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RESUMEN 

Localizamos en el genoma de §e1mg~l12 ~YEb1 un fragmento de 

restricción que contiene el gene QffiEC, mediante hibridización heterologa 

con el' gene de g§fh~r!fb!2 ~21!· A partir de un banco de DNA de 

§21filQD~112 !YEh!. construido en el vector de clonación lambda 1059, 

aislamos el fago recombinante que porta esta secuencia. Fosteriormente, 

subclonamos en el plásmido vector pBR322 un fragmento de 3.0 kpb que 

contiene el gene estructural. Analizamos la expresión del gene en 

maxicélulas (a partir del fago r~~ombinante) y en minicélulas (a partir 

del plásmido construido). El gene 2mEC de §.!YEb1 codifica para una 

proteína de 38.5 kilodaltones (kd). 
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OBJETIVO 

Es de gran interés en nuestros días el estudio de la estructura de 

antígenos de superficie en diferentes organismos patógenos, tanto 

procariontes como eucariontes, así como del papel que juegan en los 

procesos de inmunidad contra la enfermedad que estos organismos 

producen. Asi, este laboratori•' inició la tarea de aislar y caracteri:::ar 

los genes para pr.,teinas de me1t1brana externa ( PME) de §. ~YE!:ü. y de 

determinar su importancia como inmunógcnos durante el proceso infeccioso 

de la fiebre tif~idea. Lo anterior no solo permitirá generar 

conocimientos sobre la biologia molecular de esta bacteria, sino abordar 

aspectos que ayude~ al desarrollo de posibles sistemas de diagnostico 

rápidos y especificos y, tal vez, en un futuro, a la utilización de 

estos antígenos como componentes de una vacuna que pueda prevenir esta 

enfermedad. La fiebre tifoidea, aun en nuestros dias, represent~ un 

grave 'problema de salud para los paises en desarrollo como México; en 

donde su incidencia se·estima en 0.37. anual (29). Ello produce grandes 

Pérdidas al año en hvra~--ho=.bre rle trabajo y en gas1:os de 

hospitalización y medicamentos. Por otra parte, ~· ~~2hi es, en si, un 

modelo interesante de estudio por su carácter invasivo y por su 

resistencia a la fagocitosis. 

El presente trabajo describe el aislamiento del gene para la 

Proteina de membrana externa Omp e de §. !:a!h! a partir de un banco de 

#enes de la cepa IMSS-1 (27). El banco fue construido en nuestro 

laboratorio, utilizando el vector de clonación lambda 1059. 
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INTRODUCCION 

La tinción de Oram divide a las bacterias en dos clases: gram

positivas y gram-negativas, las cuales difieren en su capacidad de 

retener un colorante básico debido a diferencias en la estructura de su 

pared celular. En un corte transve~sal, la envoltura celular de las 

bacterias gram-positivas está formada por una pared celular de 

peptidoglicana (20-SOnm) que rodea a la membrana citoplásmica (7.SnmJ. 

En la envoltura celular de las gram-negativas (fig. 1), la membrana 

citoplásmica está rodeada por dos capas concéntricas: una pared celular 

muy delgada de pep~ídoglicana (l-2nml y una membrana externa (ME) la 

cual, aunque es morfol6gicamente similar a la membrana citoplásmica, 

contiene menos fosfolipidos, poca variedad de proteínas y un 

lipopolisacárido (16). 

:uncionalmente la ME actúa como una barrera entr~ el medio externo 

y la célula y, como tal, controla simultáneamente la exclusión 'o 

in~roducción selectiva de compues~os tóxicos y nutrientes. Además 

~ontiene los receptores para bacteriófagos y colicinas; juega un papel 

importante en los procesos de conJug~ción, división celular, transporte 

de sustancias al interior de la célula, adhesión de la bacteria al 

hospedero; y, Junto con la peptidoglicana, mantiene la integridad 

estructural de la célula (52,24). 

CONSTITUCION DE LA MEMBRANA EXTERNA 

La ME presenta las caracteristicas fur.damentales de una membrana 

biológica: está formada por una bicapa de moléculas anfipáticas 

(lipidos} con moléculas proteicas intercaladas. 
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FIG .1.- Diagrama de la envoltura .celular de una bacteria gram-negativa. 
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La ME contiene pocas especies de proteínas. Sin embargo, estas 

proteínas parecen conferirle muchas de las funciones señaladas. Son las 

proteínas más abundantes de la célula. La ME está firmemente unida a la 

peptidoglicana por dos clases de proteínas. Una lipoproteina CPM 7.2 Kd} 

que tiene una parte proteica embebida en la ME y otra formando una unión 

.;ovalente con la peptidoglicana (Fig. 1}; y por las proteínas de la ME 

que se ecuentran fuertemente ancladas en ella. 

O~ro componente importante es el lipopolisacárido (LPSl que se 

encuentra exclusiv~~ente en J~ M~, ocupando un 45?. de su superficie y 

que constituye la endotoxina (24). El LPS está formado por tres partes: 

-:1 lipido A, el oligosácarido central y el antígeno "O". El lipido A 

que es la parte tóxica y el cual es virtualmente constante, consiste de 

un dímero de glucosamina sustituido con ácidos grasos, principalmente el 

acido beta-hidroximiristico. El oiigosacárido central está unido 

covalentemente al lipido A, contiene fundamentalmente az•)cares d'=! los 

cuales una heptosa y el ácido cetodeoxioctanato (KDOl son prácticamente 

.SZ:i:'ecif5.cos del L?S. El antígeno "O" está compuesto por un número 

variable de unidades repetidas que van de 3 a 6 residuo:;; de ~~úcares; 

esta· diversidad determina los diferentes serotipos del antigeno "O". 

Estos son de gran importancia diagnóstica. 

La parta interna de la bicapa de la HE contiene fosfolipidos, al· 

igual que otras membranas (52, 38). 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

Schnai·cman fue i:!l primero en reportar que la ME de ~~!:h~tlg,!1!ª- S.2H 

contenia una proteína principal. Poco después, varios investigadores 

demostraron que la preparación que Schnaitman habia considerado tenia 

una sola prote1na estaba constituida por cuatro proteinas. 
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Posteriormente Schmitges y Henning demostraron que una de ellas podia 

ser separada electrof oréticamente en dos proteinas. Actualmente, el 

numero de PME conocido es variable y está determinado por el medio de 

crecimiento, temperatura, mutaciones, asi como por la información 

genética de la bacteria (24). 

Las PME más estudiadas son ias de g.gg1! Y §1!1!.Q.!!~11ª !YEh1mY!1YE 

(17,53) y se han dividido en p;oteinas menores y principales. Se. han 

identificado de 10 a 20 especies diferentes de proteinas menores y 

aunque algunas se han implicado en el transporte de hierro,· vitamina 812 

y nucleósidos, en la mayoría de los casos no se conoce su funcion 

principal ni los genes respQnsables de su.producción. 

Las proteínas principales pueden ser o estar expresadas en mas de 

cien mil copia~ por célula y comprenden el 807. del contenido proteico de 

la membrana. Se han identificado alrededor de diez proteínas 

principales de membrana externa (PPMEJ aunque generalmente sólo se 

encuentran cinco de.ellas en una bacteria, ya que su expresión en 

algunos casos es mutuamente excluyente o req~iere de ciertas condiciones 

definidas (17, 24). Las PPME estén constituidas por: al Proteínas 

matrices o porinas; b) la. proteina OmpA; .el la lipoproteina; y dJ otras. 

proteinas. 

PROTEINAS MATRICES O PORINAS 

Las proteínas matrices Omp C,Omp F y Pho E forman homotrimeros que 

constituyen poros de difusión pasiva que permiten el paso de pequeñas 

moléculas hidrofilicas a través de la membrana (38,49). En g . .9211 estas 

proteínas están codificadas por tres genes independientes '! 

completamente separados en su cromosoma: QmEC (minuto 47), QmEF (minuto 

21) y EhQE (minuto 6), (49). Estos genes ya han sido aislados Y 
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secuenciados ( 46, 30, 56) . l.a comparación de estas secuencias de DNA 

revelan una gran homología, encontrandose conservados el 69% de los 

nucleótidos entre QfilEC y 2meF, 60% entre 2filEC y EhQE y 67% entre eh9,E y 

QfilEF (45, 64, 56), lo que sugiere un probable ancestro común. 

Estas proteínas comparten varias características: a) tienen una 

composición de aminoácidos y peso molecular similar, el cual fluctúa 

entre 35,000 y 45,000 daltones: b) son sintetizadas con un péptido señal 

de 15 a 30 aminoácidos; c) en su estructura secundaria tienen un alto 

contenido de hojas beta-plegadas antiparalelas (34); d) ~ruzan 

inmunológicamente (54); el la unidad funcional formadora de los poros es 

un trímero: f) funcionan como receptores específicos de bacteriófagos y 
... 

colicinas; y g) su interacción tar.to con la peptidoglicana como con· 

bacteriófagos indica que estas prot~nas atraviesan la membrana (37-

38). 

La bio~intesis de las proteínas Omp F y Omp e está regulada por la 

ósmolaridad del medio de cultivo: conforme se incrementa la osmolaridad 

del medio la producción de Omp F disminuye, mientras que la producción 

de Omp e incrc:ne~ta de ta! total de estas 

proteínas se mantiene constante (33,66). Esta osmorregulación está 

controlada por los productos del operón 2meB, localizado en el minuto 74 

en el cromosoma de ª. gg,+.;!.: ( 43) . Cuando las células son crecidas bajo 

condiciones limitantes de fosfato, se induce la síntesis de otra 

porina, Pho E (55). Esta proteína es parte del regulón pho (62) y su 

gene estructural está localizado en el minuto 6 del cromosoma de g:~gli 

(63). 
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PROTEINA Omp A 

La proteina Omp A, un polipéptido que presenta una migración 

modificable por el calor en geles de poliacrilamida-sos, está presente 

en una concentración de docieatas a trecientas mil copias por célula 

(24). Se encuentra extendida en la membrana (19); actúa como receptor 

para los fagos K3 o TuII (15, 67); participa en la incorporación de una 

colicina {9); 

para mantener 

interviene en 

es requerida, en combinación con la lipoproteina (7), 

la morfología celular y la integridad de la ME (59); 

la conjugación F dependiente {67); y Junto con la 

lipoproteina es la que se asocia mas fuertemente al LPS. 

La proteína Omp A está codificada por el gene Qffi2A, mapeado en el 

minuto 21 del cromosoma de g.fQl!. el cual se expresa constitutivamente 

(24). Tanto la proteína Omp A como el gene Qffi2A han sido aislados y 

caracterizados (l,26,48); así como el de otras bacterias gramnegativas 

(13,22). 

LIPOPROTEINA 

La lipoproteina {LPP) de la ME de g. fQ1~. es considerada como la 

proteína más abundante, encontrándose 750,000 copias por célula. 

Consiste de 58 aminoácidos y tiene un PH aproximado de 7 Kd (6). Se 

encuentra en forma unida y libre: la forma unida está ligada 

covalentemente a la peptidoglicana mientras que la forma libre, aunque 

puede estar conectada a ella, no está ligada covalentemente. {24, 7). 

Hasta ahora no hay evidencias sólidas que indiquen que la proteina 

atraviese la ME; no se ha reportado que sirva como receptor para algún 

bacteriófago o colicina conocida (24, 7), 

La producción de la LPP parece ser de manera constitutiva. Se ha 

demostrado que para esta proteína existe un sólo gene estructural 



<1E2>. mapeado en el minuto 36.5, el cual· parece ser expresado muy 

eficientemente tanto a nivel de transcripción como de traducción. Este 

gene ha sido clonado y secuenciado (50). 

OTRAS PROTEINAS 

En la ME están presentes alrededor de lÓ a 20 proteinas menores. 

Muchas de estas proteinas también se han identificado como receptores 

para fagos y colicinas. La mayoria de ellas, asi como otras de las· que 

no se conoce alguna función receptora, tienen papeles importantes en el 

crecimiento de la célula, como el permitir la entrada de nutrientes a 

través de la ME. 

De~tro de estas proteínas se encu~tran Lam B, receptora del 

bacteriófago lambda, la cual es requerida en el transporte de maltosa y 

facilita la difusión de otros azúcá~es como glucosa o 

proteina G que aparentemente partic.ipa en los procesos 

lactosa; la 

de· división 

celular y duplicación del DNA; Fhu(Ton A), Fep, Fec asociadas a la 

entrada de fierro acomplejado a ferricromo, enteroquelina Y. citrato 

respectivamente; úmp T que se expresa en altas temperaturas; t:ni.re 

otras (17, 24). 

PROTEINA Ol:lp C 

La . proteina Omp C es una proteína principal de la membrana 

externa, presente en ~-~21! en más de cien mil moléculas por célula. Los 

monómeros de Omp e, de un peso molecular de 30,306 (45), se 

oligornerizan para formar trimeros que actúan como poros de difusión. 

Los poros que forma esta proteina permiten el paGo de solutos 

hidrofilicos, a través de la ME (49). El análisis de la estructura 

tridimensional de estos poros, por microscopia electrónica, sugiere la 
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existencia de tres conductos abiertos en la superficie de la membrana, 

los cuales se fusionan en un solo canal hacia el espacio periplasmico 

(20). Está estructura se encuentra formada fundamentalmente por hojas 

beta-plegadas antiparalelas, lo cual favorece su disposición en la 

membrana asi como la exposición de ciertas regiones haci.a el exterior de 

la misma, figura 2 (34, 57). Además de este papel como porina, Omp_C 

participa en el mantenimiento de la estructura de la superficie celular 

y como receptor de los bactreriófagos Tulb y T4 (53). Como ya se 

mencionó, el gene que codifica esta proteína se encuentra en el minuto 

47 del cromosom:i de g. ~!2±! (49). Este gene ha sido clonado y su 

se·:uencia nucleotidica y de aminoácidos ha sido determinada. El análisis 

de la secuencia indica que es una proteína formada por 348 aminoácidos , 

de los cuales los primeros 21 conforman el péptido señal. La proteína 

madura, formada por 327 aminoácidos .. tiene un PM calculado de 38,306 d 

(45). 

La síntesis de Omp e es regulada en respuesta a condiciones 

ambientales. El medio de crecimiento puede influenciar el nivel de su 

transcripcion relativa a otra porina, Omp F. Así, ~ientras la sintes1s 

de Ornp F es favorecida en baja osrnolaridad, Omp C es preferencialmente 

pro•:tucida en al.ta osmolaridad (33,66). Además, alta temperatura (40 C) 

también causa la sintesis preferencial de Omp C (66, 36, 40). 

La regulación de la expresión de Omp e en respuesta a la 

osmolaridad del medio está ligada a un control transcripcional por los 

productos del operon QfilEB (minuto 74) (43). Este oper6n ha sido clonado 

y la secuencia nucleotidica completa ha sido determinada (44, 69). 

Aunque el mecanismo de osmorregulaciOn, incluyendo el papel del operón 

QIBEB, no es del todo claro, se ha propues~o un modelo para explicarlo, 

figura 3. 
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COOH 

FIG.2.- Esquema de la estructura del monómero de una porina, el cual 
está constituido principalmente por hojas beta-plegadas 
antiparalelas, lo que favorece su disposicion en la membrana y 
permite la exposición de regiones hacia el exterior de la 
bacteria. 
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OS-OLARIDAD DEL MEDIO 
BAJA ALTA 

FIG.3.- Modelo propuesto para la regulación de la expresión en E. s~1i 
de las porinas Ompc y OmpF por la osmolaridad y otras 
condiciones del medio. 
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El locus 2!J!EB de g.9Qlá: es un operen que contiene a1· menos dos 

genes: .Q!!!ER y ~n~Z; los cuales han sido secuenciados y se han 

determinado sus productos génicos (44, 69). Se propone que Env Z actúa 

como una proteína receptora de membrana que sirve como un 

el cual transmite la señal del medio a la proteína Omp R, 

osmosensor, 

modulando su 

estado funcional. De esta forma, se permite la expresión preferencial 

de una u otra proteína; es decir,. .Q!J!ER actúa como un regulador positivo 

para la expresión ya sea de .Q]!EC o de .Q!J!EF, uniéndose a una región del 

DNA que precede a sus promotores (14, 31). 

Recientemente, Mizuno et al (47), encontraron un tercer gene 

regulatorio, mi~F. ??"Oponiendo que interviene en la regulación de Q!J!2F a 

nivel traduccional, el cual codifica para una pegueña molécula de RNA 

(174 bases). Este gene está localizado inmediatamente hacia arriba del 

gene Q!J!eC, pero se transcribe en dirección op•.iesta. La expresión de 

!!!ifF está bajo el control .del operon .Q!!!EB de igual manera que la del 

gene .Q!J!EC. La estructura primaria del RNA mensajero (mRNA) .del gene 

!!!l:~F es complementaria a la región 5' del mrtNA d.al ¡:;ene .Ql!!fF. Cuando el 

gene micF es clonado en un plásmido de alto número de copias parece 

bloquear la traducción del mRNA de .Q!J!EF pl hibrídizar con él; esto 

pudiera estar ocasionando la terminación prematura del transcrito de 

Q!!!EF, la desestabilización del mRNA de Q!!!EF, o ambas cosas (Fíg. 3). 

Sin embargo, Matsuyama y Mizushima (42) demostraron que el gene 

!!!!.9F no inhibia la síntesis de .Q!!!.2F .cuando era clonado en un plásmido 

de bajo número de copias. Por eollo consideran que, aunque el gene !!!áfF 

tiene el potencial para reprimir la expresiOn de QfilEF, 

en el cromosoma es insuficiente para tener una papel 

osmorregulacíOn. 
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Con base en experimentos realizados con cinco diferentes mutantes 

del gene Qffi2R, se ha visto que la proteina Orop R, puede tomar dos 

estructuras opcionales dependiendo de la osmolaridad del medio; cada .una 

d.:: las cuales regula positivamente la sintesis. ya sea de Omp e u Omp F. 

Estas mutantes han sido caracterizadas: · .2.!!!.ERl genera un fenotipo Omp F

Omp C-; QmER2 genera un fenotipo Omp F+ Omp C- independientemente de la 

osmolaridad del medio (25). En Qffi.ER20, Omp Fes regulada de manera 

opuesta. En .2.!!!.ER3, se observa un fenotipo Omp F- Omp C+ constitutivo, 

mientras que en 2.!!!ER4 la osmoregulación se efectua de manera casi 

normal, ya que Omp e se puede apreciar aún en baja osmolaridad (51). 

Estas cinco mutantes han sido secuenciadas para determinar las 

3lteraciones a nivel de aminoácidos. Q.!!!ERl es producida por una deleci6n 

~e 19 aminoacidos cercanos al extremo carboxilo-terminal; Q.!!!.ER2 y 

~mER20 son producidas por conversiones en el aminoácido 207 (Val a Met) 

y el 150 IArg a Cys), respectivamente, cercanos al extermo carboxilo 

terminal; mientras que QID2R3 y QffiER4 resultan de las sustituci6nes en.el 

~~inoácido 15 (Arg a Cys) y en el aminoácido 71 (Arg a Thrl, 

respectivamente, correspondientes al amino-terminal (51). 

Considerando que las mutaciones, ya sea en amino o en carboxilo 

t~rrninal, determinen unicamente modificaciones a nivel de estas 

regi6nes, sin producir cambios conformacionales drásticos en toda la 

estructura terciaria de la proteina, esta informacion sugiere que 

Omp R puede tomar dos estructuras alternativas dependiendo de la 

osmolaridad del medio y de este modo regular positivamente ya sea a 

Omp F o a Omp c. Por otra parte, se plantea que la proteina presenta 

dos dominios: uno en el carboxilo-terminal. basados en que QmER2 y 

Ql!!P.R20 son mutantes donde la ·::xpresi6n de Omp F es considerable aún 
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en al't:a osmolaridad; y .otro en el :imino-te::-minal, ya que 2meR3 Y 

2filER4 presentan una significativa expresión de Omp e aun en baja 

osmolaridad (51). 

En este último estudio también fueron corregidas dos posiciones de 

la secuencia de Q!!!ER con respecto a lo reportado anteriormente. 

CONSTRUCCION DE UN BANCO DE GENES 

Un banco o biblioteca de.genes es una colección de moléculas 

recombinantes de DNA en las que se encuen't:ra representado el genoma de 

un organismo. Ello permite el aislamiento de genes. particulares con el 

fin de analizar su estructura y función. Al construir un banco, se busca 

tener múltiples cop"tas idénticas o clonas.de segmentos diversos de DNA 

del organismo de interés. Para ello se forman moléculas recombinantes 

con vectores de- clonación. Estas son moléculas de DNA con replicación 

independiente a la del cromosoma del huésped. Por lo general, el DNA 

del organismo a estudiar (DNA pasajero) y e1· vector de clonación se 

cortan en sitios espeeificos con una misma endonucleasa de restricción; 

se generan moléculas recombinantes mediante· la unión de fragmentos de 

vec't:or y pasaj,.,·o con liga:;ü. del ·!:!:;() !.t.. Lol'I rlnl'I vehiculos procariontes 

comúnmente usados son los plásmidos de.g.f211 y los derivados del 

colífago lambda: cada colonia o placa de lisis, respectivamente, 

contiene múltiples copias de un segmento particular del genoma. El 

numero.de moléculas recombinantes que se requieren para tener un genoma 

.completamente representado depende del' tamaño del ·inserto en el 

vehículo y del tamaño de dicho genoma {11). El tener clonado el 

equivalente a cinco veces la extensión del genoma implic~ una 
1 

probabilidad de 0.99 de que se encuentren representados todos los 

genes. 
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KL COLIFAGO LAMBDA COMO VECTOR DB CLONACION 

El bacteriófago lambda infecta g.sg11 ·y puede crecer como. 

lisógeno,· incorporándose al cromosoma del huésped y duplicándose junto 

con él. También puede lisar a la célula después de haber producido 

varias decenas de copias; ~s decir, entra en fase litica. Un fago en 

fase lítica puede funcionar como vector de clonación. Se han construido 

derivados del fago lambda cuyo DNA, al ser digerido con enzimas de 

restricción, genera fragmentos dispensables e indispensables para su 

crecimiento litico. Los derivados de lambda adaptados específicamente 

para la clonación de DNA están construidos de tal manera que las 

endonucleasas de restricción sólo tengan sitios de reconocimiento en la 

región dispensable, de modo que permitan la adición o reemplazamiento de 

Di;A exógeno pasajero. 

Las moléculas .recombinantes son encapsuladas !n Y1~rg; los fagos 

.recombinantes son amplificados mediante su propagación sobre un césped 

de ~·9211· Los derivados de lambda qua tianen un sólo =itio tl~ncc en el 

DNA se conocen como vectores de inserción. Los que tienen sitios de 

reconocimiento pares que psrmiten remover un segmento y reemplazarlo 

..::on DNA heterólogo son conocidos r,Qmo vectores de reemplazamiento. 

EL BACTERIOFAGO LAMBDA 

El colifago lambda (23) consta de una molécula de DNA de doble 

cadena de 48, 502 pares de bases . ( pb) . En cada extremo de su genoma h·ay 

proyecciones de cadena sencilla complementarias; estos extremos 

cohesivos de 12 pb son llamados m y m' y forman el sitio cos. El DNA de 

lambda puede ser dividido en tres regiones: la región del extremo 

izquierdo con"iene los genes A-J que codifican para proteínas de la 

cápsula y cola del fago, asi como para proteínas involucradas en el 
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ensamble de proteinas virales maduras. La región central entre los genes 

J, y N contiene el gene cIII; y genes cuyos productos intervienen en 

procesos generales de recombinación y de estructuración de la forma 

tardía de replicación del fago. Estos últimos genes (función Red), 

determinan que el fago lambda s~a sensible a inhibición por lis6genos 

del fago P2 y son dispensables para su crecimiento lítico. La región del 

e:.ctremo derecho incluye: la regfón principal regulatoria de la expresión 

genética, es decir los genes N, cI, ero y cII; los genes o y P 

necesarios para la replicaci6n•del fago; y los genes S y R cuyos 

productos son requeridos para la lisis de la membrana y pared celular 

del hUesped, respectivamente (Fig. 4) :· De las aproicimadamente 50 

i:>roteinas que codifica lambda, seis 7wn regulator'ias: el, cII, cIII, 

ero, N y O; y'su eicpresi6n da lugar a un circuito de expresión genética 

con el fin de dar una respuesta litica o lisogénica (23,28). 

Un fago lambda que funcione como vehículo molecular puede 

~r~s~indir d~ aproximadamente ~!s del ~0% !20 ooo pb) de :u geno=~, el 

cual puede ser sustituido por DNA pasajero. Para poder ser encapsuladas, 

las moléculas de DNA de lambda deben tener un tamaño entre el 80 y el 

1083 del tamaño, de lambda silvestre, así éomo la secuencia cos (21l. 

El uso del colifago lambda como vector de clonación de DNA gen6mico 

es un método atractivo, ya que pueden generarse r~pidamente un gran 

número de placas de lisis de fagos recombinantes, utilizando pequeñas 

cantidades de DNA pasajero (68). 

EL FAGO LAMBDA 1059 

En 1980, Karn et al (32) reportaron la construcción del fago vector 

lambda 1059, el cual presenta un sistema de selección positiva para los 

fagos recombinantes. 
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FIG.4.- Mapa funcional de lambda. 
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El fago lambda 1059 está formado por tres fragmentos generados por 

cortes con la endonucleasa de restricción §ªmHI: uno de 19.6 kilopares 

de bases (Kpb) que corresponde al brazo izquierdo y que lleva todos los 

genes para las proteinas de la cabeza y la cola; un segmento interno de 

17 Kpb que corresponde a la región dispensable para el crecimiento 

lítico del fago: y uno.de 9.4 Kpb, el brazo derecho, que lleva los genes 

de replicación y lisis. Los dos brazos del vector contienen los genes 

necesarios para la replicación y maduración de lambda 1059 y 

corresponden a 58.2% del genoma del tipo silvestre. La producción de 

fagos viables se lleva a cabo cuando se reemplaza el segmento interno 

con fragmentos de DNA que representen del 12.8 al 49.8% del tamaño del 

fago silvestre (6.3-24.4 Kpb). Los dos brazos por si solos no producen 

fagos viables ya que para la ~ncapsulación se requieren genomas con un 

tamaño entre 70 y 108% de la longitud total del lambda silvestre. El 

sistema de selección para recombinantes esta basado en el fenotipo Spl 

de lambda: este fenotipo le confiere sensibilidad a inhibición por P2. 

El segmento interno contiene los genes red y gamma, responsables dé 

Spi+. Por tanto, cuando los brazos del vector cortados con ~2mHI son 

ligados con DNA ex6geno, se producen fagos padres y recombinantes. Los 

recombinantes tienen sustituido el fragmento interno y serán Spi-; se 

distinguirán de los padres al crecer sobre un césped de células de g~ 

~Ql! lisogénicas para el fago P2 (Fig. 5). 
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PLASMIOO pBR322 

Uno de los elementos más utilizados como vector de clonación en 

técnicas de DNA recombinante, es el plásmido pBR322, el cual desde su 

diseño, prevalece entre los de más amplio uso. Fue uno de los primeros 

vectores de clonación en ser diseñados y construidos, para la selección 

y clonación eficiente de molécula's de DNA recornbinante en j¡;.:.f21,;l,. 

El extendido uso del pBR322 ha impulsado diversos estudios sobre su 

función y estructura molecular. Estos estudios, entre otras cosas, han 

proporcionado la secuencia nuclec.tidíca completa de la· molécÚla e 

información acerca de algunas particulari.dades prác'Cicas que disminuyen 

su eficiencia como... vector de clonación, como la ines'Cabilidad del 

plásrnido en ausencia de presión selectiva y la falta de un sistema de 

selección direc~o para moléculas recombinantes. Por esta razón, una gran 

variedad de vectores basados en el p8R322 han sido desarrollados para 

superar estas limitaciones y extender la versatilidad de los vectores 

para propósitos espec~ales y diversos en la clonación de algo especifico 

(Oi. 

El pBR322 es una molécula de DNA de 4363pb, con un ma::anísmn de 

replicación relajada, que ha difer·encia de la replicación estricta que 

requiere de la síntesis de proteínas y.de la'acción de la polimerasa 

III,.para dar entre 1-5 copias por célula, su síntesis es dependiente de 

la polimerasa I sin necesidad de síntesis de proteínas, dando entre 30-

50 copias por célula. Esta particularidad permite que, bajo inhibición 

de la síntesis de proteínas, el plásmido continúe replicándose mientras 

que la replicación del cromosoma se detiene; a este fenómeno se le 

conoce con el nombre de amplificación y da como resultado un incremento 

hasta de 100 veces en la cantidad de· moléculas de plásmido por célula. 
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Su diseño se inició con un aislado clínico que porta el plásmido 

productor de colicina pMBl, a partir del cual se obtuvo el origen de 

replicación relajada. El gene de la resistencia a Te del plásmido pSC101 

y el de resistencia a Ap del transposon Tn3 (contenido en el plásmido 

pRSF2~24J se incorporaron al p8R312, un intermediario en la construcción 

del pBP.322.' A partir de estos elementos, diversas manipulaciones fueron 

reali=adas' con· el propósito de maKimizar el numero de sitios únicos de 

restriccion·.y para minimizar el tamaño del vect_or (fig. Sbl. 
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MATERIALES 

1) CEPAS BACTERIANAS 

§ª1m2n~11~ SYEb! IMSS-l (serotipo 9,12,d,Vi) (27). 

fü1Sb~!:!fh!ª Q.QU 0359 ( hsdR-, hsdM- , supE, phi80, P2) ( 32) . 

E§.9Il§!:.Í:fb1ª S211 Tl9 recA CF- tsx-354 ompB) (45}. 

]i;§.9Il§!:1fil.Í:2 .921! M159 recA •(UvrA) (8). 

Escherichia coli HB101 CF·· hsd S20 CrB-,mB-), recA1 3, ara-14, 
proAZ~-IacYt~-galK2, rpsL20 csm rl, xyl-5, mtl-1, supE 44,l \4ll 

g§~h~tishiª ~Q!i ?678-54 (thr: ara,leu, azi, tonA, lacY, T6-, 
minA, gal, min8, Strr-, malA, xyl, mtl, thi, sup). (18). 

2) PLASMIDOS 

pMYlll, usado como detector heter6logo de hibridizaci6n (45). 

p8R322, usado como vector para la clonación de DNA (4). 

3) BACTERIOP'AGO 

·Lambda 1059, usado en la construcción del 
genes de §ª!mQn~!!ª ~Y2hi C32J. 

4) MEDIOS DE CULTIVO 

M9, LB, SM, descritos por Maniatis (41). 
NZCYM, descrito por Blattner et al (3). 
CY, descrito por Karn et al (32). 
CM, descrito por Clarke et al (10). 

S) ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION 

banco de 

ªª~HI, gsQRI, §ª!I (Amersham International ple. Inglaterra), 
HindIII (Promega Biotec, Madison, W!.EUA). 
~g1II, f§!I (Centro de Investigación sobre Ingenieria Génetica 
y Biotecnología UNAM, Mor. MEXICO). 
gJ,ªI (New .England Biolabs, Beverly, MA. EUA). 
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6) ANTISIOTICOS 

Cloranfenicol, Te~raciclina y Ampicilina, (SIGMA, Saint Louis, 
Missouri, EUA) . 

7) OTRAS ENZIMAS 

RNAsa y DNAsa, (SIGMA.Saint Louis, MO. EUA). 
Ligasa Fago T4, 1Promega Biotec, Madison, WI. EUA). 
Fosfatasa Alcalina Bacteriana. (Bethesda Research Laboratories, 
Rockville Maryland, EUA). 

8) FILTROS PARA SOUTHERll 

Gene Screen (New England Nuclear, Boston, MA. EUA). 

9) ISOTOPOS RADIOACTIVOS 

Metionina/Azufre 35 ca. 800 Ci/mmol (Amersham International 
ple, Inglaterra). 
Alfa-fósforo32-desoxiCTP/ ca. 3000 Ci/mmol (Amersham 
International ple, Inglaterra). 

10) OTROS MATERIALES 

Agarosa bajo punto de fusión SeaPlaque (FMC Bioproducts, 
Rc .. ;·l' land, ME. EUA). 
Agarosa normal (BIO-RAD Laboratories,Richmond, California,EUAJ. 

METODOS 

1) PREPARACION DE DNA BACTERIANO 

La extracción y purifi·~ación del DNA de las bacterias g. S:QH 

0359 '/ §. !:t:E.h!. IMSS-1 (serotipo 9,12,d,Vil se realizó siguiendo la 

técnica de lisado claro reportada por Betlach et al (2). 



2) PREPARACION DE DNA DK PLASMIDO 

El método utili:ado para la purificación del plásmido pMY11, es 

el de lisis alcalina descri t·::> por Maniatis et al ( 41). El ONA del 

plásmido se preparó por amplificación del número de copias en cultivo 

creciendo en fase logaritmica, por adición de cloramfenicol (12J. 

3) MINIPURIFICACION DE DNA DE PLASM!DO 

El método utilizado es descrito por Maniatis et.al (41), y 

consiste en la semipurificaci6n del
0

plásmido en pequeñas cantidades con 

el fin de caracteriz~ o ide~tificar el plásmido rápidamente. 

4) ELECTROPORESIS EN GELES DE AGAROSA 

El método usado para separar, identificar y purificar 

_fragmentos dt:: OH~ ao por ~cdio. de el.e~trof"!''eSi$ ~" geles de a~arosa_. 

Las preparaciones de D~A. tanto de bacterias como de plásmido, fueron 

sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 17. (Bio-Radl. 

utilizando una solución amortiguadora TAE (Tris, EDTA, Acetato de 

Potasio), a 100 volts como reportan Bolívar et al (4). Se tiñen con una 

solución de 0.5 }lg/ml Bromuro de etidio (Sigma) durante 5 minutos. 

El DNA se visualiza con luz ultravioleta de onda corta con un 

transluminador (Ultraviolet Products !ne, San Gabriel.California, EUA). 

S) DIGESTIONES DE DNA BACTERIANO, PLASMIDOS Y FAGOS CON ENDONU• 
CLEASAS DE RESTRICCION 

Las condiciones para digerir con endonucleasas de restricción 

se han estandarizado para usar únicamente 3 soluciones distintas: 
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Solución: Bajo Medio Alto 

-NaCl SOmM lOOmM 
-Tris-HCl (pH 7.5) lOmM lOmM SOmM 
-MgC12 10mM lOmM lOmM 
-Ditiotreitol lmM 1mM lmM 
-Enzima HindIII BamHI 

EcoRI SalI 
BglI 

A cada reacción se le adicionó betamercaptoetanol al 1% 

(1Ul/20ul , .· de reaccion) y 4mM Espermidina. Las cantidades utilizadas 

de· DNA para cada reacción fueron entre l-3 )Jg. Se incubaron a 37 ° e 

toda la noche y las reacciones se detuvieron calentando a 65° C y 

agregando 1X de solución de parar, (0.257. azul de bromofenol, 0.257. de 

xilencianol y 153 ficol tipo 400 en agua). 

61 HIBRIDIZACION DE ACID03 NUCLEICOS 

La hibridización de fragmentos de DNA, separados por 

electroforesis y transferidos a filtros de nylon, se hizo ae acuerdo a 
.J.a.. te-::níca .Suutht::N1 (60) • El horneado~ prehibridización, 

hibridizacion y lavado, se hizo de acuerdo a Maniatis et al (41), y la 

21utorra·:Hc.,¡;raf1a de los filtros se ralizó de acuerdo a Swanstrom y 

Shank !'Sl). 

7) MARCAJE DE DNA "IN VITRO" CON 32P 

El marcaje interno radioactivo con 32P, en las moléculas del 

"' plásmido que se usó como detector de hibridización, se hizo de 

acuerdo a la técnica "Nick Translation" ("traslado del corte") 

descrita por Rigby et al (58). 
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8) CR!CIMIKNTO D! LOS FAGOS RECOMSINANT!S Y PURI1ICACI9N D! DNA 

El crecimiento de los fagos recombinantes se hizo como 

describen Karn et al (32). La purificación de DNA en gradiente de 

CsCl se efectúo de acuerdo a la técnica que describe Maniatis et al 

(41). 

9) MINIPURIFICACION D! FAGOS·RECOMSINANTES SIN CsCl 

Se inoculan 42ml de NZCYM con una sol11ción que contiene O.lml 

de fagos recombinantes en SM, O.lml de un cultivo de toaa la noche de 

la cepa receptora 0359, crecida en CY más 0.2'- maltosa, y 1J.lml de lM 

<;a y M¡; previamente- incubada a 37° e por ·20 minutos. El cultivo de 

42ml se incuba a 37° e durante toda la noche. Se agrega O.Sml de CHC13 

v se dejan 15' l:on agitación a 37° c. Se adiciona 2)-lg/ml de DNAsa y 

~.5pg/ml de RNAsa incubándose 30' a temperatura ambiente. Se agrega lM 

ftaCl y se centrifuga 30' a 7 000 rpm a 4° e. El sobrenadarrt:e se 

·~antrifuga a 25 000 r'pm durante l hora 30 · a temperatura ambien::e en 

.j!l rotor .SW28. La pastilla se resuspende en o-. 4ml de ·). 1M Tris-HCl pH 

1.5 y 0.3M NaCl. Se trata con SOpg!ml proteinasa K, 0.1% sos y lmM 

EOTA 1 hora a 65° C. Se extrae una vez con• fenol l:l tV/Vl. dos veces 

con fenol-CHC13-alcohol isoamilico y una con CHCl3-alcohol isoamílico. 

La fase acuosa se precipita con dos y medio volúmenes de etanol frio; 

~e centrifuga durante 15' en una microfuga Eppendorf, se decanta el 

sobrenadante y se seca la pastilla al vacio. Se resuspende en 100 pl 

de agua bidestilada estéril y se determina la concem:raci6n. del DNA en 

un gel de agarosa al 1%. 
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lO) ANALISIS DI PROTEINAS IN MAXXCILULAS DI I• ¡2•1 
Se analizó la expresión selectiva de las proteínas producidas 

por los fagos recombinantes derivados de lambda 1059, en la cepa Ml59. 

Esta cepa es una mutante uvrA, recA, de g. SQ!! K12, donde puede 

suprimirse la sintesis de proteínas endógenas y expresar 

únicamente las proteínas codificadas por los genes del fago, 

después de irradiación con luz .. ul travioleta. Estas proteínas pueden ser 

detectadas mediante su marcaje selectivo in Y!Y2· usando aminoácidos 

radioactivos. Esta técnica es descrita por Calhoun y Gray (8). 

11) ELECTROFORESIS EN QELES DE SDS-POLIACRILAMIDA PARA ANALISIS 
DE PROTEINAS 

Las preparaciones de p.roteinas fueron sometidas a 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 11.53 preparados de 

acuerdo al 'método descrito por Laemmli (3Sl. La electroforesis se 

llevó a cabo en una solución amortiguadora de Tris-Glicina y 

SOS; a 20mA para el gel superiv1· y 4Cml\ par" el .eiel inferior. La 

tinciOn se realiza. con una solución de azul de ·:oomasie al O. 01% (en· 

ácido acético al 107.l a 80° e durante lS' y se destiñe a la misma 

temperatura con 10~ ácido ac.ético. Se seca con vacío y se 

expone a una película de autorradiografía. 

12) SUBCLONACIOff DEL GENE AISLADO 

Las condic:Lones para desfosforilar con fosfatasa alcalina el 

vector pBR322, cortado con ªªmHI, y su subsecuente ligada con ligasa 

del fago T4 al fragmento de 3Kb de §.!lEhi, proveniente del fago. 

recombinante lambda VFC1 por digestión con ªg1II, son básicamente las 

descritas por Bolivar et al (5). · 
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13) TRANSfORMACION DE ¡, 22.Í CON DNA D! PLASMIOO 

La preparacion de células competentes para transformación, 

tanto de la cepa HBlOl como de la cepa P&7B-54, se llevo a cabo 

mediante el método de cloruro de calcio descrito por Maniatis et al 

(41). 

14) ANA!.~S!S DE LAS PROTEINAS COOIP'!CAOAS POR PLASMIDOS 
RECOMBINANTES EN M!NICELULAS 

Se analizó la expresiOn selectiva de las proteínas producidas 

por los plásmidos recombinantes derivados de pBR322 en minicélulas de 

la cepa ?678-54. Esta cepa tiene la caracteristica de producir 

~inicelulas carentes de ONA cromosomal que conservan la capacidad de 

sints~izar proteinas a partir de plásmidos; éstas pueden ser detect~das 

su marcaje con aminoácidop radioacti •1os seguido de 

elecf..l',;f.;:-c:::i!:! ~n gel y autorradiografia. tal como lo describen Dougan 

· :·' K~ho-?. r:.; ¡ . 

15) MAPEO DE REST!UCCION DEL PLASMIDO pVF27 

El rnapeo con diferentes enzimas de restricción, del plásmido 

·construido, s"' ri;;alizó mediante digestiones dobles y sencillas seguidas. 

de electroforesis en gel de agarosa. 
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RESULTADOS 

LOCALIZACION DIL QINI ¡m¡C DI §1lm¡n1ll1 ~bi· 

Para localizar el gene 2!!!EC de ~·~lEhi, se utilizó como detector 

heterólogo de hibridización el plásmido pMYlll contenido en la cepa T19 

de ~-~Qli (45), la cual fue proporcionada por el grupo del Dr. M. 

Inouye de la Universidad Estatal de Nueva York, Stonv Brook, N.Y. 

E.U.A. El plásmido pMYlll tiene-un tama~o de 7,060 pares de bases (pbi 

y esta constituido por el plasmido vector pBR322 y por un fragmento de 

2,700 pb del genoma de g. ~Q!i. qu~ contiene el gené QfilEC clonado en el 

sitio de HingIII. 

La- proteína Omp e de~ coli ~onsté!"de 346 aminoacidos, lo que 

corresponde a una secuencia de DNA de l,038pb.· Por tanto, en el 

fragmento de Z,700pb del pMYlll cabe completo el gene QfilEC de g.s.g_!i

CFig. 6}. 

Después de purificar DNA del plásmido pMYlll, mediante el método 

de lisis alcalina descrito por Maniatis (41), se comprobaron los sitios 

de ·restricción reportados. El plásmido fue digerido con la endonucleasa 

de restricción ªslII. En la Fig. 7 se muestra la separación por 

electroforesis en gel de agarosa de DNA'digerido con ªJl!II. En el 

carril ~se ven las tres bandas que corresponden al pHYill, las-cuales 

tienen un tamaño aproximado de 7.0 (que corresponde al plásmido 

lineal digerido parcialmente), 6.0 y 1.0 Kpb, respectivamente. 

Conjuntamente, se aisló DNA de la cepa §.!~Eh! IMSS-l (serotipo 

9,12,d,Vi), la cual fue proporcionada por el grupo del Dr. Jesús Kumate 

del IMSS. Esta cepa es altamente virulenta y fue aislada de pacientes 

con fiebre tifoidea en estado agudo (27). Esta extracción di6 como 

resultado ácidos nucléicos de alto peso molecular y de gran pureza. 
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superior corresponde al plásmido linearizado: banda central 6.0 
Kpb; banda inferior 1.0 Kpb; carril. b) DNA de lambda cortado 
con H!ndIII como marcador de peso molecular. 
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También se aislo DNA de g.~Qli cepa 0359, la cual se uso cQmo control 

positivo de hibridización. ·Estos DNA fueron digeridos con tres 

endonucleasas de restricciOn en diferentes combinaciones: 

tl!QdIII, ªg!II-tl!ndIII. EcoRI y ªg!II; separados electroforéticamente 

·en geles de agarosa de acuerdo a su tamaño; ·transferidos a filtros de 

nylon; e hibridizados de acuerdo 'al método de Southern (60}, lJtilizando 

como detector heterólogo el p].~smido pMYlll marcado radioactivamente 

con fósforo-32. 

Suponiendo la existencia de un buen porcentaje_ de homología entre 

ambos genes, por pertenecer ambas bacterias a la familia 

Enterobacteriaceae, _esta hibridización se llevó a cabo a 42º e y SO?. 

formamida. En la Fig. 8 puede observarse el resultado de esta 

hibridización. Como se esperaba, y ~ornando en cuenta la intensidad de 

la hibridización con la cepa de g.~ol!, si existe una secuencia en 

§.!;)i!Eh!. qUe corresponde a la del gene S!ll!EC de g.<.:_Q.!_!. Con la digestión 

de ª~!II se obtuvo .una sola banda de h1bridización intensa de 

aproximadamente 3.0 Kpb y una de mayor tamaño.menos intensa que pudiera 

deberse a una digestión parcial. Para comprobar "'"'1;o, !:le ~igir!~ el DNA 

de §~ !.l!.eb1 con ªg1II y ªg1II-ª2Jl!HI, hibridizándolo en condiciones más 

relajadas; 403 formamida a 42° c. En la Fig. 9 se muestra el resultado 

de esta hibridización. El carril a representa el DNA del plásmido 

PMYlll digerido con ªg].II como control positivo de hibridización; el 

carril b y c muestran la hibridización del genoma de §.:.!l.2!!1 digerido 

totalmente con ªglII y ªg!II-ªªmHI respectivamente. Con esto se comprobó 

que la secuencia que corresponde al gene Qfil2C de ª·Q2!1 está flanqueada, 

en el cromosoma de §.t:LEhi, por sitios de ªg!II y, dado el tamaño del 

gene en g.QQ!i. en esta banda de apro~imadamente 3.0 Kpb debe 

encontrarse completo el gene QfilEC de §·!lE!:!i· 
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FIG.B.- Hibridizaci6n tipo Southern de ONA total de Escherichia col! y 
§ª!~Qn~!!ª ~YEh! contra el plasmido -pMYÍÍÍ ____ rnarcado 
radioactivamente. ONA de g~f2l! cortado con: al gggRI-H!ndIII, 
bJ ªglII-BiDdIII, c) gggRI Y di §glI!: DNA de §~~~Eh! cortado 
con: f) EcoRI-HindIII, g) ~g!I!-HiDdI!I, hl gggRI e il ªg!II; 
e) pMY1Íl- cortado con §gJI! como control positivo de 
hibridización. El carril central muestra las posiciones de las 
bandas de DNA de lambda cortado con tl1ndII! como marcadores de 
peso molecular. 
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FIG.9.- Hibridizaci6n tipo Southern de DNA total de §.:. !l'.2l:!i contra el 
plásmido pHYlll marcado radioactivamente: a) pMYlll cortado con 
§g.J,II; DNA de!?.:. !:iEb.! ·:ortado con bJ fü¡:.J,II Y e) ªgJ:II-fü!!!!HI; 
d) ::iuestra la posición je las bandas de DNA de lambda cortado 
con tlindIII, como marcadores de peso molecular. 
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FlG.10.- A) Hibridizaci6n tipo Southern del ONA de doce grupos, de cien 
fagos cada •mo, digerido con J2gj,II-!2!!.IDHI, contra el 
pl~smido pHYlll marcado radioactivamente. 
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8) Patrón de restricción generado por laG enzimas ~g1II-~smHI 
en el DNA de los doce grupos, con cien fagos cada uno. 

40 



agrupamientos contra el plásmido pBR322 {Datos no mostrados). La razón 

para usar esta estrategia metodológica es la de evitarse la presencia 

de DNA del huésped ~· 221.L que interferiria con la detección; y la de 

poder discernir los falsos positivos de las clonas de interés. Al 

amplificar la agrupación 2 y analizar 180 fagos diferentes, divididos 

en seis grupos con treinta cada uno, ya no encontramos hibridización 

(datos no mostrados). Esto nos hizo pensar que se trataba de un fago 

poco competitivo, que al amplificarlo y diluirlo se perdía. Por ello, 

con el propósito de delimitar el fago y hacerlo más competitivo para 

evitar que se perdiera al hacer diluciones, la estrategia que se siguió 

fue propagar en med:U:> sólido 1,056 fagos independientes partiendo de la 
'" 

agrupación 2 antes seleccionada Esta contiene aproximadamente cien 

fagos diferent~s. Los fagos se sembraron sobre un césped de g. ~21! 

0359 por duplicado, de uno en uno, en 44 cajas petri. Cada caja 

contenia veinticuatro fagos provenientes de diferentes placas de lisis. 

Las placas de lisis qe las 44 cajas fueron eluidas con SM y guardadas 

por separado en tubos de ensaye" (cada tubo conteniendo veinticuatro 

fagos diferentes). Se hicieron seis agrupacio11e:s, c·::;m:cnier:do c<'!c::IA una 

144 fagos distintos, esto es, una alícuota de seis grupos de 

veinticuatro. Con ello se analizaron en total 864 fagos independientes. 

Después de crecer los fagos en liquido, se purificó DNA y se 

hibridizó con el plásmido pMYlll. Las condiciones de hibridización 

para los siguientes experimentos fueron 42° C en 407. formamida lavando 

hasta 0.17. SSC a SOº C. Esta hibridizaciOn (Fig.ll) permitió localizar 

el fago de interés entre los seis grupos. La banda de hibridización se 

aprecie: en la agrupación 2 (carril b). Las sei.s ag:rupaciones de 

veinticuatro fagos que formaban este grupo 2, con 144 fagos diferentes, 

fueron analizados similarmente, pero ahora por separado (Fig. 12). 
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rIG.11.- Al Hibridizaci6n tipo Southern del DNA de seis agrupaciones 
(carriles a-c y e-g), con 166 fagos cada una, contra el 
plasmido pMYlll. carril d, pMY111 cortado con ª~!II como 
control positivo de hibridizaci6n. Lambda HindIII como 
marcador de peso m~lecular. ---
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B) Análieis electrof·:irético en gel de agarosa, tei'\ido con 
Bromuro de Etidio, del patrcr. de restrici6n del DNA de la 
seis agrupaciones digerido con ª51IL-ª~mHI. 
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fIG.12.- Al HibridizaciOn cipo Southern del DNA de seis grupos, con 
vein~icuatro fagos cada uno, ~ontra el plásmidc pMYlll. 
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81 Patr~n de ~es~ricción del DNA de los seis grupos con 
veínticua~ro :~goa ~ada uno, digeridos con ª~lII-ªªmHI. 
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se encontró hibridizaci6n positiva en el grupo 2 (carril b), con 

lo cual se tenía ya el fago de interés dentro de veinticuatro fagos 

independientes. Esto permitió separar los veinticuatro fagos de manera 

independiente a partir de la caja duplicado de este grupo. Estos se 

pusieron en tubos Eppendorf y se eluyeron con· lml de SM. Se analizaron 

estos fagos, dividiéndolos en séis grupos de cuatro, localizándolo en 

los grupos 3 y 4 ( Fig. 13 carriles c y d l . Se tomaron ahora los cuatro 

fagos del grupo 3 más dos fagos del grupo 4; y en la figura 14 B se 

muestra el patrón de restricción de los seis fagos independientes donde 

puede observarse que en los carriles e y f hay una banda de 3.0 Kpb, El 

autorradiograma de 1.a Fig. 14 A muestra q~: el gene 2mEC está contenido 

en los fagos E y F. 

A partir ,del análisis de los veínticuatro fagos independientes. 

las hibridizacioines se llevaron a cabo con un fragmento del pMYlll que 

va de tl1ndIII a §Q~I (ver fig. 6), purificado de un gel de agarosa de 

bajo punto de fusión ~ver métodos) y que comprende casi en su totalidad 

el gene Q!!!EC de g. ~21!· Las hibridizaciones en los últimos fagos 

corre~ponden a fragmentos perfectamente visibles en un gel teñido con 

bromuro de etidio. Con ello se puede .apreciar el enriquecimiento 

progresivo de los genes, ya que cuando éstos están muy diluidos no 

pueden discernirse 

hibridización, usando 

bandas especificas, 

cantidades totales 

mostradas en la Fig. 14 B. 

correspondientes 

de DNA similares 

a 

a 

la 

las 

Una vez que se aislaron dos fagos indepedientes, lambda VFCl y 

lambda VFC2, que contienen el gene 2!!!EC. se comprobó que no estuviera 

contaminado con algún otro. Para esto se creció el fago lambdaVFCl a 

baja densidad en medio sólido y se tomaron seis placas de lisis al 

azar. El DNA de ellas se semipurificó y se digirió con ªg~II-ª~mHI, 
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FIG.13.- Al Hibridizaci6n tipo Southern del DNA de veinticuatro fagos 
diferentes contra el fragmento de 1.0 Kpb Ctl!nctIII-§seil 
del pMYlll que porta casi completo el gene Q!!!EC de !L.SQ11 
(ver texto). C."lda carril ! .i-fl representa cuatro fagos 
independientes. Carril g l r,MY l 11 cortado con füüII como 
control positivo de hibridizacion. 
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FIG.14.- Al Hibridización tipo South~rn del DNA de seis fagos 
independii;intes contra el fragmento de 1. O l<pb del pMYlll 
{Scat-HindIIIJ; cada •;arril representa un fago. Carril e) 
lambda-VFC1 y f) lambda VFC2; carril aJ lambda tl!ndIII como 
marcador de peso molecular; carril h) pMY1ll cortado con 
ªg¿rr como control posltivo de hibridizac16n. 
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encontrándose el.patrón de restricción conocido en todas .las placas. 

Esto nos aseguraba que se trataba de un solo fago (Datos no mostrados). 

Se tomo una de estas plac~s y se creció en liqtiido para purificar 

el fago por medio de un gradiente de CsCl. se extrajo ONA de una parte 

de estos fagos y se digirió con ª~!II-ª~~HI, así como con otras 

endonucleasas Cªg!II,tiindIII.gSQRI, Sa!I y E§!l en diferentes combina

ciones) para tratar de determ~nar algunos otros sitios de restriccion 

cerca de este gene. Este DNA fue hibridizado con el fragmento de 1.0 

Kpb del plásmido pMY111 para comprobar que este fago puro contuviera el 

gene QffiEC de ~·!~Eb1 y también para localizar algún otro posible sitio 

dentro o más cerca-del gene. El resulta~o de esta híbridizaci6n se 

muestran en la Fig. 15. Como puede observarse, QffiEC se encuentra 

flanqueado por, sitios de ª~!II y no 'tiene sitios de restricción más 

cercanos al gene para las enzimas probadas. 

Con el· propósito de identificar las proteínas codificadas por el 

fago lambda VFCl, se. transfectó una cepa productora de maxicélulas, 

g.sg11 M159, con el fago de interés y se analizaron las proteinas 

radioactivas producidas, previa inactivación de los acidos nucleicos de 

la cepa huésped con luz ultravioleta. Estas proteínas se compararon con 

las· producidas por el fago lambda 1059, asi como por otros fagos 

recómbinantes. Al analizar.el patrón de proteínas ~ct~les presentes en 

los extractos de maxicélulas de cada uno de los fagos mencionados (Fig 

16), se detectó la presencia de una proteína que migra a la altura del 

peso molecular reportado para la proteina Omp C de g.sQli (carril b y 

c) (45), la cual no se encuentra en el fago parental lambda 1059 

(carril d), ni en los fagos recombinantes utilizados como control 

(carriles e y f). Estos experimentos apoyan la conclusión de que 

efectivamente la secuencia aislada corresponde al gene g~.EC de §~SYEb1·. 
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F!G. 15. - HibridÚación t:ipo southern del DNA del fago lambda VFCl 
cortado con: a} ªg!II; bl tlindIII-§glII; c) g~QRI-§glII; d) 
g~QRI; e) tlind!!I; f) tlindIII-g~QRI; g) §~1I-§g1II; h) tl!ndIII
SalI; y iJ EcoRI-PstI. El experimento muestra como los sitios mbs cercanos-qÜe flañquean la gene son los de §g1II. 
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__ mari:.adas :.'Jn azufre-35 de los f ¿¡gos lambda VFCl y VFC::!. 
Au~rradiograf ia de la electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS al 153: a) marcadores de p~so molecular; b) fago lambda 
VFCl; el fago lambda VFC2; d) fago vec~or lambda 1059; e) y fl 
o~ros fagos reco~binantes como cc~:rol. 



A partir del DNA del fago lambda VFCl se purificó el fragmento de 

3.0 Kpb que se genera en una digestió~ con ªgl!I y que, por 

hibridización, se observo que contiene completo al gene Q!J!E.C de §. 

~~2hi· Este fragmento se purificó a partir de un gel de agarosa de bajo 

punto de fusión (ver métodos). El inserto se subclonó en el plásmido 

pBR322 (5), el cual confiere' resistencia a tetraciclina (!c) y 

ampicilina (Apl a la cepa de g. f.21! que lo contenga. La estrategia de 

clonación consistió en ligar, mediante la enzima ligasa del fago T4, el 

fragmento de 3.0 Kpb de §. ~~Ehi al vector previamente lineari=ado con 

ªª!!!HI (enzima que genera extremos .. cohes1vos compatibles con los de 

ªzlII) y desfosforilado en este sitio~con la enzima fosfatasa alcalina 

(BAP). 

La des~osforilación evita que el plásmido se ligue sobre si mismo 

al remover los grupos fosfato ubicados en posición S'; de tal forma que 

la recircularizacion del plasrnido s6l 0; se logra mediante la 

incorporación de un fragmento de DNA que no ·haya sido tratado con esta 

enzima. El sitio de ª~mHI en el pBR322 es único y se encuentra dentro 

del gene que confiare la resistencia a Té (ver figura S' l, por tanto 

los plásmidos recombinantes confieren resistencia a AP y sensibilidad a 

Te, al interrumpirse el gene de esta resistencia por la clonación en 

ªªmHI. Esta caracteristica permitió que, cuando la mezcla de la 

·reacción de ligasa fue utilizada para transformar células competentes, 

de la cepa de g.~Q!! HB10l, las células transformadas con plásmidos 

recombinantes pudieran ser seleccionadas. Esto se hizo mediante la 

resiembra de las clonas que adquirieron la resistencia a Ap, 

·aproximadamente 200, en medio con Te. De este modo se pudo diferenciar 
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aquellas clonas sensibles a Te (lo que indicaba que posiblemente tenían 

el inserto de interés) de aquéllas que a pesar de ser resistentes lo 

eran debido a que contenian pBR322 que no se digirió; o bien que no se 

desfosforiló y que al religarse transformó células competentes. 

Simultáneamente, el inserto de 3.0 Kpb fue digerido con las 

enzimas de restricción ~lªI y E~!I para determinar si existían sitios 

para estas enzimas dentro del fragmento. El resultado indicó la 

presencia de dos sitios para f1~I y uno para f§J:I. Con esto se pudo 

contar con dos enzimas que podían corroborar la existencia ·del inserto 

en los plásmidos que resultaran posibles clonas positivas. De esta 

transformación se (lj;)tuvieron cuatro clonas sensibles a Te. las cuales 
~ 

fueron amplificadas en LB más Ap para purificación ~ápida de plásmido 

(ver métodos). Los cuatro plásmidos fúeron digeridos con Cl~I y f§!I; 

esperando que en aquel plásmido que tuviera el inserto correcto gbªI 

generara tres bandas de restricción: una de un tamaño aproximado de 7.0 

Kpb (4,363 pb del vec~or más 3.0 Kpb del inserto) y dos fragmentos muy 

pequeños. Similarmente con dos b~ndas de 

res1:ricción, ya que tanto el vector corno el inserto contienen un sitio 

cada uno. En la Fig. 17 se puede ver que.solamente una de las cuatro 

elonas contenia el plásmido deseado ya que las otras tres tienen un 

tamaño similar al del pBR322 (los fragmentos pequeños generados con 

QlªI no se alcanzan a apreciar). Esto hace pensar que la sensibilidad a 

Te haya sido efecto de alguna deleción originada por exonucleasas en el 

plásmido lineal antes de circularizarse sobre si mismo, lo que 

interrumpió la fase en el gene que confiere la resistencia a Te. 

Con el propósito de comprobar que el plásrnido de 7.4 Kpb portaba 

el gene parcialmente homólogo al gene QmEC de g.fQ11, se cortó DNA de 

este plásmido y se hibridizó contra el fragmento de 1.0 Kpb del pMY111 
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FIG.17.- Patrón de restricción del DNA de los cuatro plasmidos aislados 
a partir de los transformantes sensibles a tetraciclina; 
analizados por electroforesis e~ gel de agarosa teñido con 
bromuro de atidio. Carriles b,d,f y hl ClaI y c,e,g e 11 Pst!; 
plasmido 1 lb-e); 2 Id-e); 3 (f-g); y-4-(h-i). Obsérvese-que 
sólo el plilsmidc 4 es •fo mayor tamano. a) lambda !:!J:ndIII como 
marcador de peso molecular. 



que va de tl!ndIÍI a ªf~I y que ·contiene únicamente la secuencia que 

codifica para este gene en g.fQ11· La hibridizaci6n se hi:o en 

condiciones severas; 50~ formamida a 42° e y lavados hasta O.lXSSC a 

65° c. El resultado de est.e experimento, Fíg. 18, indicó que 

efectivamente el plásmido creado contiene el gene 2~EC de ~- !Yeb!· Este 

plásmido se denomino pVF27. 

El pVF27 se utilizó para ~ransformar la cepa de g.fgl! P678-54 

productora de minicélulas. Este sistema permite observar únicamente la 

expresión de proteínas codificadas por el plásmido (ver métodos¡ . La 

Fig. 19 muestra el resultado de este ensayo, donde podemos obse:rvar que 

además de los prodw::.tos del gene para la ¿-esistencia a Ap (diferentes 

formas de la )3-lactamasa con un PMA alrededor de 28 Kdl se producen dos 

bandas más, upa de aproximadamenté' 38.S Kd y otra un poco menos 

abundante de 2pr0Kimadamente 39.5 Kd. Estas dos proteínas migran dentro 

del rango del peso molecular aparente en el que lo hacen las porinas de 

g.s2li· El hecho de, que se produzcan dos bandas puede deberse a la 

presencia de gran cantidad del pépticto p1'ecurscr gue no se alcanza a 

procesar debido a la sobreexpresión del gene. 

Finalmente, en estudios posteriores.en nuestro laboratorio, se 

generó el mapa de restricción para una serie de enzimas que se muestra 

en la Fig. 20. 
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FIG. 16.- Hibridizaci6n del DNA del plAsmido cuatro digerido con ClaI 
(carril h) y f~!I (carril il contra el fragmento de 1.0 -Kpb 
del pMY111. Carriles h e i de la figura 17. 
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FIG. 19.- Análisis de las proteinas, marcadas con azufre-35, codificadas 
por el plasi::ido pVF27 (antes pHsmid•) 4 ¡ en m.inicélulas. La 
figura muestra la autorradio;raf1a de la electroforesis en gel 
de pol!acr1Lamida-SDS al 153. C!rril al marcadores de peso 
molecular; bl plás=ido pVF27; y el plasmido vector pBR322. 
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FIG. 20.- Mapa de restricción del plásmido pVF27. 
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CONCLUSION y·oISCUSION 

8asados en que los genes Q!1!EC. Q!1!EF. QfilEA Y Eh2E de g. fQ11 han 

sido aislados y caracterizados. y en el parentesco en-::re est:a bacteria y 

§. !YEhi. ambas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, en este 

trabajo fue utilizado el gene QffiEC de g. fQ1i como det:ector heterólogo 

de hibridización. Se asumió que entre el gene de a~bas bacterias 

existirían regiones de la tecuencia nucleotidica conservadas y 

variables, lo cual se ha observado para el gene Q!1!EA de cuatro 

enterobacterias diferentes !22). 

El gene QJ!!QC de §. !:tE!:!.i: fue locali::ado en DNA tor:al .jigerido '~on 

se 

la 

J:l&:lII, ·enzima que genera una banda de a¡:lroidmadarnente 3. O kpb corno 

muestra en la figura 9. Este experimento muestra de manera clara 

existencia de uha secuencia muy parecida a la qtJe porta el detector, ya 

que las cond.icíones de hibridizaci6n y lavado no permiten fácilmente la 

formación de híbridos inespeci!icos o que no conserven un buen 

porcentaje de hornologia. Además, la presencia de una banda unic3, de 

fuerte sefial radioactiva, índ~c~ qu~ no existen otras secuencias 

parecidas y que el fragmento identificado ccntiene la contraparte del 

gene de g. ~Qbl· 

Contando con un pátrón a seguir. se emprendió la búsqueda de este 

fragmento dentro del banco de fagos, iniciando con doce agrupaciones de 

cien fagos diferentes cada una. El total de fagos utilizados representa 

poco más de cuatro veces el genoma completo de §. ~:tEh1· asumiendo que 

esté es de un tamaño similar al de ~· S21i. lo cual da una probabilidad 

del 99?. de encontrar casi cualquier gene clonable dentro del banco (11). 

El DNA de las agrupaciones fue analizado por electrofor~sis y Southern. 

De este experiment:o se generaron varias bandas de hibridización lás 
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cuales en su mayoria fueron caracterizadas como produc~o de falsos 

positivos (datos no mostrados). Este fenómeno se produce a causa de la 

hibridización de una region que conserva homologia entre el vector 

pBR322 (el cual contiene la sonda utilizada) y fagos que presentan 

rearreglos en el fragmento dispensable y que por tanto escapan del 

sistema de selección positiva de recombinantes en la cepa 0359 (ver 

introducción). ~a banda no correspondiente a un falso positivo tenia 

tamaño similar a la observada en el genoma, por lo que esta agrupacion 

fue seleccionada para continuar el trabajo. 

Al hacer nuevas subdivisiones de menor número de fagos, con la idea 

de ir enriqueciendo.Ja clona de interés, la hibridizacion no generó la 

señal buscada. Este resultado inesperado nos llevo a plantear la 

posibilidad de que los fagos recombinantes que portaran genes que 
1 

tuvieran niveles altos de expresión, como lambda VFCl, resultarían poco 

viables. E:s'to debido a la muerte del huésped (por sobréacumulaci6n del 

producto, acaparamie~to de ribosomas para síntesis de proteínas, etc.¡ 

antes de que se cumpliera totalmente el ciclo lítico del fago en 

cuestión. Por lo tanto, ante la competencia de fagos que se 

multiplicaran más favorablemente, lambda VFC1 se diluiría entre la 

población total y su señal en la hibridización seria casi nula. Este 

f.enomeno también pudo haber sido la razón para la presencia de una señal 

tan débil en el primer experimento (fig. 10 A). 

Basados en lo anterior, se diseñó la estrategia descrita en los 

resultados, con la cual cada fago crecería de manera independiente sin 

competir con otros fagos. Esto además permitió hacer un uso mucho más 

eficiente del banco, de tal manera que ahora resulta más rápido 

localizar las clonas que porten alguna secuencia de !nterés. 
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A partir de 3qui la señal producida por el fragmento ~e 3.0 kpb se 

fue haciendo más intensa hasta que dos clonas fueron aisladas {Fig. 14 

Al. Ambas contienen esta secuencia, la cual durante los últimos 

experimentos fue detectada utilizando como sor.da el fragmento del pHYlll 

(.§g2I-tl:i:ndIII l que contiene únicamente el gene estruo::tural de la 

proteina Omp e de g. f21i· Esto apoyaba nuevamente que las clonas 

aisladas contenian el gene correspondiente de §. !YEbi· Es importante 

recalcar que los datos generados por hibridización no concluyen de 

manera contundente que uno obtiene lo que espera, pero, en el caso de 

estos experimentos, la ausencia otras señales y la inte~sida1 de la 

señal obtenida per~ten pensar que no se trata de un gene lejanamente 

parecido, sino uno que conserva regiones muy homólogas. A nivel de 

aminoácidos su función también pudiera· ser similar; pero tambien cabe la 
1 

posibilidad de que la parte variable les confiera funciones diferentes. 

Los estudios posteriores se enfocaron en caracterizar el producto 

codificado por Q~EC d~ §.. ~YEb! lfig.16 y 19). En un estudio se observo 

la expresión• de ~odas las proteinas codificadas por el fago lambda VFCl, 

en comparación a las del fago vector; y en otro se analizaron las 

proteínas codificadas por el plasmido pVF27, el cual se construyo 

subclonando el fragmento de ªg1II de 3.0kb en el pBR322. En ambos casos 

se pudo observar la expresión de una proteína de aproximadamente 38.Skd, 

la cual migra con un peso molecular aparente similar al .je la proteina 

Omp e de g. ~211 en un gel de po!iacrilamida. Lo anterior fundamentó mas 

la posibilidad de contar con un gene de §. ~YEhi para una proteina de 

membrana externa, en este caso Omp c. 

Es interesante cooentar, basados en estos resultados, que es 

posible expresar genes de §.. !YEhi en~- t2li y, por 0tro lado, que los 

niveles de expresión de la proteina Omp C de §.. !;.l!Ehi en este huéspea 
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son muy altos (hecho que no concuerda con lo esperado para.una proteina 

que en g. SQ1! se osmoregulal. Ello nos sugiere que las señales de 

regulacion del huesped no son reconocidas por el gene clonado; o que en 

§. !YEh!. l'a proteina no se regula bajo las condiciones de osmolaridad. 

Esto resulta altamente especulativo aunque seria de gran interés; ya que 

si la proteína se encuentra ~resente en la bacteria en cualquier 

condición de crecimiento, esto la postula como un buen candidato para 

ser un antígeno importante, ya que pudiera tener alguna funcion 

indispensable para la celula. Además. ello muy probablemente nos 

indicaría la existencia de una variabilidad importante entre los genes 

de estas dos bacteri,¡;_s. 

Estos postulados, junto con estudios posteriores corno la 

caracterización de la secuencia del:·. gene y de la estructura de su 

producto, sin duda aportarán información importante para atacar esr.a 

enfermedad. · Esto permitirá, mediante la identificación de zonas 

variables con respec~o a otras enterobacterias, diseñar sistemas de 

diagnóstico que puedan reconocer el a~ente causal de la fiebre tifoidea 

de DNA de manera 

utilizando 

i:iel gene. 

mediante 

especifica y rápida. Esto se ~ograr~a a partir 

oligonucleotidos que correspondan a las regiones variables 

como detectores en pruebas flourescentes o colorimétricas; o 

la utilización de los anticuerpos monoclonales para reconocer 

el antigeno en suero o en heces fecales, por ejemplo. La Justificación a 

todo esto es que actualmente no se cuenta con sistemas de diagnóstico 

que no generen respuestas inespecificas, como las reacciones febriles; o 

que no sean tan agresivas como el muestreo de médula osea, que además es 

muy lento. 

l?or último, hablar de vacunas es un tema muy delicado y 

pretencioso, ya que es dificil pensar que un solo antigeno pueda 
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conferir protección contra una enfermedad. Sin embargo, sí se puede 

discutir la posibilidad de que una proteína que muestra ser un antígeno 

importante, ya sea por su abundancia (como es el caso de una PME como 

0mp Cl o por la respuesta inmune que genera (lo que tambi6n ha sido 

observado para las PMEI, pueda llegar a formar parte de un conjunto de 

ant1genos que ~onfieran protección. De tal manera podria constituir 

?ª~~~ ds una vacuna acelular. 

Los estudios para este gene y su producto se están iniciando, y 

ha~ran de canalizarse en la secuenciaciOn del gene y de la proteína, y 

an el escudio de sus caracteristicas inmunogénicas. 
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SUMMAR'v 

Wc have isolatcd the structural gene for an outer membrane protein of Sa/111011e//a typhi, from a genomic 
library constructcd in bacteriophagc). )059, using the Escherichia coli ompC gene as a heterologous probe. E. co/i 
ompC codcs for an outcr rnembranc porc protcin (porin) that is induced preferentially at high osrnolarity and 
high tempcraturc. The S. typhi ompC-like gene was subcloned in pBR322 and introduced into E. co/i HB 101 
and into P.678-54, a miniccll·producing strain. In both strains it exprcsscd a 38.5-kDa protein, which was 
incorporatcd into the outer membranc cnvclope and comigratcd with an S. typhi outer membrane protein which 
was cxpresscd both al low and high osmolarity in vivo: 

---·------------ ·-~-----·-------·-----·-----

INTRODUCTION 

The cpidcmiology, clinical manifo~lations, 
diagnosis, bacteriology, pathogcncsis, pharmacology 
and irnmunology of typhoid fcvcr in man ha ve been 

Corwponúence w: Dr. E. Calva, CEllNGEBl/UNAM, Apdo. 
Postal SI0-3, Cucrnavaca, Morclos 62271 (Mexico) 
Tel. (52)(73) 17-27-99. 

Ahbrcviations: bp, base pair(s): kb, IOOO bp; ompA, gene coding 
for OmpA; OmpA, outcr membranc structure protein; ompC, 
gene coding for OmpC; OmpC, oulcr mcrnbranc porc protein 
(porin); ampf, gene coding for OmpF; OmpF, outer mcmbrane 
pore protein (porin); PAGE, pol)'acrylamide gel clcctrophorcsi•; 
SDS, sodium dodccyl sulfate; plwE, gene coding for PhoE; 
Phoí:. nutcr mcmbrnnc rore protcin (porin); SM, ~tabilizing 

mcdium, scc MATERIAl.S ANO METllODS, scction d; SSC, 
O.IS M NaCl-11.015 M Na·citrate pH 7.6. TAE, Tris-acetnle· 
EllT A clcctrophoresi• buffer. 

thc subjcct of a rcccnt rcview (Edclman and Lcvinc, 
1986). Duc to its significant incidence in dcveloping 
countrics and to the invasivc charactcr of S. typhi, 
thc causal agent of typhoid fcvcr, it is important to 
dcvclop a vaccinc to protcct against this diseasc. lt 
also would be of valuc to havc a vcry specific and 
scnsitive test for thc detection of antigen in body 
fluids. Currcntly available killcd wholc-ccll vaccines 
afTonl only limitcd protection and cause advcrse sidc 
clfccts (Tupa nnd Cvjctanovlé, 1975). An attenuatcd 
live ccll vaccinc, consisting of strain Ty2 I a, although 
without sidc · c!fccts, pro vides variable protcction. 
Also, prescnt diagnostic methods are not sufficicntly 
fast and rcliuble (Edelman and Lcvine, 1986). 

lt has bccn shown thnt outer mcmbranc protein. 
prcparations from S. typhimurium protect micc 
again,>t salmoncllosis (Kuusi et al., 1981; Udhaya· 
kunrnr and Muthukkarupan, 1987a); also a purilicd 
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porin clicits dclayed-type hypcrsensitivity (Udhaya· 
kumar and Muthukkarupan, 1987b). In addition, 
patients with typhoid fcver gencrnte antibodies that 
recognize S. typhi outer mcmbranc proteins (Calde
rón et al., 1986). Thus, outer membrane proteins 
could serve as protcin antigens in a cellular or 
acellular vaccine, or in a rapid diagnostic assay. 

E. coli outer membranc proteins have been well 
charactcrized. Genes for the major porin proteins 
OmpC, OmpF and PhoE, which allow membrane 
permeability, have been cloned and sequenced. 
These porins are very abundant, form dilfusion pores 
for small solutes (less than 400 to óOO Da), and serve 
as receptors for phages and colicins. OmpF and 
OmpC are rcgulated by the osmolarity and tempera· 
turc of the growth medium. OmpC is preferentially 
expressed at high osmolarity (100-300 mM NaCI), 
wherc OmpF levels are very low. PhoE is induced at 
tow phosphale concentrations; it shows selectivity 
for anions over cations and is proposed to participate 
in the se,avenging and passage of phosphorylated 
compounds across the outer membrane. In contrast, 
OmpF is cation-selective; the permeabitity prop
erties of OmpC are similar to those of OmpF, except 
liuil il forrns thr smal!est pores of ali three protcins. 
In addition to an OmpD protein, S. typhimurium 
contains OmpF, OmpC, and PhoE proteins similar 
to those found in E. co/I; although their correspond· 
ing pore sizes appear to be -larger (rcviewed by 
Nakac, 1986). So far, the gene for the S. 1yphimur/11m 
structural (non-porin} out~r membram: protcin, 
OmpA, has bcen the only omp gene characterized 
from the Salmonella genus (Freudl and Cole, 1983 }. 

No characterization of the physiological transport 
properties of the S. typhl outer membrane proteins 
has been reported so far. A purification scheme, 
sorne physicochemical properties, and a hemolytic 
elfect have been described (Calderón et al., 1984). 

Based on lhe fact that Gram-negative bacteria 
contain porins with similar characteristics to those 
found in E. cofi (Nikaido and Vaara, 1985), we have 
undcrtakcn the task of identifying. isolating and 
charactcrizing the genes for S. typ/11 outer mcmbnmc 
proteins using E. co/i porin genes as hctcrnlogous 
probes. In this paper we describe the isolation and 
initial characterization of an ompC-like outer mcm
branc protcin gene from S. typhi. 

MATf:RIAt.S AND METllODS 

(a) Strains and plasmlds 

S. t}phi IMSS-1, a 9, 12, d, Vi serotype clinical 
strain isolated from a patient with typhoid fever, was 
kindly provided by Dr. J. Kumate and coworkers 
from the Instituto Mexicano del Seguro Social, 
Mexico City. S. typhi strains Ty2 and Rawlings (both 
of scrotype 9, 12, d, Vi}, and S. typhimurium strains 
NCTC74 (Mutton) and CDC6516-60 were ali 
obtained from the American Type Culture Co!lection 
(Nos. 19430, 167, 13311 and 14028, respectively). 
Seventecn S. typhi clinical isolates ofthe MK serie~ 
were· kindly provided by Dr. G.M. Ruiz-Palacios 
and coworkers from the Instituto Nacional de la 
Nutrición, Mcxico City. E. coli HB 1O1, Q358, Q359, 
P678-54 and bactcriophage cloning vector A. l059 
have bcen described (Bollvar and Backman, 1979; 
Karn et al., 1980; Dougan and Kehoe, 1984). Plas
mid pMYI 11 (Miz.uno t:t al., 1983), carrying E. cofi 
oÍnpC was kindly supplied by Dr. M. Inouye; plas· 
mid pBR322 (Bollvar et al., 1977; Balbás et al., 
1986) was a gift from Dr. F. Bollvar. 

(b) Construction of li Salma;;cl!:: :;-p.~i ::en~ library 

S. typhitotal DNAfrom strain !MSS· I was isolat
ed as described by Betlach et al. (1976). Fragments 
of 10-20 kb from a partial Sau3A digest were intro· 
duccd into the BamHI siles ofbacteriophage Ai059 
as described by Karn et al. ( 1980). Recombinant 
phages wcre gcnerí\ted by in vitro encapsulation, 
using commercially available packaging extracts 
(Packagene, Promega Biotec, Madison, WI) and 
plated onto E. col/ Q359. 

(e) DNA bybrldlzatlon 

Plasmid pMYI 11 was uscd as a hetcrologous 
probc. lt was purificd fol!owing standard procedurcs 
(Bolívar and Backman, 1979), and label~d with 
(a·nP]dCTP (>3000 Ci/mmol; Amersham Inter
nutional, Amersham, U.K.) to 108 cpm/¡1g using a 
commcrcially availablc nick-translation kit (Amcr· 
shnm lnlt:rnational, Amcrshmn, U.K.). Total ge
nomic S. IJphi or rccombinant bactcriophage ,\ DNA 
wns digested using rcstriction cndonucleuscs (Pro
mcgu Biotcc; Madison, WI). Thc rcsulting fragments 



were separaled by agarosc gel cleclrophoresis and 
Soulhcrn·blotted onto nitrocellulose filtcrs 
(Schlcichcr & Schuell, Kecne, NH) (Southem, 
l 97S). Unless otherwise stated, the lilters were pre· 
hybridized for 1 h al 42ºC in 6 x SSC, 10 x Den· 
hardt's solution (0.2% ench of Ficoll, polyvinyl 
pyrrolidono and bovine serum nlbumin), 0.1 mg/ml 
of sonicatcd calfthymus DNA and 40~~ forinamide, 
They were hybridized with 1 ml/lane of the same 
solution plus 0.1 % SOS, 1.0 mM EDTA and 106 

cpm/ml oflabeled plasmid at 42ºC for 18 h. Subsc
quently, the lilters were washed four times, 15 min 
each, with 1 x SSC al 65 •e, dried, and cxposed for 
autoradiography to Kodak X·OmntK film using en
hancing screens. 

(d) Screcnlng of the bacterlophagc gene llbrary 

Two thousand rccombinant bacteriophagc 
plaques werc scedcd onto lawns of E. coli Q359. Per 
pelri dish 24 phagcs were inoculated; this was done 
in duplicate. Onc copy of each pool of24 phagcs was 
eluted with SM (0.1 M Tris·HQ pH 7.9, 0.15 M 
NaCI, O.O 1 M MgCl2, and 0.1 ~!,, gelatin). Aliquots 
from six pools weré used for infccting 200 mi cultures 
by thc preabsorption-dilution-shaking method de
scribed by Blattncr et al. (1977). Bactcriophage 
DNA was prepared from thcse cultures, rcstrictcd 
with Bg/11, Southern-blotted, and hybridizcd with a 
"P-labeled pMYI 11 fragmcnt carrying only the 
E. coli ompC gene. One group of bacteriophages, 
containing the appropriate hybridization signa!, was 
further analyzed in the samc manner by preparing, 
succcssivcly, DNA from individual pools and from 
individual bncteriophage. 

This screening stratcgy allowcd for the adequate 
representation of slow-growing bactcriophages and 
the probíng of S. typhi cloned DNA without interfer· 

. ence from hybridizing E. cali DNA. As control, the 
bacteriophagc Southern blots wcre probed with np. 
labeled pBR322, to discard any false-positíve signals 
from rearrangcd J.1059 DNA (Schoenberg, 1984). 

(e) Plasmid subcloning and minlcell nnalysis 

Standard procedurcs (Maniatis et al,, 1982) wcre 
followcd for subcloning DNA fragmcnts from rcc
ómbinant bacteriophage J.1059 into pBR322; and 
for subscquenl transformation inlo E, co/i HB 101 or 
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thc minicell-producing E. coli P678-54. Minicells 
werc purified, pulse-chased with [ 35S )methionine, 
andanalyzedby0.1% SDS-15% PAGEasdesi:rib· 
ed (Dougan and·Kehoe, 1984). 

(f) Preparation of outer membrane envelopes 

Cells were cultured ·in nutrient broth. (Bacto· 
nutrient broth; Difco, Dctroit, MI) according to 
Nara et al. (1984). Triton X·IOO insoluble envclope. 
fractions were obtained as described by Matsuyruna 
et al. (1984). 

RESULTS ANO DISCUSSION 

(a) lsolatlon of tbe Salmonella typhi ompC·llke 
gene 

Plasmid pMYI 11 hybridized to n 3.0-kb band of 
S. typhi genomic DNA cleaved with Bg/11(Flg.1). 
This was not obscrved when pB R322 vector or other 
E. coli outer membrane protein genes (ompF, ompA 
and phoE), were used as probes (not shown). 

Screening ofthe S. typhi genomic library gave two 
recombinan! bacteriophages which carried the 3.0· 
kb Bg/11 band (Fig. 1 ). They gavc lower titers with 
respect to thc bulk recombinan! bacteriophage popu· 
lation; this could be duc to a dcleterious e!Tcct on the 
host E. coli cclls caused by the overexpression of a 
cloncd outcr membrane protein gene (see below, 
scction e). · 

One phage, ). VFC 1, was cho sen for furthér. analy
sis. The 3.0-kb band was subcloned in to the Bam HI 
site of pBR322 to construct plasmid pVF27. This 
subclone has the structure shown in Fig. 2. 

(b) Expresslon and mapplng 

Derivatives pVF271, pVF274 and pVF275, 
containing smallcr fragments of the insert as shown 
in Fig. 3A, werc used to transforrn an E. coli mini· 
cell·producing strain. Thc proteins exprcsscd by 
thcse plasmids in minicells wcre labeled with 
('5S]mcthioninc, subjected to SDS-PAGE, and. 
analyzcd by autoradiogra¡ihy (Fig. 3B). Plasmids 
pVF27 and pVF271 produccd a vcry intense 38,5· 
kDa protein anda lcss intc·nsc 39,5-kDa protein. The 



78 

kb 

23--

9.4-
6.6--

4.4---

2.3--
2.0--
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b e d 
, Fig. l. Autoradiograph ofthc hybridizatlon of(a, b) "P-labcled 

plasmid pMYI 11 (carrying E. co/I ompC) to Southern blots of 
total gcnomic s. typhl DNA (3 µg) cut with Bg/11 (Jane a) or 
Bglll + BamHI (lane b); and (e, d)m the Hindlll·Scal "P· 
labeled fragrnent from pMY 111 to purified recombinan! phage 
lVFCI (lancc)and lVFC2(1ancd)blotted DNA (1 µg)cut with 
Bglll. DNA M, markcrs are indlcated In kb, and correspond 10 

wild·type A ÓNA digestcd wilh /llndlll. Eleclrophorcsls was 
done at 100 V for 2 h through 1 i', l.S·mm !hiel< agorosc gels in 
TAEbuffcr(40mMTris·acetate,2mM ED_TA,pH 8). The DNA 
was .transfcrred in 6 x. SSC to nltrocellulosc membranes; and 
then hybridlzed as dcscribed In MATERIALS ANO 
METHODS, sectlon c. The rndloactivc probes hnd a spccific 
aclivity or to' cpm/µs of DNA. 

other two constructs, pVF274 and pVF275, did not 
express these proteins nor truncated forms. Ali the 
plasmids generated the P·lactamase (BL) vector gene 
product in its different forros of around 28 k Da. 

To find n smaller fragment containing the wh,ole 
ompC-like gene, Southern blots of different rcstric
tion fragmcnts ofthe 3.0-kb Bg/11 band were hybrid
ized to tho purified Hl11dlll-Scal fragment of 
pMY 111 encompassing only E. coli ompC (Mizuno 
et al., 1983). Rcsults of these cxpcriments are shown 

e 

pVF27 

~··11-' 
\\9"\'' 
scol·I 
Hpol-2 

Fig. 2. Circular rcstrictlon mnporplasmid pVF27, which carrlcs 
the S. 1ypM ompC·likc s•nc. The lnscn DNA I> shown as a hcavy 
line; thc thln linc rcprcsents pBR322 vector DNA. When thc 
3.0-kb Bg/11 fragment rrom AVFCI is llgatcd to the pDR322 
digestcd with Bamlll, both restrlctinn siles are lost in the 
recombinan! plasmid pVF27. i:tic scale is In kb. 

· in Fig. 4. lt can be inferred that the 1.3-kb fragment 
that spans the region from the A.mil to the Hpal-2 
site contains thc entire ompC-like gene sincc th~re 
were no hybridization signals·obscrved in fragmcnts 
pictured to the left of the Asu 11 site or to the right of 
the Hpal-2 site. Thercíore, considcring that the 
ompC ·like gene is locnted townrds thc len sidc of thc 
3.0·kb Bg/11 fragment (Fig. 4), and sinee no protein 
is generated by pVF274 plasmid (Fig. 3), wc deduce 
that !he start of transcription lies to the right of thc 
Pvull site, possibly in the 0.25-kb llpal-Hpal frag
ment. This implies that the direction of transcription 
proceeds to'the left, from tite Hpal-2 to A.mil restric· 
tion sites. Based on the apparent M, of the protein 
product, the structural gene should lit between thesc 
two siles. 

Comparison ofthe S. typhi ompC-like gene with its 
countcrpart in E. co/i (Mizuno el al., 1983) revcab 
lhe conscrvution ofthe Pstl, Pl'ull, and Sral restric· 
tion ·Si tes in lhc structural gene. In contrast, therc .are 
two Hp11l sites in S. l)pfri thnt :ue absent in E. ,·o/i. 
Sites for l:'coRI und Bg/11 in E. coli are missing in 
S. typ!ri. 
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Fig. 3. ,Analysis ofplasmid pVF21 and ils producls. (A) Diagramsofplasmids pVF21 and ilsderivalivcs, pVF211, pVF274, '1nd pVF175. 
1110 S. t;phl DN/\ insem are sho\\n as lhick lines; !hin lincs roprcscnt pBR322 DNA. DNA lht1l is mi>Sing in eaeh plasmid is shm111 
as gaps. Plasmids eoding for lhe OmpC·like prolcin are indicalcd with an OmpC' 0)1111búl. Delc1ion mutan! plasmids of pVl'27 werc 
constructed digeSlingpurificd pVF27DNA withAmll + C/111, P•11ll, or EcoRV. Allcr subscquent ligalion uflhe lurgcsl purilied fra¡¡mem 
oí each rc:>triction pattern, the DNA prcparations wcre transformcd into strain HB 101, sclecting lnr ampit.:i\lin-rcsistal\l colonics. 
Plasmids pVF211, pVF274 and pVF215 werc sclcc1ed for furthcr characleriialion in miniecll·producing E . .-oli P618·54. Siles for A.rnll 
and C/al are losl in pVF211. Pl'Ull und EcoRV siles are regcneratcd in pVF274 and pVF275, rcsp<oti\cl)'. (11) /\utorudiogrnph of 
"S·labcled proteins produccd in minicells containing plasmids pVF27 (lanc a), pVF271 (lunc b), pVF274 \lance), ond pVF215 (lanc 
d). Thc apparcnt protcin M,s are indicnlcd in kDa; BL rcprcsenls th' p.lactamase plasniid products. fapl'rimontal dctails wcr< ª' 
dcscribed in MATERIALS ANO METllODS, scction e. Bricíly,minicells l'arrying cach plasmid wcro purificd by ccntrifugation 1hrou~h 
20'l', sueroso grndicnls: thcn. plasmid·spccific products wcrc pulse·labclcd with 2.0 ¡1Ci nf ( "SJmcthionir.e l> 800 Ciínunol; Ammham 
lnternationnl, Amcrsham, U.K.) for JO minal 37'C, and rcsuspcnded in 10', glyc<rol. 5~; P·mcrcaplocthanol. 3 ', SOS. 0.125 M Tri• 
lPll 6.8). 0.1 '.;, hrnmnphcnol bluc; boilcd (95'-IOO'Cl for 5 min ood 1hcn analyscd b)' 0.1 ~'• SDS-15º. PAGf; al 40 mA for 4 h: the 
gel was dricll ami cxpo'icd to X·ray film. 
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Fig. 4. Restric1ion mapofthe 3.0-kb Bglll insen of S. t.•Phi DNA 
con1aincd in pVF27. The segmcn1s lhat hybridizc wilh lhc 
l/indlll·Scal frogmcnt of pMYI 11 (E. co/I ompC) aré indicated 
wilh nslerisks. 
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(e) An:ilysls or outer membrane envelopes 

Analyzing thc protcins that constilute thc outer 
mcmbrune cnvclopc of S. typhi (Fig. 5, lancs a and 
b), it can be obscrvcd that the ompC-likc gene 
product (lanc c) comigrates with a 38.5-kDa protcin, 
which is cxprcsscd under low and high osmolarity 
conditions. This may indicatc that rcgulation of the 
OmpC·likc protcin in S. typ/ri differs from that in 
E. coli sincc thc latter is prefercntially expressed al 
high osmolarity (Hancock, 198.S). In contras!, the 
prcsencc of a 37-kDa protein in the outer mcmbrane 
of S. typhi is almost complctely repressed at high 
osmolarity (Fig. 5, lane a), behaving in an E. co/i 
Omp F-like manncr. 

-
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fig. 5. Electrophorctic pattern ofCoomnssie brillinot bluc·staincd ou1cr mcmbraoc pro1cin preparalions, scparatcd by 0.1 % SDS-15% 
PAGE, from: S. typhl IMSS·I grown in nutricnt medium in lhc prescncc (lane a) or abscnce (lanc b) of20% sucrose; E. co/i HBIOI 
(lancs d, e) and P678-54 (lancs f, g) grown in nutrienl medium in lhe absencc of sucrose carrying (lancs d, f) or nol (lanes e, g) pla>mid 
pVF27. l.anc e corresponds lo a total cell cxtracl of E. co/i P678'54 minieells harboring pVF27. The outcr mcmbranc protcin prcparations 
wcre obtalncd as follows: cclls wcrc grown lo late logarilhmic phase.nl 37'C in lhe appropriatc culture medium. Cell• wcrc wa.shcd, 
rcsuspended in 10 inM Na, llPO, (pfl 7.2) and disrupted by sonicalion. The mcmbrunc fraction was rccovcrcd by ccmrifugntion al 
40000 rcv./min in !he Beckmnn Ti70 rotor for 30 min and lhen rcsuspendcd in 2% Trilon X·IOO, 10 mM Na, HP04 (pH 7.2). Afier 
lnoubation al 37'C for 15 mio, lhc Triton X·IOO·insolublc fraclion was rernvcred by ccotrifugation al 40000 rev./min for 30 min. This 
pellc1 was flnnlly wnshcd in IO mM Nu,HPO,, (pH 7.2) and resuspcndcd in 1 :i. SDS, 1 % P·mercaptoelhanol, IO M urca, and 0.005~, 
bromophcnol blue. lt was boilcd for 5 min and analysed by 0.1 lo', SDS-15 ~; PAGE ul 40 mA for 4 h. Protcin molecular weighl markcrs 
are indicaled in kD•; lhey correspond In dcsccnding order lo plasmo bovinc albnmin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), glyceraldchyde-3· 
phosphalc dehydrogennsc (36 kDa), and carbonic uohydrÍm (29 kDa). Thc urruw nt 38.S kDa indica1cs thc apparcm M, ob1ained for 
thc OmpC·like proteio. 



SDS-PAGE analysis oflhc outcr membranc pro· 
teins, purilied from the two E'. coii strains con!aining 
pVF27 (Fig. 5, Janes d and f), showed that the cloned 
38.S•kDa OrnpC·like protein is incorporated into the 
outcr mcmbrane ofits host. The absence of the 39.5· 
kDa band (Fig. 3B}in outermembrane preparations 
suggests that it muy correspond to an unprocessed 
precursor of the OmpC·likc S. typhl protcin, still · 
carrying the unclcavcd leadcr seq"ucnce. In É. co/i, 
thc S. t)phi OmpC·like protein appears as one of thc 
most abundan! outcr membranc protcins (Fig. 5, 
Janes d nnd f); intcrcstingly, the presencc of sorne 
endogcnous proteins is .lowcred as comparcd with 
Fig. 5, Janes e and g. This might be duc to the fact 
that the cloncd gene is highly cxprcsscd, as .evidcnccd 
by thc predominan! presence of its protein product 
in a total cell extract (Fig. 5, lane e). Thus, the multi· 

··; 

e 
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copy gene and its product could possibly be compel· 
ing favorably for exprcssion or proccssing and 
mcmbrane transport factors, respcctivcly. 

(d) Prcsence of the gene in dirferent strains 

The fact thal the 38.5-kDa protcin is cxpresscd in 
S. typhi under both osmolarity conditions may be. 
relevan! to the bacteria in the environment providcd 
by their natural host. We believe that this protein is 
a suitablc candidate to be expressed in the serum 0f 
patients with typhoid fever, since the osmolarity of 
human serum is high (0.9%; or 150 mM, Naa is 
ncarly equivalcnt to 10% sucrose; Nikaido and 
Vaara, 1985). In this respcct the S. typhl ompC·likc 
gene is present in ali 17 clinicnl isolates tcsted and 
also in S. typhi and S. typhimurium reference strains 

• 
f g h 

Fig. 6, Autoradiograph of thc hybridizntion of thc S. t¡phl "P·lnbclcd Sc.1 l·Amll fragmcnt from pVF27 to Southern blols of Bglll-cut 
DNA from: S. 1,1pliimurlum •train CDC65l6·60 (lnne a); S. 1yphl clinicnl i•olatcs MK20 (laitc b), MK24 (lance). MK27 (lanc d). slrains 
IM>S·l (lance), Ty2 (lancs f. i) and Rawlings (lanc g); and E. col/ Q3S9 (\anc h). Lunes a-g contain 3 µg and lancs h-i 6pg of DNA. 
l'..<pcrimcntal dctnils wcrc » demibcd in RESUt.TS AND DlSCUSSlON, scction d, Elcclrophorcsis and lransfer ofthc gel wercdnnc 
as d•mibcd in lhc legend lo Fi~. l. llybridization was done with 5 x 101 ,·pm/lnne in n solution contalning IJ,l M Na2HPO,-NaH,PO,. 
(pfl 7.S), 5 1. SSC, 10 ., llcnhardt's >tllution (scc MATERlALS AND ~IETtlODS, sr.ction e) and t00¡1B/ml ofsonicntcdcalfthymus 
DNA, al 6S"C for 18 h; then wnshed down to O.l x SSC, O.l~~ SOS nt.65'C and cxposcd far nutoradiography 10 Kodak X·OmatK · 
mm using cnhancing scrccn~. ' 
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(see MATERIALS ANO METHODS, section •). Rcpre· 
sentative hybridizations, to illustrale this point, !11'º 
shown in Fig. 6. Hybridization ofthe S. typhi ompC· 
lil:c gene probc was done under stringent conditions 
(0.1 M Na2HP04·NnH2P04, pH 7.S, S x SSC, 
10 x Denhardt's solution, 100 µg/ml sonicatcd calf 
thymus DNA, 6SºC, 18 h; with washes down to 
0.1 x SSC, 0.1 % SOS, at 65ºC); ínterestingly, no 
signal is obtaincd withE. coli DNA (Fig. 6, lane h). 
lt remains to ~e seen if the rcgions corresponding to 
exposed epitopes are conserved among the various 
S. typhi clinical isolíltes. 

(e) Coacluslons 

Comparison of the N termini of thecloned OmpC· 
likc protein and ofthe 38.S-kDa protcin cxpressed by 
S. typhi in vivo should unequivocally establísh their 
identíty. Knowlcdge of. the nuclcotide sequence of 
the structural ompC-like gene should confirm thc 
genc-product relationship. 

Lcamíng about ouier membrane protcin gene 
structurc and function should allow the ídentification 
of cxposcd epitopcs in the protein products (Freudl 
and Cole, 1983; Freudl et al., 1986),and indetermin· 
ing íf a!.IY ofthetn are species-spccilic. The possíbility 

• of ovcrexpressing the outer membrane proteins, per· 
haps in a minicell systcm, should prove useful in 
protcction experiments; large ll!l}Ounts ofthc protein 

· · of interest should aid in gencrating monoclonal anti· 
bodies that could be u~ed in immunodíagnosis. 
Aside frollJ possible biotechnological applications, 
we ate intcres!etl in exploring the role of S. 1yphl 
OmpC protein in the humoral and cellular immunily 

. events. of typhoid fever. · 
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