set in the endpoint fmode.
Inam DA techimiques. Ati D¥A manipal were performed ac-
i (). Oligonucikotides used for antphif by
PCR were provided by the i Facility 21 our instiulz
PCRs were performed by using AmpliTaq (Perkin.Elmer) according o the
f; S ions. R di [ wese uscd as
mrructed by the mangfacrurer {Bothnnger Mannheim, New England Biolabs.
ot Gico BRL)

RESULTS

Levets of ompC expresslon in 5. typhi are similar at tow and
high osmolarity along the growth curve, Previous analysis of
OMP electrophoretic patterns showed that while OmpF is
osmoregulated in S. pphi as it is in E. colf, 5. gyphi OmpC is
highly expressed at both low and high osmolarity (32). How-
ever, it had not begn 1ested whether 5. gyphi ompC expression
vaned according 1o the growth phase and how it compared
with Lhe kinetics of ompC expression in E. coli. Thus, we
compared the expression levels of impCilacZ andfompC-lacZ
in S nphi and E coli wild-type slfains, respectively. B-Galac-
1osidase activily was measuréd from samples obtained through-
out the growth curve (exponential to stationary phase) of £.
colr MCA100pECZ 20 (plasmid carrying the E. coli ompC-lacZ
fusion) and S. rypii IMSS-1/pSCZIT {plasmid carrying the 5.
aphi ompC-lacZ Tusion) cultures grown in low and high esmo-
tarity (Fig. 1A). 5. yphi ompC expression levels were similar at
low and high osmolarity throughout the growth curve, whereas
E. colt ompC expression was reduced at fow osmolarity during
the exponential phase, mainly at 4 to 6 h of growth

This behavior was also observed when we compared the
OMP electrophoretic patterns of 5. ophii IMSS8-1 and E. coli
MC4100 grown in low and high osmolarity (Fig LB and C). In
5. typhi, OmpC expression was not affected by osmolarity along
the different stages of growth (Fig. 1B), as described previcusly
{32). As observed above, £ colt OmpC osmoregulation was
most evident during the fogarithmic phase (Fig. 1C).

Osmoregulation of S. typhi and E. coli ompC Is determined
by strain background. The 5 upsiream regulatory regions of
the S. pphi and £ coli ompC genes are shightly different (31),
To investigate if these differences in cus-acting elements allow
S. nphi 10 express ompC regardless of medium osmolanty,
plasmids pSCZ10 (S. typhi empC-lacZ) and pECZ20 (E. coli
ompC-lacZ) (Table 1) were transformed into either S. pphi
IMSS-1 or E. coli MCA100 and grown at either low or high
osmolarity. B-Gralactosidase activities of transformed cells
were measured from samples colfected aleng the growth curve.
As shown in Fig. 2, the expression of 5. gphi ompC was regu-
lated by osmolarity in E. colt, whereas the expression of £ colf
ompC was independent of medivm osmolarity in 5. tphi.
These results indicated that the differences in the regulatory
region did not alter the response to esmolarity in E. coli, nor
did they mediate the larity-independent expression in 8.
nphi. Instead, the expression of emp( in response to osmolar-
ity was determined by the strain background.

Characterization of S. fypki empB, ompC, and empF mu-
tants. To cormoborate the rote of the ompB operon in OMP
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FIG. 1 Kmetics of £ colr or S. fyphs ompC and ompF exprestion throughoul
the growth curve (A) S, byphf 13581 carrying plasmid pSCZE0 {5 npht ompC-
IacZ fusion: cirdes) and E. coli MCI100 carrymg plasmid pECZZ0 (£ colt
ompClaeZ fuvion, squares) weee grown m medium A with (open symbols) or
without {closed symbols) 03 M NaQl (high or low osmolaenty. respectively}
B-Gal i actiniy was d from samples laken hourly from duplicate
ultures. The data represent the average of theee diffecent experiments. (B) §
ophd IMSS-1 and £. colt MCA100 were grown at 37°Cin medium A with {+) or
without (-3 0.3 M NaQ1 (high or low osmolarity, respectively); OMPs were
punficd {rom sampl&s 1aken hourly and subjecied to SDS-PAGE for S, gyphz or
10 ure3SDS-PAGE for £ cokf. Strains careying delstions In either ompC or
oenpF wepe used Lo ascertain the positions of both ponies {see Materals and
Methods and Fig. 3). Data tor OMPs al/y and 10 b are shown.
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synthesis in 5. #yphi, a specific mutation was constructed in this
locus by replacing this operon with a Km® cassette, using plas-
mid pXB8 (Table 1; see Malerials and Methods). Mutations in
either the ompC or ompF gene were also constructed by using
plasmids pKC17 and pKF30 (Table 1; see Materials and Meth-
ods). The resultant S, gphi mutant strains were named $TYSL
(dompB), STYC171 (AompC), and STYF302 (AompF) (Table
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FIG X Expression of & ophi and E. colt ompCulacZ fusions in a heterolo-
gout backgroond S Hphu IMSS-1 (A) a0d £ colr MCS10U {B) strains carcying
either the S pphd or the £, colt ompC-lacZ [usion were grown in medium A with
(hagh oumolanity) o without (Yow osmolarily} 0.3 M NaQl p-Galactosidase
acimvity was megwred from samples taken hourly from duplicate cultures. The
dals thow 1he activity aitained after 3 h of growth, a poine where osmorcgulation
was most apparent for both the E. col OmpC and OmpF porins, and for S. gphi
OmpF. as shown in Fig. 1. and represent the average of three different expers-
meats

1). The disruption of each gene was confirmed by Southern
blot hybridization with the appropriate omp probe and the Km®
gene (data not shown).

Deletion of the ompB operon abrogated the expression of
OmpC and OmpF (Fig. 3A, last lane). Deletion of ompC aad”
ompF geperated phenotypes OmpC™ OmpF* and OmpC*
OmpF~, respectively, where each porin was still expressed as
in the wild type {Fig. 3A and C). The electrophoretic patterns
of these strains were used for confirming the identity of cach
porin.

The lack of 5. typhi omp(C osmoregulation was determined
both by the 5. typhi ompB operon and by another unknown
factor(s) present in §. typhi. To explore the possibility that the
sequence differences found between the S. nphi and E. coff
ontpB operons determined the differences in behavior of
OmpC expression in 5. nphi (19), the S. phi STY81 and E.
coli $G480A900 ompB deletion mutant strains, which fail to
produce both OmpC and OmpF, were complemented with
cither the S, typhi or E. coli ompB operon. Figures 3A and B
show the OMP electrophoretic profiles of these strains com-
plemented with one of plasmids pIM262 and pAT224 (pBR322
derivatives carrying the 5. aphi and E. colf ompB operons,
respectively [Table 1).

The OMP profile of 5. iyphi STY81 complemented with 5.
oyphi ornpB {pIM262) showed that the proportion of OmpC

and OmpF was similar to that of the wild type in both low and
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FIG 3. OMP electeophoretic patterrs rom S fphr and £ coh domp8
srains complemented with cither the § bphi oc & colt ompB operon, Cells were
grown in medium A with { +)or without (-) U3 M NaCl thigh or law osmalarny.
respectively) or in LB. OMPs were punfied from culture samples abtained atter
5 hof growth 1t 37°C and then subjected to SDS-PAGE (§ gphe) or urea.SDS-
PAGE (E. colr) as described 1n Malenials and Methods. Posinons of the S, iypht
and E, coly OMPs are shown on b teft and correspond L0 the following strains,
{A) S. pphi STYF3Z (dompF), IMSS-[ {wild type), STYS! {3ompBy pi2a
{pBR322 currying S. nph ompB). STYS1 (dompBYpAT2 (pBRIZI currying £,
cok ompB). STYCH?L {dompC), and STYE1 (lomp8); (B) £, coft SGhBANN
{lompBy, MHTIS0 (ompR472 OmpC”™ OmpfFT). MCIIOU (wild 1ype).
SGHB0ANN) (lompBYpIMI2. SGISUANY {lompBWpAT2H and MMH 6
temvZ{t OmpC* OmpF -} {C) OMP profife of control strains used 10 ascertain
the electropharetic mobifities of OmpC und OmpF: 5. fpfe 1M55-1 {wdd type
[wi), STYCIT1 (AompC) aad STYFIW? |dompf)

high osmolarity (Fig. 3A). Interestingly, when STY8! was
transformed with E. coli ompB (pAT224), §. yphi OmpC ex-
pression was osmoregulated; that is, its expression with respect
to OmpF was reduced in low osmolarity and increased at high
osmolarity, as has been described for E. coli (Fig. 3A).

The reciprocal experiments with E. coli SG480A900
(AompB) were carried out, When complemented with pAT224
(E. coli ompB), this strain showed a wild-type OMP profile in
both low and high osmolarity (Fig. 3B). Surpnsingly. when
complemented with pIM262 (3. yphi ompB), the OMP pattern
showed that OmpC expression was still repressed in low os-
molarity and induced tn high osmotarity (Fig. 3B). Thus. E. coli
ompC was osmoregulated even when under the controt of the
S, typhi ompB operon, as long as it was in E. coli. A quantitative
densitometric analysis of the gel bands present in Fig. 3A and
B further supported the observations described abave (data
rot shown). Furthermore, the same effects were seen with
other construcis, regardless of plasmid copy number {data not
shown).

These observations were further confirmed and quantified
by measuring the activity of $. nphi ompC-lacZ and E. coli
ompC-lacZ fusions (plasmids pSCZ10 and pECZ20, respec-
tively) carried by S. tiphi and E. coli AompB strains, comple-
mented either with pIM261 (pACYC184 carrying the S. typhi
ompB [Table i]) or with pIM40 (pACYCI184 carrying E. col
ampB [Table 1]). Complemented strains were grown in me-
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{pIM 50} operon wis measured afier growth in medium A with or without 0.3 M NaQl (high or low osmolarily, respectively). B-Gal.

dase activity was d from

samples taken hourly from duplicate culiures. The data show the activily after 5 h of gzowth and represent the avérage of two different experiments.

dium A with or without 0.3 M NaCl (high or low osmolarity,
respectively), and B-galactosidase activity was measured
throughout the growth curve.

Expression of S. typhi ompC-lacZ or E. coli ompC-facZ in 8.
niphi AompB showed that expression of 5. yphf or E cefiompC
was regulated by osmolarity when the sirain was comple-
mented with the E. coll ompB operon but was independent of
osmolarity when the strain was complemented with the S. sphi
ompB operon (Fig. 4A). Tn contrast, analysis of the expression
of S. yphi ompC-lacZ or E. coli ompC-lacZ in E. coli AompB
showed that expression of §. fyphi and E. coli ompC was reg-
ulated by osmolarity when fhe strain was complemented with
E. coli ompH or even with the S. gyphi ompB operon (Fig, 4B).

All of these results lead to the notion that the EnvZ and
OmpR regulators coded by the §. yphi ompB operon, in con-
junction with one or more components present in §. fyphi,
determine the high levels of ompC expression at high and low
osmolarity.

DISCUSSION

The amount of the OmpC and OmpF proleins in the onter
membrane of E. coli varies depending on the osmolarity of the
culture media; however, it is considered that the total amount
of these two prolelns remains constant, since their relative
levels fluctuate in a reciprotal manner. An increase in osmo-
larity results in a decrease in the amount of the OmpF protein,
with & concomitant increase in the amount of the OmpC pro-
tein (6, 7). Interestingly, in 5. pphi, OmpC is highly expressed
independent of medium osmolarity, whereas OmpF is osmo-
regulated as it is in E. colf (32). In this work, we have shown
that §. bphi OmpC is synthesized similarly at low and high
osmolarity throughout the growth curve (Fig. 1), while the

osmoregulation of OmpC expression in E. coli is observed
mainly during the fogarithmic phase.

We have also shown that the 5. ophi and E. coli ompC genes
are highly expressed at both low and high osmolarity in S. typhi
but are osmoregulated in E. cofi. We have observed in S, nyphi
aslighi dlecrease in the activity of ompC-lacZ fusions under low
osmolarity (Fig. 1A and 2), but this does not account for a
noticeable reduction of protein incorporated in the outer
membrane, as clearly happens in E, coli (Fig. 1B). In other
words, in S. fypfti, OmpC is always more abundant than OmpF,
regardless of the growth conditions. This has also been ob-
served Dy others, even though ompC expression in S, typhi was
found to be slightly influenced by medium osmolarity and
oxygen availability (3).

We have also demonstrated that expression of OmpC and
OmpF porins is abolished in our S. fyphi dompB strain (Fig,
3A), as has been also shown for an AompR derivative of §. typh
Ty2 (28). Therefore, 5. typhi OmpC and OmpF are vegulated
by the OmpR and EnvZ proteins, as the E. coli major porins (9,
10). On the other hand, deletion of either ompC or ompF had
no effect on expression of the gene coding for the other major
porin: osmoregulation of OmpF synthesis was independent of
CmpC expression; likewise, OmpC was still highly expressed in
a AompF background (Fig. 30).

Moreover, our analysis of the expression of §. yphi and E,
coli ompC-lacZ fusions (Fig. 4), in cross-complementation ex-
periments with either the 5. 5phi or E. coli ompB operons in
either the 8. myphi or E. coli AompB background showed that
both S. fyphi and E. coli ompC are not regulated by ostnolarity
when they are under the control of 5. typhi ompB in an 5. yphi
background. Interestingly, in this background, both genes are
osmoregulated under E, coli ompB. In contrast, in E. coli they
are both osmoregulated under E, colf omp8 and, surprisingly,
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arc also osmoregulated by 5. iyphi ompB (Fig. 4). Furthermore,
simifar results were observed with OMP electrophoretic pat-
terns from S. nphi and E. celi AompB strains complemented
with either the 8. typhi or E. coli ompB operon (Fig. 3A and B).
Thus, there appear ta be unknown factors in S, sphi that,
together with the EnvZ and OmpR regulatory proteins, deter-
mine the particutar behavior of OmpC expression. The alter-
native of having a factor present in E. coli, but absent in S.
oyphi, that atlows esmoregulation of ompC is not supported by
our observalions, since both 8. typhi ompC and E. coli ompC
were osmoregulated in S, piphi under E. coli ompB (Fig. 4).
However, we cannot discount more complex models, such as
one in which the unknown factor(s) is present both in 8. fyphi
and E. coli bur acts somewhat differently in the two species.
In particular, it is tempting to speculate that differences
between sequences in the EnvZ proteins of 5. syphf and E. coli
may accoun! for the different levels of ompC expression, by
mediating different molecular interactions. As mentioned
above, comparison of OmpR and EnvZ protein sequences
from E. coli and S. typhi has shown that the OmpR regulatory
proteins are identical in 8. nyphi and in E. coli, while the EnvZ
sensor protein differs in 21 of 450 amino acid residues between
the two bacteria (19). The EnvZ protein belongs to the family
of histidine kinas¢ proteins, which is defined by regions of
conserved sequences generally located near the C terminus
{Fig. 5} {37). The whole C terminus of the sensor protein is the
transmitter modulfe, acting as a kinase/phosphatase upon the
N-terminal receiver module of the OmpR regulator protein
{12). It is thus remarkable that 18 of 2} differences between the
E. coli and S. typhi EnvZ proteins lie toward the carboxy
terminus, between residues 260 and 450 (19) (Fig. 5). In this
context, analyses of chimeric proteins and site-directed mu-
tants will be required in order to characterize the molecular
features in EnvZ that confer its particular behavior in 8. nphi.
Moreover, it is thought that the concentration of OmpR-
phosphate modulates the reciprocal regulation of porin gene
expression in E, colf in response to osmolarity (24, 29, 33);
however, it is uncentain if different OmpR-phosphate levels
play a role in the osmolarity-independent expression of ompC
in 5. ophi. In particular, since S. pyphi OmpF expression is
osmoregulated as in E coli, one could envision that the
OmpR-phosphate levels indeed change according to osmofar-
ity. Furthermore, the observation that the S. nphi ompB
operon is able 1o correctly osmoregulate porin synthesis in an
E. coli background also suggests that §. yphi EavZ can mod-
ulate the phosphorylation of OmpR in response to osmolarity.
These observations have evidenced differences between §.
ophi and £, colt that could piay a role ire bacterial physiology,
possibly by having an effect on how the bacteria survive in the
environment or during pathogenesis. However, we do not

know whether the dissimilar levels of ompC expression can
affect bacterial virulence or any specific physiological function.
It is interesting that the ompB operon has been involved in
bacterial virulence, which reflects the pleiotropic role of this
regulatory system in the physiology of Salmonella (4, 17, 28).
Another functional polymorphism has been found in Salmo-
nella. The spvR genes of S. dublin and S. typhimurium deter-
mine the different regulation patterns of SpvA; moreover, the
two spvR genes have relatively few differences in their nucle-
aotide sequences (38). These findings raise the interesting ques-
tion of whether the allelic differences in genes, and subtle
differences in the regulatory mechanisms, play a rofe in the
host spectrum or the pathogenesis of salmonellosis. Our inter-
est in resolving this question has led us to probe structure-
function relationships in EavZ.
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