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INTIODUCCION 

Sin duda, en la actualidad muchas lineas de investigación 

cientifica están enfocadas en la generación de información que ayude a 

la resolución de algún problema de salud. En especial, las 

enfermedades infecciosas son las que han levantado un gran interés en 

el desarrollo de sistemas adecuados de prevención y diagnostico. Estos 

enfoques han tenido un gran desarrollo gracias a la aparición de 

tecnologias modernas de la biologia molecular, la cual ha tenido 

avances sin paralelo en la última década. El surgimiento de las 

metodologias de DNA recombinante ha permitido obtener adelantos en el 

estudio de determinantes esenciales de virulencia e inmunidad de 

microorganismos infecciosos. Asimismo, ha abierto la posibilidad de 

que estos determinantes puedan ser útiles, a través de la manipulación 

del gene que codifica para ellos o del producto mismo, en la 

generación de sistemas de detección y vacunación. 

Nuestro laboratorio ha tenido el interés de generar este tipo de 

conocimientos, para atacar uno de los principales problemas de salud 

que prevalecen en este pais, la fiebre tifoidea (FT). 2!!!2D~!!! ~~2bi 

es el agente causal de esta enfermedad entérica de car~cter invasivo. 

Las generalidades sobre esta enterobacteria y los aspectos más 

relevantes acerca del campo, como su iaportancia y los principales 

avances y conocimientos obtenidos a la fecha, son revisados en el 

apéndice I que se presenta a continuación (3). Aqui, se abarca la 

descripción .del agente causal, la descripción clinica de la FT, la 

epidemiologia, la patogenesis, el desarrollo de vacunas y sistemas de 

diagnostico, y la perspectiva en biologia aolecular. 
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Uno de los objetivos generales de nuestro laboratorio es el 

iniciar la caracterización de anticenos de superficie de §~t~eb!· 

Ello, partiendo de la base que proteinas expuestas en la superficie 

son antigenos candidatos para detección o vacunación. Los objetivos 

particulares de este proyecto fueron la clonación del gene para la 

proteina de aembrana externa (PME) OmpC, la caracterización inicial de 

este sene y su producto, y el inicio de la determinación y an611sis de 

la secuencia nucleotidica. 

Esta información preliminar deberé servir de fundamento para 

evaluar, con estudios posteriores, la utilidad de esta proteina, o de 

su sene a nivel clinico en la detección, dia1nóstico, control y 

prevención de la FT. 

Introducciones 1enerales a las caracteristicas de la aembrana 

externa <ME) de las enterobacterias, en especial a la de §~g2!! y 

§~tleb!!Yt!Ym• así como a las del cene 2mEC de §~g2!! y a la proteina 

Omp e en §~g2!! y §~!leb!!Yt!Ym. han sido realizadas por nosotros 

(11,35) y por otros (29,30). 
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ANTICIDINTIS 

Hasta ahora, los antecedentes producidos por nuestro grupo de 

investicación en el estudio de la biologia molecular de §~t~2n!. son: 

-La clonación de los cenes para las proteinas de membrana externa 

(PHEs) OmpF y PhoE (35,36). 

-La clonación del gene para la enterotoxina SE (10). 

-La caracterización preliminar de las PHEs como inmunógenos 

durante la infección (A. Verdugo, comunicación personal). 

-La clonación y caracterización del gene para la PHE OmpC 

(11,37). Parte de este trabajo es presentado en esta tésis. 
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CHALLENGES BioEssays. 9 (5) 1988 

Research Opportunities in Typhoid Fever: 
Epidemiology and Molecular Biology 
Edmundo Calva, Jose Luis Puente and Juan José Calva 

·>su111M~r~ 
Ir is es1ima1ed 1ha1 lyphoid fet'er (TF) 
annual(r ')jfecrs more 1han }} mil/ion /a, 
persons. wor/dK·ide. TF is 1he resu/1 o/ a 
generali:ed infeclion b,r lhe enlero· 
bac1rriu111 Salmonella 1yphi. Pa1ien1s 
wi1h TF, mos1 of whom live in deve/oping 
cou111ries hal!f' impaired acrivi1y for 
!el'eral weeks resu/ling in an impor1a111 
loss ·in produc11rii1y and we/fare. Dea1h 
may occur, 'll'ilh 1he single mos1 frequenr 
cause being in1es1ina/ perfora1ion. While 
1he firsl priorily musl be 10 deve/op berrer 
n1e1hods of disease pre1,e111ion. lhere is 
a/so an urgenl need 10 del'ise easy, 
accura1e, and inexpensi1ie diagnos1ic 
assays 1l1a1 wi/I alloK· early rou1ine 
dis1inc1ion of TF from 01her febrile 

· ·· illnesses. Research on TF offm 1he 
oppor1uni1y 10 explore many aspecls of 

· · pa1hogenesis and 1he hosl immune re· 
,,_ sponse. as we/l as 10 conrribu1e 1oward lhe 

. deuelopmen1 of new vaccines and diag· 
nos1ic labora1or.r 1es1s. 

·•· C1u11I Agent end Clinicel 
Oeacription of Typhoid Fever 

The terrn typhoid derives from 1yphus 
and from the suffix 'oid ', and means 
simply 'like·typhus '. Typhus is a Greek 
word and signilies 'smoke • or 'misl'; il 
was probably firsl used for describinl! 
febrile illnesses that cause mental aber
rations. lt is now known thal typhoid 
fever (TF} in man is the clinical mani· 
festation of a 1eneralized (systemic) 
infection by Sa/mone//a 1yphi, a 11ram· 
ne11ative enterobac1erium tha1 enlers 
the body via the gas1roin1es1inal 1rac1, 
usually via in1es1ion of food or water 
conlamina1ed by human reces. 
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S. 1yp/1i bclong~ 10 lhc serotypc 
9.12.d. Vi. 11 is delined by lhe su@ar 
rcpcal unils (9.12) of lhc O anli@en. 
loca1ed in the outcr membrane lipo· 
polysaccharidc (LPS); lhe H anli¡,!en (d) 
cons1i1u1ed by lhe flagellar protein 
(flagellin); and the K capsular poly· 
saccharide an1igen (Vi). (The Salmonel/a 
genus was describcd lirs1 by T. Smilh. 
working in lhe laboratory hcaded by 

-~D. E. Salmon.) 
The incuba1ion period of TF. al· 

1hou¡,!h \•ariablc according 10 lhe in· 
·- fec1ing dose. is usually around 10-14 

days. During ccrlain s1ages of lhe 
disease, S. ryphi circula1es in the blood 
(bacleremia ). from where i1 can be 

- isolated for diagnostic purposes. Fever 
: is the main clinical manifestation ofTF, 
· and can produce lemperaturcs of 

_ 39-40 ºC during the lirsl 3-8 days after 
: onse1. Commonly. accompanying fever 

.: there is intense headachc, gcneral weak· 
ncss. and diarrhea. as well as nausea, 

.~ vomiling. loss of appetite, abdominal 
: pain, chills, cough. and muscular ache. 

··' The most frcquenl complica1ions are 
"intestinal hemorrhage, severc blceding 

·- disorders, and inflammatory changes in 
1he liver. Although less frcqucnt, in· 

·• 1cs1inal perforation may also occur, " 
. contributing.to the approximatcly"25 ~º ' 
. ; of deaths associatcd wilh the illness. 
... ; General weakncss, abdominal pain, and 

liver and splcen enlargement are usually 
-·· detccted upon physical examination.'"' 

Without spccilic antimicrobial treat· 
- ment thc discase follows a prolonged 

course, of 3-4 wceks aftcr onsc1, and 
·-: symptoms slowly recedc if therc are no 

• complications. Sustained fcver is 
·- common during the second and third 
... wce'k of diseasc, decreasing slowly aftcr· 
· wa¡·ds. Fortunately, nowadays various 

_, cfl'ec1ive antimicrobial agents are avail· 
able. The trcatmcnt of first choice is 

.. , chloramphenicol, administercd al 50 
. mg/kg/day in four doses for a minimum 

··· of two wceks. Ampicillin (100 mg/kpj 
day in four doses) or cotrimoxazole 
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(320 mg trimelhoprim/600 mg sulpha
methoxazole/day in 2 doses) are also 
used. More recently. other an1ibio1ics 
such as lhird generalion ccphalosporins 
or new generation quinolones have 
proved to be useful. • Even wilh anli· 
biotics. convalescencc withoul compli· 
ca1ions produces impaired activity in 
palients for al lcasl lhree weeks. with a 
subs1antial loss in productivity and 
increase in medica! bilis. 

01her Salmonel/a cause gastroen· 
1eritis (' food poisoning ') and para
lyphoid in man, with headache, chills, 
abdominal pain. nausea, vomiling. and 
diarrhea; the symploms appcar 8-48 
hours· after infection and last for 1-4 
days. In contras! to TF, blood cultures 
are rarely positive and diagnosis is 
made by isolating the microorganism 
from slools. S. 1yphi111uriu111 is a leading 
cause of such gastroenteritis. and pro· 
duces in micc an invasive enteric fever 
that rcsembles TF in man. 

Epidemiology 

lt is estimated that there are 12'5 million 
cases ofTF annually (excluding China). 
This represents an incidencc of 365 pcr 
100,000 of the total population, and of 
540 per 100,000 inhabitants of the 
developing world (0·5 %). The world· 
wide case-fatality rale is around 1 ~0 .• 
Persons shedding S. typhi are the main 
source of con1amina1ion. Chronic car· 
riers can excrete as many as 1010 organ
isms per gram of reces. lt has bcen 
eslimated, for instancc, that there are 
694 carriers per 100,000 habitants in · 
Santiago, Chile.'·' 

Epidcmiological data from Mexico 
(1980-7) show an annual incidence rate 
ranging from 0·01 to 0·02 %. The data 
was obtained from the seneral open 
population that secks medica! care al 
govemmenl-supported clinics and hos
pitals10 and from the population affili· 
ated 10 the Mexican lnstitute for Social 
Security, which is more than one third 
of the total population.11 Nevertheless, 
these figures probably represcnt a lower 
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·estimatc. due to undcrreportin~. Sorne 
cam are probably not dia~nosed pro· 

-perly and others are treated at home 
without medica! care or by private 
physicians who uncommonly repon 

_.them to the national health oflices. 
In Mexico the case-fatality rate is 

·Similar to that which is found world
wide. Furthermore. most cases appcar 

-:durin¡¡ the rainy months of April 
.through·Octobcr.••. ~ J! 

lt is thought that in very poor sanitary 
conditions it is primarily small children 

- who are mostly affected. 1 although it 
.. . appcars that children less than two 

ycars old have bcnign infcctions.11 In 
-Mexico. reported affected children 

under five ycars of age represcnt only 
·around 5 ~. of the cases; 50 ~. cor
respond to individuals in the age bracket 

-:of 15 to 44 ycars old.10
·11 In 1979, 

Mexicans in these age-brackets rcpre· 
.. · sented 18 and 41 ~. of the population. 
__ respcctively. Other reports indica te that 

typhoid patients in developing countries 
? .... have a mean age of 16 ycars,' and are 
• mostly in the age range of 5-19 years 
---old." For cases involving intestinal 

. pcrforation, the mean age is 22 ycars.• 
Studies with volunteers in the U.S. 

showed that the attack rate and the 
.... mean incubation pcriod are dependent 

on the infective dose. With an infective 
· ... dose of JO' microorganisms, the attack 

rate was 38 ~º and the mean incubation 
-·· period was 13 days, while with 1 O' 
... organisms the respective figures were 1 

90 ~º .and 6 days. 

__ .. Pathogenesis 

No experimental animal model has 
bcen found for the study of S. typhi 
pathogenesis. This fact poses a challenl!e 

- and sorne extrapolations have to be 
made from investigations on micc in
fected with S. ryphimurium. 

lt has becn shown that S. typhimurium 
goes across the intestinal epithclial cell 
!ayer through M (' Membranous ') .O. 
~· invadinl! Pcyers patches,,ffiO~ 

~- · ~ Te&ches the reticuloendothe~ial sys-
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tem, prolifcratin~ insidc the macro· 
pha¡¡es and invadin¡¡ the mesenteric 
lymph nodes. the spleen and the livcr. 11 

The mcchanisms involvcd in Salmonrlla 
adherencc to intestinal cclls. pene· 
tration. resistancc to phagocytosis by 
macrophages. and multiplication 
within macrophages, are largcly un
known. 

Genetic determinants of virulence, 
particularly sorne of those requircd to 
produce systemic infcction. such as 
serum rcsistance, cell adherence. cell 
invasion, and proliferation within cells . 
are present in S. 1,1p/1imuriu111 large 
plasmids." Thcrc appears to be hetero· 
geneity among the plasmids and 
their host strains and in one instance it 
was observed that the plasmid was 
integrated into the chromosome. 

A gene that confers serum resistance, 
from a large plasmid, has been isolatcd. 
lt complements serum-sensitive rough 
S. 1yphi111uriu111 and E. co/i strains that 
lack full-length LPS. This gene codes 
for an 11 kDa protein that becomes 
incorporated into the outer membrane, 
\loithout restoring the length of the 
LPS." 

lt must be pointed out. however. that 
most S. typhi strains lack plasmids' 
(our unpublished observations); when 
prcsent. plasmids have bcen associated 
with antibiotic mistance." 

An interesting effort has becn made 
to isolate S. typhimurium mutants that 
are unable to survive within the host 
macrophage, by selcction after Tn 1 O· 
transposon mutagcnesis.11 Diverse 
phenotypcs were identified among the 
mutants. These included auxotrophs 
that might reftect the low availability of 
purines and p-aminoabenzoic acid 
within the macrophages, mutants that 
are hypcrsensitive to serum comple
ment, mutants with an ahered response 
to oxidative stress, strains altered in the 
LPS, motility mutants. mutants with 
ahered colon y morphology and finall)', 
strains that showed Tn insertion in a 
resident plasmid (the other inscrtions 
were in the chromosome). lnterestingly, 
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ncinc oí lhc mu1an1~ appcarcd 10 be 
affcc1cd in lhcir iron·uplake sys1em. 
which is thou11h1 to provide iron lo the 
bac1cria from that tigh1ly bound 10 
transícrrin and lac1oícrrin. 

In addi1ion. il has becn found tha1 S. 
1yphi111uriu111 transposon Tn 10-induccd 
mu1ants that are devoid oí adenylate 
cyclase and cyclic AMP receptor protcin 
ICRP) are avirulent." Such mu1ants 
were sou¡¡ht because cyclic AMP 
(cAMP¡ is prcscnt at low concentrations 
inside mammalian cells - and cell 
invasion occurs during a systemic in· 
fcction. cAMP and CRP are neccssary 
for thc transcrip1ion of J!Cncs involvcd 
in the transpon and brcakdown of 
ca1aboli1es. Furthermore, cAMP cxcrts 
a positive control on the transpon of 
fue! and carbon sources, as well as 
amino acids, and the concen1ra1ion of 
cAM P cxerts an cffccl on lyso¡¡cni
za1ion. and on the synthcsis of pili. 
fimbriae, flagclla. and an outer mcm
brane protcin. Thus. severa! functions 
wcre found to be impaired in 1hesc 
plciotropic mutants. Since they are 
immunogcnic, they consti1u1c candidate · 
mains for live vaccincs. 

An important fac1or in pathogenesis 
is the host immune slatus. In humans, it 
probably dcpcnds on severa! cnviron· 
men1al fac1ors such as previous cx
posure 10 antigen, nutrition, and on the 

.. prior or simuhaneous occurrence of 
01her infections. A spectrum of innate 
rcsis1ance 10 S. ryphimurium infeclion is 
found amongsl mouse strains. • A lle les 
of various mouse J!enctic loci influcnce 
such resistance, including sorne of the 
allcles of thc major histocompatibilily 
complcx and /ry.10·11 For inslance, thc 
/ryS allele confcrs scnsitivity and /ryR 
resistance. Highly virulcnl bacteria can 
bettcr infcct /ryS strains than /ryR 
strains, whcrcas infcction by a low 
virulcnl strain is the same in both hosl 

_. gcnc1ic backgrounds. 21 Whether an 
analoj!ous situation occurs in humans 
rcmains to be pro ved. 

Thc S. typhi LPS is an cndotoxin 
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which causes fever (is pyroJ!cnic). 
blccding disordcrs. and scp1ic shock. 11 
is hiJ!hly immuno@cnic. althouJ!h its role 
in patho@cncsis is nol clcar.'·' 11 appears 
that the flagclla cithcr protcct S. typhi 
from intracellular killing by macro
phages or incrcase its ability to replica te 
inside thcsc cells.' 

Evidently, much more work and ncw 
ideas are ncedcd in ordcr to bettcr 
understand the pathoJ!cnicity of S. 
ryphi. 

Vaccines 

There is a nced for vaccincs, cellular 
(live or killcd) or acellular (bascd on 
isolated bacteria! products). that ~do ~ 
nó!cause advcrse cffccts and that fully · 
protcct individuals from diffcrcnt J!CO· 
J!raphical arcas, aJ!es. and socio-cco
nomic backJ!rounds. 

Presently uscd paren1eral vaccines 
belong to a firs1 generation sel tes1cd 
since the 1960s. They consisl ofkilled
whole cells, and include cithcr a dricd 
ace1one-inac1ivatcd (K) or a hca1-
phenol-inactiva1cd (L) prcparation. 
Thcy rangc in cffcctiveness betwcen 
66 ~. and 88·4 ~. protec1ion, whcn two 
doses are l!iven (corresponding cach lo 

¡,, c. I0'-10' organisms), as delcrmined 
over a seven-year surveillance. The L 
vaccine has been shown to be slightly 
lcss effcctive. Ncvcrthclcss. in Mcxico 
and olhcr developing countries the L 
vaccine is mos1ly used. due to its lower 
cosl. Mass annual sys1ematic immuni
zation with a single dose of thc L 
vaccine has becn shown to lower the · 
incidcnce of TF sil!nificantly. An im· 
portant constraint on the use of these 
vaccines is that both prescnl undcsirablc 
sidc-cffccts, specially with the first dosc, 
such as pain and swelling at lhc sitc of v 
application, and fc~cr of more than 1-
38 ºC. For instancc, in a survcy in 
Thailand more than 60 •,0 of the vac
cinccs had pain and swclling, and more 
than 38 % had fcvcr, as sidc-effcc1s 
from the vaccination. 11•12 

More recently, thc Vi antij!cn has 
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heen used as a parcnleral nccinc. SinEk 
dose was applied in a field tria!: no 
adverse effects were reponed. and pro· 
1ec1ion was similar lo 1ha1 found wilh 
!he K and l \•accines. Therefore, vac· 
cination wilh Vi mighl well come inlo 
wider use." 

The developmenl of a11enua1ed 
Slrains for use as orall\' adminis1ered 
live vaccines. able lo eliéi1 a more effec
tive and longer immunily wilhou\ 
causinE symploms. had bcen a maller of 
t1rea1 in1eres1 and elfort. Funhermore, 
such slraim could also carry helero
logous anli¡!ens. lo immunize against 
other infectious diseases prevalen\ in a 
particular tieographical region. 

For instance, a non-virulen1 live 
vaccine Slrain has bcen developed con
sisting of a UDP-¡¡alactose-4-epi
meraseless mutan\ (strain Ty2JA). de
rived from T\·2. a reference strain. This 
mu1an1 is sen°si1ive 10 ¡¡alaclose-induced 

... lysi~ i11 rirro. lts effectiveness using 1hree 
do¡iles of 1-3 x 10• viable organisms 
has bcen reponed 10 be hi¡¡hly variable. 
For instancc. in Santiago, Chile. i1 was 

- 67 % and in Alexandria, Egyp1, il was 
95 ~o· This variability in efficacy appcars 

·' lo depend. al Jeas! in pan, on !he 
number of applications, !he s\Orage 

·- condilions, !he corree\ formulation and 
... dosa¡¡e. and on whether il is given 10 

people from endemic or non-endemic 
. _ arcas. 11 is interesting that in the study 

, done in Santiago, Chile, an enteric
-· coaled formulation was more effec1ive; 

as opposed to the ¡¡elatin capsule pre-
- · scntation, which is taken after ingestion 

of bicarbonate to neutralize l!as1ric 
9 r acidityf.10 Presently, i1 is not clear yet 

how the epimerase mutation contributes 
· to 1he abolition ofvirulence in Ty21a.u 

In addition, aulolrophs of S. ryph
imurium and S. IJ'Phi for aromatic 
me1aboli1es (aroA) and adenine (purA) 
have bcen developed as candida1es for 
live oral vaccines. Such s1rains are non
virulenl, presumably because lhe re
quired metabolites are nol available in 
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host lissues. The S. 1yphi111uriu111 Slrains 
havc been shown lo fully pro1cc1 micc 
and calves. The S. ryphi aro A-purA 
doublc mu1an1s cause a significan\ stim
ulation of human ccllular immunity 
in volun\eers, ahhough prolection 
againsl challenge with virulent bacteria 
has no\ been preved. Al the presenl 
time i1 is of ulmost in1erest to assess 
their protec1ive cflicacy in humans, by 
conduc1ing community based rando
mizcd trials." 

Diagnosis 

h has become evidenl that, particularl)' 
in developing counlries. there is a great 
need for new, rapid, hil!hly sensi1ive 
and spccific, as wcll as casy-to-perform, 
diagnostic tesis for TF thal allow it 10 
be distin¡!uishcd readily from othcr 
fcbrile illnesscs. Because many pcople 
in arcas where TF is cndemic have high 
levels of serum antibodies to S. l)'Phi," 
secondary to a continuous exposure to 
the microorl!anism, serolo¡¡ic 1es\s pcr
formed in tbese arcas are of low 
specifici1y for diagnosing TF. Morc
over, a significan! rise in the antibody 
lilers a¡¡ainst the O antigen is usually 
not de1ected un1il the second lo third 
week after the onse1 of fever, therefore 
it seems thal new diagnostic tests 10 
detect circulating antigens or DNA 
sequenccs from bacteria prcscnt in 
blood of TF patients are needcd. 

Presently, the mosl accurale diag
nostic tes\ for TF is 10 isolate S. typhi 
from bone-marrow aspirate, which, · 
however, is an ag¡¡ressive and impract
ical proccdure. Blood cultures are more 
commonly uscd and easy to pcrform, 
yet 1bcir scnsilivity is no\ higher lhan 
90 % wben a set of three consccutive 
blood cultures are taken. Importan\ 
cons1rain1s related to 1bis metbod are 
lhat S. ryphi isolation and identification 
takes at least 48 hours and also thal 
blood cultures may not be highly scn
sitive bccause of lhe low concentration 
of S. typhi circulating in blood, 20 cells/ 
mi or less, • espccially when pa1ients 
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havc takcn antibiotics hcforc thc cul· 
turc. 

Reseerch Opportunities 
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lescent-phasc as compared wilh control 
serum. which is not thc case for the O or 
the H antigens." Furthermore, studies 
in micc have indicatcd that thc S. 
ryphimurium OMPs. and no\ thc LPS. 

Well-dcsigncd cpidcmiological studics from rough or smooth strains, clicil a 
in difl'crent parts of thc world. togcthcr rclatively long-lasting protcctive res-
with more cxtensive investigations on ponse to infectivc doses equivalen\ to SO 
S. l)'Phi virulencc facton and host times the half-lelhal dose." By analogy. 
immune response to the bacteria. would thc S. IJ'Phi OMPs could havc a similar 
certainly aid undemanding of the role in the immunity againsl TF, and 
pathogenesis of TF and improvc its thus serve as componcnts of an accllular 
de1ec1ion. managcmcnt. and preven- vaccine. 
tion. 11 is evidcnl thal this is nccessarily The gene for one ofthe major S. ryphi 
a mult:disciplinary efl'orl thal will re· OMPs, ompC. has bcen isolated." This 
quire bringing 1o¡¡e1her specialists from offcrs the opponunity to probe into its 
various fields. These should include slructurc, function, and immunogenic-
molecular biologists, who may provide ily. lt should be intercsting to determine 
fundamental knowledJ!e abou1 the thc variability of !he S. ryphi OMPs 
structure and function of macromole- with respect to other bacteria, and to 
cules involved in mechanisms of discase assess whcthcr the variable rej!ions are 
and host defence, and epidcmiologists, in putatively cxposcd sequenccs (sce 
who may provide rigorous methodo· Fi¡¡. 2). Furthermore, fmdinl! ou\ if 
logy to conduc1 clinical research. Fig. 1 thcre is intraspecies hctcrogcncily is of 
illustrates sorne of the arcas of know- crucial rclcvance to determining the 
ledge where much more information role of the OMPs as diagnostic reagcnts, 
is nccded. or as componcnts of a vaccine. There 

Sorne arcas of rescarch that ofl'er new could be heterogeneous exposcd re-
opportunities and challen¡¡cs are the gíons, varying bctwccn"isolates from 
following: dilferent geographical origins or from 

(1) Conccrning epidcmiologic re- ':--.~ paticnts with diverse clinical symptoms. 
search, thcrc is a need to validatc, ~-. lf indecd this wcre the case, and if the 
throuJ!h case-control studics, thc dia- z OMPs 1um out to be imponant in 
J!nostic cflicacy of rapid and more prac- .. ~ immunodiagnosis and immunoprotcc-
tical laboratory tcm to ~---&' tion, it mighl be nccessary to havc 

'", paticnts early in the onset ofthe discase. severa! diagnostic kits and vaccincs, 
Also, it is importan! to assess the based on dilfercnt strains. Altcrnativc-
impact, through randomizcd field trials, ly, thc dcfinition of univcrsally sharcd 
of ncw vaccincs that will be bctter epitopcs, spccific for S. ryphi, could 
acceptcd b)' the community and which allow the dcsign of diagnostic assays . 
providc hi11hly elfcctivc and lon11-1erm and vaccines for scneral use. 

-· protection among individuals at high (3) lt is not clcar yc1 how many 
risk for TF. factors are involvcd in thc production 

(2) An intcresting arca with rcspccl to of diarrhca during TF. Sorne authors 
studies in molecular biology is that have dismisscd the role of a hcat-stable 
conccrnin11 outcr membrane proteins entcroto~in, similar to Eschericho coli 
(OMPs), which are surface-cxposcd ST, or that of a heat·labilc cholcra-like 
abundan! proteins ( > JO' per cell). lt entcrotoxin, similar to E. coli LT.' 
has bcen proposcd that S. ryphi OMPs, Howevcr, othcrs havc dcscribed thc 
including the pore-formin11 porins, isolation of an S. 1yphimurium cholcra· 
could serve as an1i11ens for a diagnostic 
test. Thcre is a significan! risc in the 
OMP antibody lcvcls in sera from TF 
patients in acute·phase and conva-

10 
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likc cnterolo~in ¡?ene:'" and of an L T
like cntcrotoxin gene from S. typhi" 
(manuscript in preparation). The lattcr 
shares sorne homology at the DNA 
le\•el with the L T gene. althou¡?h it lacks 
a coding rcj!ion for a proposcd binding 

· si te to gan¡?tioside GM t. a postulatcd 
L T and cholera cnlerotoxin cell re· 
ceplor. lt will be interesting to scc how 

.. widely distributed this gene is in dif· 
ferent clinical isolates, to measure its 
leve! of expression. and to de1ennine if 
it has any role in pathogenesis. lt could 

·· function al a low level and exen its 
effects on as yel unknown cellular 
tarj!els. 

(4) lsolated S. IJphi j!Cnes can be used 
as labelled probcs in the study of 
molecular populalon j!Cnetics, making. 
use of restriction fra¡m¡enl lcng.lh poly· 

.. morphisms (RFLP) that mig.hl allow 
thc classification of diffcrenl strains 
accordinl! to l!CDl!raphical oril!in or to 
thc clinical symptoms thal the)' induce. 

·· This type of analysis is based on the 
occurrence of l!Cnetic polymorphisms. 
which can be reftcctcd in the absence or 

.. prcscnce of specific cutting siles for 
rcstriction cnzymcs. DNA from various 
clinical isolates is cut with a restriction 
enzyme. thc resulting fra¡m¡ents are 
then separated by l!Cl clecuophoresis, 
and are then blotted on lo nitrocellulose 

_. .. paper. On these Southem blots, par· 
ticular bands can be visualiz.cd by using 

'"' labclcd. e.g. radioactivc, genes as hy
'"' bridizing probcs. A change in the band 

pattem is indicativc of polymorphism. 
,,,, ll is possible thal particular banding 

pattems can serve as 'fingerprints' for 
~· specific strains. 

(5) Resides immunodiagnosis, 
· modcm diagnostic approaches could 
. include the dcsign of DNA specific 

··- probcs for S. 1_1phi. Evcntually thcsc 
prolx's could be used on blood or stool 
samples. when linkcd to an efficient 
non-radioac1ivc delcction system. 

For instance, detennining the nu
cleotide sequcnce of the S. typhi ompC 

\'ERSIONc.lc bie126 D 

and cn1ero1oxin genes will allow thc 
definition, by nucleotide sequence com
parison 10 published data from olher 
en 1erobac1eria. of regions specific for 
the S. 1.1phi reference strain from which 
the gene was isolated. 

Oligonucleotides complementar)' 10 
such spccific regions can be construc1ed 
and hybridized very strinl!ently to dif
ferent S. typhi clinical isolates: such 
1ha1 only completely homologous sc
quences can hybridize. Lack of hy
bridization with DNA from a particular 
strain, on a Southem blol, would 
indicatc variability with respccl to the 
rcfercnce gene. In this manner, it should 
be possible to assess tiow common are 
the putatively species-spccific sequences 
(Fig. 2). 

Alternatively, thc hybridizing oligo
nucleotides could corrcspond to regions 
that codc for amino acids that form 
part of putatively exposed epi topes. 

(6) Finally, we cannot but stress 
again thc need for novel ideas and 
approaches to the study ofTF; sorne of 
the unknown arcas have bcen men
tionscd throughout thc text. A definitc 
attraction is the opportunity to explore 
a myriad of problems, ranging from 
basic studies on cell-to-cell interaction 
to practica! applications in hcalth bio
tcchnology. The infonnation obtaincd 
could provide relevant insights to the 
pathogenesis and immunity phenomena 
of other bacterial infcc1ions. 

EDMUNDO CALVA ANO JOSE 
LUIS PUENTE are ar rhr 
Drparrmtnl of Molrcwlar Bio/ogy of 
,,.,. c~ntro dt 1~sli1acidn sobrt 
J,,gtnieria Gtntlica y 
Bio1trlno/ogia, Unit~rsidlld 
Nacional AutOnomo dt Mixico 
(CE/INGEBl-UNAM), Aporrado 
Posral 'J()-3. Cwrnai•ara, Morr/os 
62271, Mtxico. JUAN JOSE 
CAL V A Ir ar rhr Dtpnrlmtnt of 
lnftclious DiltOJts o/ lht Jnsliruto 
Nacional dr la Nutridon 'SalL'ador 
Zubirdn' (JNNSZ¡. l'asro tk 
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intra-sprcirs 1"1rlation; 1hert is rtstrktion frogmrnt lrngth polymorphism in isolatt nwnhrr 3, and 
Mqutnct Mtrrogenrity in n11mbrr 4. 
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HATIRIALIS Y HITODOS 

-Los materiales y m6todos utilizados en la primera etapa de este 

trabajo están descritos en el apéndice II (37). 

llCUINCJACZOH DIL GINI lllC 
Basados en el mapa de restricción del plásmido pVF27, diferentes 

fragmentos de restricci6n fueron aislados de celes de agarosa 

utilizando el estuche para purificación de DNA "Oeneclean" (Bio 101, 

La Jolla, CA.), para subclonarlos en M13mp18 o H13mp19 y secuenciarlos 

por el método descrito por Sancer (40), utilizando el estuche de 

"sequenase" (United States Biochemical Corporation, USB, Cleveland, 

Ohio). 

ANALISIS DI LOS PIRflLIS HIDROPATlCOS DI LA 81CUINClA DI 
AHINOACIDOS. 

La ceneración de los perfiles de hidrofilicidad e hidrof obicidad 

de la secuencia peptidica de los fragmentos secuenciados, se realizó 

conforme al método reportado por Hopp y Woods (17). 

IXPIRlMINTOS DI HIBRlDlZACION CON LA RIGlOH 5' RIOULATORlA 

Los nuevos experimentos de hibridización se realizarón 

basi~amente como se describe en el apéndice II (37), figuras 1 y 6. 
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SUMMARY 

Wc havc isolated the structural gene for an outer membrane protein of Salmo11e/la typhi, from a genomic 
library constructed in bacteriophage ).1059, using the Escherichia co/i ompC gene as a heterologous pro be. E. coli 
ompC codes for an outer membrane pore protein (porin) that is induced preferentially at high osmolnrity and 
high lemperature. The S. typhi ompC·likc gene was subcloned in pBR322 and introduced into E. coli HB 101 
and into P678·54, a miniccll·producing strain. In both strains it expressed a 38.5-kDa protein, which was 
incorporatcd into thc outcr membranc cnvelopc and comigrated with an S. typhl outer membranc protein which 
was expresscd both al low and high osmolarity in vivo. 

INTRODUCTION 

The epidemiology, clinical manifestations, 
diagnosis, bacteriology, pathogenesis, pharmacology 
and immunology of typhoid fever in man have been 

Corrrspo11dr11rt ro: Dr. E. Calva, CEllNGEBl/UNAM, Apdo. 
Postal 510-l, Cuernavaea, Marcios 62271 (México) 
Tel. (52)(73) 17-27-99. 

Abbrevialions: bp, base pair(s); kb, 1000 bp; ompA, gene eoding 
far OmpA; OmpA, outer mernbrane structure protcin¡ ompC, 
gene coding for OmpC; OmpC, outer mcmbranc pore prmein 
(porin); ompF, gene coding far OmpF; OmpF, outer membrane 
pare protein (porin); PAGE, polyaerylamidegcl clectrophoresis; 
SOS, sodium dodeeyl sulfate; phoE, gene coding far PhoE; 
PhoE, outer mcmbrane pore protcin (porin); SM, stabilizing 
mcdiun\, seo MATERIALS ANO METHODS, scetion d; SSC, 
0.15 M NaCl-0.015 M Na'<itralc pH 7.6. TAE, Tris-acetate
EDTA eleetrophorcsis buffer. 

the subjecl of a recen\ revicw (Edelman and Levinc, 
1986 ). Due to its significan! incidence in developing 
countries and lo the invasive character of S. typhl, 
the causal agent of typhoid fever, it is importan! to 
develop a vaccine to protect against this ·disease. lt 
also would be of value to have a very specific and 
sepsitive test for the detection of antigen in body 
fluids. Currcntly available killed whole-cell vaccines 
alford only limited protection and cause adverse side 
effects (Tapa and Cvjetanovié, 1975). An altenuated 
live cell vaccine, consisting of strain Ty21a, although 
without side effects, provides variable protection. 
Also, present diagnostic methods are not sufficiently 
fast and reliable (Edelman and Levine, 1986). 

lt has been shown thal outcr membranc protcin 
preparation s from S. typhimurium protcct mi ce 
againsl salmonellosis (Kuusi el al., 1981; Udhaya
kumar and Muthukkarupan, 1987a); also a purified 
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porin elicits delayed-typc hypersensitivity (Udhaya
kumar and Muthukkarupan, 1987b). In addition, 
patients with typhoid fever gencrate antibodies that 
recognizc S. typhi outer membrane proteins (Calde
rón et al., 1986). Thus, outer membrane proteins 
could serve as protein antigens in a cellular or 
accllular vaccine, or in a rapid diagnostic assay. 

E. coli outer membrane proteins havc been well 
charactcrized. Genes for the major porin proteins 
OmpC, OmpF and PhoE, which iillow mcmbranc 
pcrmeability, ha ve been cloned and sequenced. 
Thcsc porins are vcry abundan!, form diffusion porcs 
for small solutcs (lcss than 400 to 600 Da), and serve 
as reccptors for phages and colicins. OmpF and 
OmpC are regulated by thc osmolarity and tempera
ture of the growth medium. OmpC is preferentially 
expressed al high osmolarity (100-300 mM NaCI), 
whcre OmpF levels are very low. PhoE is induced al 
low phosphate concentrations; it shows selectivity 
for anions over cations and is proposcd to participa te 
in the scavenging and passage of phosphorylatcd 
compounds across the outer membrane. In contras!, 
OmpF is cation-selective; thc permcability prop
crties of OmpC are similar to those of OmpF, except 
that it forms thc smallest pores of ali thrce proteins. 
In addition to an OmpD protein, S. typhimurium 
contains OmpF, OmpC, and PhoE protcins similar 
to those found in E. cofi; although their corrcspond
ing porc sizcs appear to be larger (revicwcd by 
Nakae, 1986). Sofar,thegenefortheS. lyphimurium 
structural (non-porin) outer membranc protcin, 
OmpA, has bcen the only omp gene characterized 
from the Salmonella genus (Freudl and Cole, 1983). 

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

Based on the fact that Gram-negative bacteria 
contain porins with similar cñaracteristics to those 
found in E. coli(Nikaido and Vaara, 1985), we have 
undertaken the task of identifying, isolating and 
characterizing the genes for S. typhi outer membrane 
proteins using E. coli porin genes as hcterologous 
probcs. In this paper we describe the isolation and 
initial characterization of an ompC-like outcr mem
brane protein gene from S. typhi. 

18 

MATERIALS AND METHODS 

(a) Strains and plasmids 

S. typhi IM.SS-1, a 9, 12, d, Vi serotype clinical 
strain isolatcd from a patient with typhoid fevcr, was 
kindly providcd by Dr. J. Kumatc and coworkcrs 
from the Instituto Mexicano del Seguro Social, 
Mexico City. S. typhi strains Ty2 and Rawlings (both 
of serotype 9, 12, d, Vi), and S. 1yphi11111ri11m strains 
NCTC74 (Mutton) and CDC6516-60 were ali 
obtained from the American Type Culture Collection 
(Nos. 19430, 167, 13311 and 14028, respectively). 
Scventcen S. typhi clinical isolates of thc MK series 
were kindly provided by Dr. G.M. Ruiz-Palacios 
and coworkers from the Instituto Nacional de la 
Nutrición, Mexico City. E. coliHB IOI, Q358, Q359, 
P678-54 and bacteriophagc cloning vector ,\1059 
havc bccn described (Bolívar and Backman, 1979; 
Karn el al., 1980; Dougan and Kchoc, 1984). Plas
mid pMYI 11 (Mizuno et al., 1983), carrying E. coli 
ompC was kindly supplicd by Dr. M. lnouyc; plas
mid pBR322 (Bollvar et al., 1977; Balbás et al., 
1986) was a gift from Dr. F. Bolivar. 

(b) Constructlon ora S11lmone//11 tJ•plii gene llbrary 

S. typhitotal DNAfrom strain IMSS-1 wasisolat
cd as described by Bctlach et al. (1976). Fragmcnts 
of I0-20 kb from a partial Sau3A digest were intro
duced in to the Bam HI siles of bacteriophage ). !059 
as described by Karn et al. (1980). Recombinan! 
phages were gencratcd by in vitro cncapsulation, 
using commercially available packaging cxtracts 
(Packagene, Promega Biotec, Madison, WI) and 
plated onto E. coli Q359. 

(e) DNA bybrldlzatlon 

Plasmid pMY 111 was uscd as a hetcrologous 
probc. lt was purified following standard proccdurcs 
(Bolívar and Backman, 1979), and labcled with 
[ a-32P)dCTP (> 3000 Ci/mmol; Amersham lntcr
national, Amersharn, U.K.) to 108 cpm/µg using a 
commercially available nick-translation kit (Amer
sham lntemational, Amersham, U.K.). Total ge
nomic S. typhi or recombinan! bacteriophagc). DNA 
was digested using restriction endonucleases (Pro
mega Biotec; Madison, WI). The rcsulting fragments 
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were separaled by agarose gel eleclrophoresis and 
Southern-blolled onlo nitrocellulose tilters 
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) (Southern, 
1975). Unless olherwise slated, !he fillers were pre
hybridized for 1 h at 42ºC in 6 x SSC, 10 x Den
hardl's solution (0.2% each of Ficoll, polyvinyl 
pyrrolidone and bovine serum albumin), 0.1 mg/ml 
of sonicated calflhymus DNA and 40'.r0 formamide. 
They were hybridized with 1 ml/lane of the same 
solution plus 0.1 % SOS, 1.0 mM EDTA and 10• 
cpm/ml oflabeled plasmid at 42 ºC for 18 h. Subse
quently, the fihers were washed four times, 15 min 
each, with 1 x SSC al 65ºC, dried, and exposed for 
autoradiography to Kodak X-OmatK film using en
hancing screens. 

(d) Screening or the b1cterlophage gene library 

Two thousand recombinan! bacteriophage 
plaques were secded onto lawns of E. co/i Q359. Per 
petri dish 24 phages were inoculated; this was done 
in duplicale. One copy of each pool of 24 phages was 
eluted with SM (0.1 M Tris·HCI pH 7.9, 0.15 M 
NaCI, 0.01 M MgCl2, and 0.1% gelalin). Aliquots 
from six pools were u sed for infecting 200 mi cultures 
by !he preabsorplion-dilution·shaking melhod de· 
scribed by Blauner et al. ( 1977). Bacteriophage 
DNA was prepared from these cultures, restricted 
with Bg/11, Southem-blotted, and hybridized with a 
32P-labeled pMYll l fragment carrying only the 
E. co/i ompC gene. One group of bacteriophages, 
containing the appropriate hybridization signal, was 
further analyzcd in the same manner by preparing, 
successively, DNA from individual pools and from 
individual bacteriophage. 

This screening strategy allowed for !he adequate 
representation of slow-growing bacleriophages and 
the probing of S. typhi cloned DNA without inteñer
ence from hybridizing E. coli DNA. As control, the 
bacteriophage Southem blots were probed with 32P· 
labeled pBR322, to discard any false·positive signals 
from rearrangcd ).1059 DNA (Schoenberg, 1984). 

(e) Plasmid subcloalng and mlnlcell 1n1lysls 

Standard procedures (Maniatis et al., 1982) were 
followed for subeloning DNA fragments from rec· 
ombinanl bacteriophage ,l.1059 into pBR322; and 
for subsequenl transforrnation in to E. co/i HB 101 or 
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!he minicell·producing E. co/i P678-54. Minicells 
were puritied, pulse-chased with [ 35S ]methionine, 
andanalyzedby0.1% SDS-15% PAGEasdescrib
ed (Dougan and Kehoe, 1984). 

(f) Preparation of outer membrane envelopes 

Cells were cultured in nutrient broth (Bacto
nutrienl broth; Difco, Detroit, MI) according to 
Nara et al. (1984). Triton X-100 insoluble envelope 
fractions were obtained as described by Matsuyama 
et al. (1984). 

RESULTS ANO DISCUSSION 

(1) lsolation of tbe S"lmonell" typlri ompC-llke 
gene 

Plasmid pMYl 11 hybridized to a 3.0-kb band of 
S. typhi genomic DNA cleaved with Bg/11 (Fig. 1). 
This was not observed when pBR322 vector or other 
E. co/i outer membrane protein genes (ompF, ompA 
and phoE), were used as probes (not shown). 

Screening of the S. typhi genomic library gave two 
recombinan! bacteriophages which carried the 3.0-
kb Bg/11 band (Fig. 1 ). They gave lower titers with 
respect to the bulk recombinan! bacteriophage popu
lation; this could be duelo a deleterious efTect on the 
host E. coli cells caused by the overexpression of a 
cloned outer membrane protein gene (see below, 
section e). 

Onephage, ,l.VFCl, was chosen for further analy
sis. The 3.0-kb band was subcloned into the BamHI 
site of pBR322 to construct plasmid pVF27. This 
subclone has the slructure shown in Fig. 2. 

(b) Expresslon and mapplng 

Derivatives pVF271, pVF274 and pVF275, 
containing smaller fragments of the insert as shown 
in Fig. 3A, were used to transforrn an E. coli mini
cell-producing strain. The proteins expressed by 
these plasmids in minicells were labeled with 
( 35S)methionine, subjccted to SDS-PAGE, and 
analyzed by autoradiography (Fig. 3B). Plasmids 
pVF27 and pVF271 produced a very intense 38.5-
kDa protein anda less intense 39. 5-kDa protein. The 
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Fig. l. Autoradiograph ofthe hybridization of(a, b) "P-labelcd 
plasmid pMYI 11 (carrying E. coli ompC) to Southern blots of 
total gcnomic S. typhi DNA (3 µg) cut with Bg/11 (lanc a) or 
Bg/11 + BamHI (lanc b); and (c, d) of thc Hlndlll·Scal "P· 
labclcd fragmcnt from pMY 111 to purified rccombinant phagc 
ilVFCI (lancc)and !.VFC2(1anc d) blottcd DNA(I µg)cut with 
Bg/11. DNA M, markcrs are indicated in kb, and corrcspond to 
wild-typc ). DNA digestcd with l/lndlll. Elcctrophorcsis was 
done at 100 V for 2 h through 1% l.S·mm thick agarose gcls in 
TAEbuffer(40mMTris-acctate,2mM EDTA,pH 8). TheDNA 
was transícrrcd in 6 x SSC to nitrocc11u1osc mcmbranes; und 
then hybridized as dcscrib<d in MATER1ALS ANO 
METHODS, scction c. Thc radioactivc probes had a specitic 
activity of 10' cpm/µg of DNA. 

other two conslructs, pVF274 and pVF275, did no! 
express these proteins nor truncated fonns. All the 
plasmids generated lhe P-laclamase (BL)veclor gene 
product in ils differenl fonns of around 28 kDa. 

To find a smaller fragment containing the whole 
ompC-like gene, Soulhem blots of different restric
tion fragrnents ofthe 3.0-kb Bglll band were hybrid
ized lo the purified Hindlll-Scal fragment of 
pMY 111 cncompassing only E. coli ompC (Mizuno 
et al., 1983). Results ofthese experiments are shown 
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pVF27 

~··1-' 
K9o\-1 

seo!-\ 
Hpol-2 

Fig. 2. Circular rcstriction map of plasmid pVF27, which carrics 
thc S. typhi ompC·like gene. The insert DNA is shown as a hcavy 
line; thc thin linc represents pBR322 vector DNA. Whcn thc 
3.0·kb Bg/11 fragment from .tVFCI is ligated to thc pBR322 
digcstcd with BamHI, both rcstriction sitcs are lost in thc 
rccombinant plasmid pVF27. The scalc is in kb. 

in Fig. 4. lt can be inferred that the 1.3-kb fragment 
lhat spans the region from the Asull 10 the Hpal-2 
sile contains the entire ompC-like gene since there 
were no hybridization signals observed in fragments 
piclured 10 lhe lefl of the Asu 11 sile or lo the right of 
the Hpa 1-2 site. Therefore, considcring lhal the 
ompC-like gene is located towards lhe lefl side of the 
3.0-kb Bg/11 fragmenl (Fig. 4). and since no protein 
is generated by pVF274 plasmid (Fig. 3), we deduce 
that the start of lranscriplion lies to the righl of the 
P1ull site, possibly in the 0.25-kb Hpal-Hpal frag
ment. This implies that the direction oftranscription 
proceeds lo the lefl, from lhe Hpa 1-2 lo Asull restric
tion siles. Based on the apparent M, of lhe protein 
producl, the structural gene should lit between these 
two siles. 

Comparison oflhe S. typhi ompC-like gene with ils 
counterpart in E. coli (Mizuno et al., 1983) reveals 
the conservation oflhe Pstl, Pvull, and Scal reslric
tion sites in the structural gene. In contrast, there are 
two Hpal sites in S. typhi that are absenl in E. coli. 
Sites for EcoRI and Bg/11 in E. col/ are missing in 
S. typhi. 
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Fig. 3. Analysis of plasmid pVF27 and its products. (A) Diagrams ofplasmids pVF27 and its dcrivalivcs, pVF271, pVF274, and pVF275, 
Thc S. 1¡phl DNA inserts are shown as thick Jincs; thin lincs represen! p8R322 DNA. DNA that is missing in each plasmid is shown 
as gaps. Plasmids coding for the OmpC·likc protcin are indicated with an OmpC • symbo), Delction mutan! plasmids of pVF27 wcre 
constructcd digestingpurified pVF27 DNA wilh Asull + C/al, P1'Ull, or EcoRV. Afler subscqucnt Jigalion ofthc largest purificd fragmcnt 
of each rcstriction pattcm1 the DNA preparations wcre transforrncd into strain HBIOI, selccting for ampicillin-resistant colonies, 
Plasmids pVF271, pVF274 and pVF275 were sclccted far funhcr charactcrization in miniccll·producing E. col/ P678·54. Sitcs for Asull 
and C/al are lost in pVF27J. Pl'Ull and EcoRV siles are regenerated in pVF274 and pVF275, mpcctivcly. (B) Autoradiograph of 
"S·labeled protcins produced in minicells containing plasmids pVF27 (Jane a), pVF271 (Jane b), pVF274 (Jane e), and pVF275 (lane 
d). Thc apparcnt protcin Mrs are indicatcd in kDa; BL reprcscnts the P·lactamasc plasmid products. Experimental dctails werc as 
dcscribcd in MATERIALS ANO METHODS,seclion •· Briefly,minicells carrying cach plasmid wcrc purificd byccntrifugation through 
20% sucrose gradients; thcn, plasmid·spccific products wcrc pulsc.Jabelcd with 2.0 µCi of ["SJmcthlonine ( > 800 Ci/mmol; Amcrsham 
lntcrnational, Amersham, U.K.) for 30 min at 37'C, and resuspcnded in 10% glycerol, 5% P·mcrcaptocthanol, 3% SOS, 0.125 M Tris 
(pH 6.8), 0.1 % bromophenol bluc; boiled (95'-IOO'C) far S min and thcn analysed byO.J % SDS-15% PAGE al 40 mA for 4 h; thc 
gel was. dried and exposed to x-ray film. 
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Fig. 4. Restriction map ofthe 3.0·kb Bg/11 insert of S. ryphi DNA 
contained in pVF27. The segmcnts that hybridize with the 
Jlindlll·Scal fragmcnt of pMYI 11 (E. co/í ompC) are indicaled 
with asterísks. 
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(e) Analysls or outer membrane envelopes 

Analyzing the proteíns lhat constítute the outer 
membrane envelope of S. 1yphi (Fíg. 5, Janes a and 
b), ÍI can be observed that tbe ompC-like gene 
product (lane e) comigratcs with a 38.5-kDa protein, 
which is expressed under low and high osmolarity 
conditions. This may indicate that rcgulation of the 
OmpC-likc protein in S. typhi differs from that in 
E. coli since lhe latter is prefercntially expressed al 
high osmolarity (Hancock, 1985). In contras!, the 
presence of a 37-kDa protein in lhc outcr membrane 
of S. lyphi is almost completely repressed at high 
osmolarity (Fig. 5, lane a), behavíng in an E. co/i 
OmpF-líke manncr. 

- -

d e f g 
Fig. S. ElcctrophoretJcpattcm ofCoomassie brillianl blue-staine:d outcrmcmbranc protcln preparatíons, separ11led by 0.1% SDS-J.S% 
PAGE, from: S. typh/ IMSS·I grown in nutrienl medium in the prescnce (lanc a) or absence (lane b) of 20% sucrosc; E. col/ HBIOI 
(lanes d, e) and P678·54 (lenes f, g) grown in nutricnt medium in thc absence of sueroso carrying (lanes d, f) or not (lancs e, g) plasmid 
pVF27. Lane e corresponds to a total cell extrae! of E. coli P678·S4minicells harboring pVF27. The outer mcmbrane protein preparations 
were obtained as follows: cells were grown lo late logarithmic phase al 37'C in lhc appropriale culture medium. Cells were washed, 
resuspendcd in IO mM Na, ff PO, (pH 7.2) and disrupted by sonication. The membranc fraction was recovered by ccntrifugation al 
40000 rev./min in thc Bcckman Ti70 rotor far 30 min and lhcn rcsuspcndcd in 2% Triton X-100, 10 mM Na, HPO, (pll 7.2). ARer 
incubation al 37'C far 15 min, the Triton X-1()().insoluble fraelion was recovered by cenlriíugation al 40000 rev./min for 30 min. This 
pelle! was finally washcd in 10 mM Na,HPO,(pff 7.2) and resuspendcd in l~, SOS, 1% /l·mcrcaptoethanol, 10 M urea, and O.OOS% 
bromophcnol blue. lt was boilcd for S min and analysed by0.1% SOS-IS% PAGE al 40mA for 4 h. Prolcin molecular weight markers 
are indicatcd in kDa; they correspond in descending arder to plasma bovine albumin (66 kOa), ovalbumin (45 kOa), glyceraldehydc·3· 
phosphate dchydrogcnasc (36 kOa), and carbonic anhydrasc (29 kOa). The arrow al 38.S kDa indicales the apparent M, obtained for 
the OmpC·like prolein. 
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SDS-PAGE analysis ofthe outer mcmbranc pro· 
teins, purified from the two E. coli strains containing 
pVF27 (Fig. 5, lanes d and f), showed that the cloned 
38.5·kDa OmpC-líke protein is incorporated into the 
outer membrane of its host. The absence of the 39.5· 
kDa band (Fig. 38) in outer membrane preparations 
suggests that it may correspond to an unprocessed 
precursor of the OmpC·like S. typhi protein, still 
carrying the uncleaved leader sequencc. In E. coli, 
the S. typhi OmpC-likc protein appears as one ofthe 
most abundan! outer membrane proteins (Fig. 5, 
lanes d and f); interestingly, the presence of sorne 
endogenous proteins is lowered as compared with 
Fig. 5, Janes e and g. This might be due to the fact 
that the cloned gene is highly expressed, as evidenced 
by thc predominan! presence of its protein product 
in a total cell extract (Fig. 5, Jane e). Thus, the multi· 
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copy gene and its product could possibly be compet
ing favorably for exprcssion or processing and 
membranc transpon factors, respectively. 

(d) Presenre of the gene In dlfferent strains 

The fact that the 38.5-kDa protein is expressed in 
S. typhi under both osmolaríty conditions may be 
relevan! to the bacteria in lhe cnvironmenl provided 
by their natural hosl. We bclieve thal this protein is 
a suitable candidate to be expressed in the serum of 
patients with typhoid fever, since the osmolarity of 
human serum is high (0.9%, or 150 mM, NaCl is 
nearly equivalen! to IO% sucrose; Nikaido and 
Vaara, 1985). In this respect the S. typhl ompC·like 
gene is present in 'ali 17 clinical isolates tested and 
also in S. 1yphl and S. 1yphln111rium reference strains 

• 
f g h 

Fig. 6. Autorádiograph ofthc hybridization ofthc S. r¡phl "P·labelcd Scal·AJllll fragmcnt from pVF27 to Southcm blots of Bglll·cut 
DNA from: S. ryphlmurium strain COC6516·60 (Jane a); S. r¡¡>hi clinical isolatcs MK20 (lanc b), MK24 (lance), MK27 (lanc d), straíns 
IMSS·I (lane e), Ty2 (lancs f, i) and Rawlings (lanc g); and E. co/i Q359 (lanc h). Lanes a-¡ contain 3 µg and lanes h-i 6 µg of DNA. 
Experimental details wcrc as dcscribed in RESULTS ANO DJSCUSSION, sc<tíon •· Elcctrophorcsis and transfcr ofthc gel wcrc dunc 
as dcscribcd in thelcgcnd to Fig. l. H)·bridizatíon was done with S x 10' cpmµanc in a solution containing 0.1 M Na,HPO.-NaH,Po. 
(pH 7.5), S x SSC, IO x Denhardt's solution (see MATERIALS ANO METHODS, section •) and 100 µg/ml of 1onicatcd calf thymus 
DNA, at 65'C for 18 h; then washcd down to 0.1 x SSC, 0.1% SOS at 6S'C and cxposcd for autoradiograpby to Kodak X-OmatK 
film using enhancing screens. 
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(see MATERIALS ANO METHOOS, seclion •). Rcprc
sentative hybridizalions, lo illustrate this point, are 
shown in Fig. 6. Hybridization ofthe S. typhi ompC
like gene probe was done under stringent conditions 
(0.1 M Na2HPO,-NaH2P04 , pH 7.5, 5 x ssc, 
10 x Denhardt's solution, 100 µg/ml sonicatcd calf 
thymus DNA, 65ºC, 18 h; with washes down to 
0.1 x SSC, 0.1 % SOS, at 65'C); interestingly, no 
signa! is obtained with E. co/i DNA (Fig. 6, lanc h). 
It remains to be seen ifthe regions corrcsponding to 
exposed epitopes are conserved among thc various 
S. typhi clinical isolates. 

(e) Conclusions 

Comparison ofthe N tennini ofthe cloned OmpC
like protein and ofthe 38.5-kDa protein expressed by 
S. typhi in vivo should unequivocally establish their 
identíly. Knowledge of the nucleotidc sequcncc of 
the structural ompC-like gene should confirm the 
genc-product relationship. 

Learning about outer membrane proteín gene 
structure and function should allow the identífication 
of exposed epitopes in the protein products (Freudl 
and Cole, 1983; Freudlet al., 1986), and in detennin
ing if any ofthem are species-specific. The possibility 
of overexpressing the outer membrane proteins, per
haps in a minicell system, should prove useful in 
protectíon experiments; large amounts ofthe protein 
of interest should aid in generating monoclonal anti
bodies that could be used in immunodiagnosis. 
Aside from possible biotechnological applications, 
we are interested in exploring the role of S. typhi 
OmpC protein in the humoral and cellular immunity 
events of typhoid fever. 
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MOLEC:LILAR CLONINC1 CtF g;ab~Q~gbbB D'.Etll OUTER MEMBRANE 
PROTEIN ANC:• ENTEROTO><:IN GENES. E. CAL VA4' .• H. [)E LA VEGA, 
M.FERNANDEZ, V.FLORES, Y.FUCHS, A. HERNANDEZ, J.L.PUENTE, 

AN[' M. VAZQUEZ. Cent.re• de I1west.i9c.ciór1 $C•t:•re In:ier1iE<rie< Gienét.icc. y 
8i•:•t.ecnc•lo•;i:ia, Apdc• f>oEt.c.1 7Ct479, Mé:dcc• [:oF 04510, Mé:•dCco, 

~i. !:k'E:bi out.er mernbrane prc•t.eir1s <OMPsl cc••Jld be impcort.ant 
11nt.i9ens ir1 U·1e develc•i::•rner1t. of re.pid di119nc•st.ic t;.ests c•r c.celi..1lc.1· 
v11ccines for t.yphc•id fever. We e.re ir1te1·est.ed i1·1 charc.cterizin9 t.ho2 
(IMf· e>(PC•sed e¡:·it.opes from different. el inical isc•lat.es. ~Use., we 
want. te• st.udy t.he t"C•le of 11 cholera-1 i ke ent.erc•t.co>d n gene t.hat. we 
have det.ect.ed in §i. 1k'E:bi· 

We cc•nst.n.Act.ed él §. !:k'E:bi tot.&1 genc•rnic 1 ib1·c.ry in cc•l iF·hc.9e 
lambda 1059. DNA frc•rn recombi1·111nt. pheo,9e ¡:•cools was screened with 
radioau:t.ive !;. S9!i genes: Q!!!E:C, Q!!!E:F, c.nd eb9E, which code fcor
pore-fc1rmin9 OMPs <Pc·1·ins> that. are e:>(p1·essed F•refe1·er1t.ial ly at. 
high c1smc1l11rity, low osrnolarit.y, &nd low phosph&t.e, resi::•e•:tively; 
and wit.h LT-B, which cc•des for the B s•..1bw·iit. of the heat.-labile 
enterot.o>dn. P1·,¡,9es were isoli\t.ed wit.1·, each Pt"C•be 1<r1d mai=·F·ed wit.1-, 
restl"ict.ior1 endcor1ucleases. Lambda VFC1 carl"ies the §i. !:k'E:bi Q!!.IE:C-
1 il'e gene, which WélS Sllbcloned to forro F·VF27. This ¡:•lasrnid codes 
for a 39. 5 kd ap¡::·.mc•l.wt. prot.ein t.ha+:. is F·rocessed and 
incorpcor11ted int.c• t.he out.er· memt:•rane of E. cc•l i. It. 'cc•rnigrat.es wi u-, 
a §. t~E:bi OMf' +:.hat. is ·e:><pressed i;:; -~i~c• at. low · and hi9h 
osmc•lat"it.y. Lambda Fl>C1 cardes t.he §,_-tk'E:bl-LT-1 ike gene; it. dc•es 
ncot. hyt:0ridize with a11 c•li9c•nucleot.ide t.hat. defines a putat.ive GM-1 
bindin9 site of chc•lera t.oxin. This F·ha9e codes fc•r an ent.e1·c•t.o>(in 
that. is active in rabbit ileal lc1ops and does neo+:. bind t.c• GM-1 
<G.M. R1..1íz-Pal;:.cic1s e+:. 111., pers. cornm. >. Bc•th 9er1es are present. in 
all 17 different. clinicill isolat.es t.est.ed se• far. 

B B 

* 

YIIULINCE DITllMIHAITS AID TIANSPOSOH CONTIHT 
or PI.!!, PLASMIDS PlOM SALMONILLA VIII. 

Bianca COLONNA and Maria BERNARDINI, 
Dipartimento di Biologia Cellulare e dello Sviluppo, Universita' 
di Roma "La Sapienza", 00185 ROME (Italy). 

Fl11e plasmids are R plasmids found in many pathogenic species of 
Enterobacteria. All the Flme plasmids isolated so far have a large 
size (100-180 kb), contáin several resistance genes and are 
conjugative or defective conjugative. The emergence and the 
diffusion of some epidemic strains of human Salmonella have been 
correlated to the acqu1sit1on of Fl,!!_ plasmida. Fl,!!. plasmids 
isolated over severa! years from di.fferent bacterial strains and 
in different countries abare 1 high degree of DNA homology 1s well 
11 a characteristic restriction enzyme p1ttern. Flme plasmids 
cont1in 1 composite element which carries the geñé"s for 1n 
aerob1ctin-mediated iron uptake aystem 1nd is flanked by two IS! 
inveited repe1ta. Moreover the Tr1T protein seem to be involved in 
a pl1smid-medi1ted resistance to the killing 1ct1.vity of serum 
co•plement. To investigate on the origin of their complex R 
determinant we tested the transposon content of pZM3, an Flme 
plaamid isol1ted during the firat epidemic cauaed by this 1erotype 
in Algeria. Our data atrengthen the view th1t the acqu1sition of 
multiple drug tran1po1ons by virulence plaamids might be highly 
relevant to the recent dr1111tic apreading of pathogenic 
enterob1cteri1l strains. 
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m ABSTllACTli OF THE 1981 ICAAC 

711 Co•puatlve Lytlc Actvlty oí Cdld•• vlth Thet 
of Cdaclor, C•phdnln •nd Cdadrollll. Jrt.X. 
CHJN•end H.C. MEU. Coluabh Unlventty, Ntw 

York, frl.Y. 
Cefh.l•e 11 a broad 1p.ctrua of lrd gentratlon uphu 

whlch can b• adlllnhtned oully. 1t hH hlgh afflnlty for 
PIP la, lb and PBPl, Wt whhed to 1u 1f an 11,rnt wt th 
&rHtu •Hlnlty for PIP lb vould uuH aore upld lysh 
than do •gents blndlng prl•artly to P!Pl. Th• lytlc 
actlvlty oí cdhh1e vu detenilned ~V optlcal denslty 
change and Cflh; In co•pnhon vlth cehclor, cephaleltin 1nd 
ctfadroxll agdnst ~· sgl!, ~· pneuaonla•, f. atrabilis and 
!· !.H.!.!.H!· Concentrat1on1 used ven thoH achlevabh in 
urlne in the rlut 2h afur atandard doses. Ceflx111r 
producid upld ly1h after 2h expo1ure. By 6h thtu vas 1 

:n~º !~ !::1a. ~·d~~!:".,!~ ~";1!7~.~· d:~!!~.!· 1~"~~:n1u 
Cdhl•t h•d 1upnlor lytlc •ctivlty co•pared to cd•clor 
and .. rlttdly gruttr actlvlty th•n cephalu.ln 1nd 
cdadrodl a1a1n1t J;. coll, ~- pneuaonhe, but no 11g
n1Uc1nt dlfhrenct in lyah of S. auuus far tht four 
1gent1. None of tht cephalo1porlni had algnUlc•nt lytlc 
activlty for f. alrablh. The Upid l1t1c act1vity in 
adh 11lll1lar to uTine oí cd1a1111e •nd cephalt:dn 111ay 
u:plaln the1r ucellent single doee cure oí urinary tract 
1nhct1ons com.paud to poor resulu with cehclor. 

REFERENCTA 36 
,.~ lsolation of Selmonella ~ ~C-, .!!!!{lF-

J.L. PUENTE. v.'~1o~~f ~~k~E~~~~~EU~,:~~Hr~:~t 9~A~~· 
VA•. Res. Ctr. for ljenetic En9ineerin9 /\ne' Biotechnolog,v, 
Cuernavaca, tcfidco. 

Cons1derin9 that the outer rneP1brane proteins of S.hpht 
ere important imunociens in pat1ents ~ith t_vpho1d fever, 
we have 1solated omoC-, 0111nf'- and ohoE-like oenes frOfTI a 
·). 1059 ~ oeñ""'onic Titirar,v, uSTño the eOutv11lent E. 
co11 9enes as heterolocious orobes. Jn E. co11 these cines 
CoCe for the outer r.ieMbrane portns whtdi aree11~resse~ at 
htgh osmolarit_v, low osmolarity and low ohosoh11te, resoec-

~ 1::1;;ne~e!!~!c~~~~l~~:~mi~t~B~~~~~ 1:~~~ e~;-~~~-~;-
~ene was subcloned in pBP.325. The ~e phs111ici7as useci 

~~a~r~~s!r~ ~gs~~~º!~d m~~~=~U?~~º~~~ nih:~r~~~· ~~u~~e 
ltlr.e protein was expressed in mlnicelh antf was readtly 
incorporated 1nto the outer r.iernbrane of the E. col i host. 
This allowed us to tdent1fy the l'.r.lp C-lil.e protefnin 
outer rnembrane protein preparations of ~· ~ ~rown 
under low and high osmohrft.1.1 condlttons. 

Jt ts relevant to nentlon that the fsolated S. tvoht 
porfn genes hybrtdtze only to S. !.r.Q.!:!.! and s. {Vpht.ifTum 
OflA, but not to the !.· f2l.i 9eñome 1 under t:Tf1h y str fl· 

gent condf t f ons. 

1'1 Pen.ieJllin-birdil'G proteins of !L._~ 
group !lpl!'Cie& ard c:orrelaticn. of 
antimtcrobi~l rHiatara- tdth chanQes in 

l'llP ¡att°""'. H.M. W!XID!', S. HAUlllA.~ • .00 S.M. 
rtM!XJJtD, VA Mld!M:lrth *'11cal Oln.ter md OC1A Sch:x>l 
ot Mld.1e1~. Lo& Angeles, c.. 
n. plnieillin birdil'G proteirs (PBP's) of ATCC type 
etn.1rw of ~ mpPCies of th!- L ~groo;> •re 
v1sualiztid by '1'!1 •l.et?qtiormis .m. r~t 
fluoragra¡ily of ndiamctively labelled PBP 1

•. Fach 
.,.:1• t.d • distinctiw PBP pattem, rangir'J fran 3 
p:ote.lrw for l:... ~to 9 for ~ wlqatus with 
molKUlar teights rwigJ.1111 frc. "K to 12K daltms. 
A laboratory deri~ cefcatltin JWistL.-¡t Slltclt of ~ 
d!otwmo - c:aiporod to tho M!ld moe 1wr1 L-.l 
rr...rtmnt (1.e. c:efc:otitin eerwiUw) etrairm. 1'I! 

e~~:~ ~ •dep=:/::,-u.: ~ ll""'I ond 
rwwrtant (69\) •trail'Wi. 'Ttw tluo~ 1rdi~ted • 
...- do¡n-en!cn In l'!IP 1 (111 10.0001 In tho IOlta.ot 
• ccq:and to tM 'dld ~ L"IS rwwrta..,t etrains. 
D:llptitian mcperimnts w1th unl-21191:! c:efCldtin .ere 
perfoiwd. tdth clirUcal etraW of \1W'/1'1l eera1Uvity 
to cefCIUUn. C.foxitin cmpet9d Klfe effectively 
M!th lobellod penlclllln In .... 1uw u.n In 
raietant •trains. P'Urtheor ~UUCZ\ •tud.ies with 
cUnieal atrah• are 1n progreea. 
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111 Tht lffect of pH on NitroceUn hrm
Hb111ty in 1'Wo Straina of llcteroidea 

~·~¡~~-~;~.~·llA~UT AllD M.V. 

trevioua work 1n o\lf la.boratory ahowd a 
a1gn1f1cant 1ncreaH in IUC'I to cefoa1t1n U 
foldl and Wpon .. (25 foldl vhon tho pH voo 
lawered frm 7.0 to 5.5. Thi1 1011 of activity vH 
not •••n w1th piperacUlJ.n or clindll'l!Ycin. Th•re 
wu no 1ncr11Hd dru; dHtruction dut to the lowr 
pH. ve dtterm.ined tht l·lactam..1e aet1v1ty and and 
ouur membune penneabilJ.ty to nitroceUn throu;h 
1 pH ran;e of s. 5' to 7.0. 1-lactat!IAH activity WH 
detamintd 1pect.rophotmetric1lly. ou.ur -mrane 
pemeabUity wae detenained by tht Mthod. of 
ttmieman IAAC l:Z:lH,1977). V• fDW1d th•t th• 
peme&bility wu uxi.1111 1t pH 7. O and declintd by 
over a factor of 10 at pH 5.5. l•l1ctU1&11 
activ1ty 1110 d•clined. 1owev•r, the net eff•ct 
w11 lower periplaamie dru; concantrationa by about 
10 fold. our f1ndin;1 1u;;11t lover pH b 
111oc:iatad with lowr l·laetam dru; pe'rMability 
1nd 1ncn11ed dru; nd1t1nc1. Jraipenam wu moat 
auact•d probably bee1u11 of th• 1011 of 
1w1tt•r1on1c cha.rectar 1t tha lowr pH. Thil 
finding MY 1110 •KPllin in part t.he relative 
difUculty in treatin; widrained anaerobic 
ab1c1a1ea Which are 111oci1ted Vith low pH. 

11t ~ Conjugal Tetucycltne 
Ruisunc• Elt•nt• HP.dj1t• Tetucycltne 
Dependent hchton o( lnteguted Phn.id• 

ftom theo ~~· N. l. SHOEHAKER, and A. 
A, SALYERS•, Unhen1ty of llltnoi1, Urbana, lL 

Conjugal tetracycUnl! rulltance (te1 ) ele11eont1, 
vhlch •PPHf to be chro.oaoul, h1ve bun found 1n Mny 
1tuln& of human colonlc lacterolde1. Weo •hov th•t 
1everal oí thne e-h•nU~e tttucycUne
dl!pendent nchton oí tntegr1ted plHaid-Uke l!'le-.entt 

!:~~.~~;n:h:o:~;:;1 ~r.~:::~º!~:: ~~!!~~~!:e~M • 
fragilh ERL, h grovn in tetucycltne,~pl1111td 
(pNIUl) •nd 1n ll.5kb plua1d (pNIU2) c1n bP detected. 

~;!i~:i:) p!:•;~!,!s vt;~~~~·~!: r:~;~l~~t'~n~~~r~:u~:J of 
Southern hybridluitton 1naly11s dnonstrate that both 

·p1u11tds 11re nov lnteguted in the chro90so1e. pNIUJ and 
pNIU2 are not ldtnttul but conutn •t lu1t on• cro11-

~~!~11! z~:~0;:~!~~· by p~!~I T~·~~':i::O~~ 11~:~!~" reiton 
hctero1du conjug1l Tckele•nt• 1Hdlete tht nchlon of 

:~:~!;e~t T~it e~=:~~;,':; ~t' r:~:;:•;:· no~~:e~~;ul. 

120 Tr1n1hrllble TrOlp.elcmycln(lrHH6F) 1Le1l1tance 
Dltemi.lnant In IKWA1da 1r.Kil.1I (BF). 
D,W, tBlD', • f ,P, TAU.Y, and M.H. flWA.ft'. 1'\lf U 
U.iv. and ,_ r.i.tand Uedlc•I Centu, Boston, W.. 

Antlblotlc re1ht1nct In BF, once rars, h11 lncrt11.d 10 
lhat 10. of 1traln1 lrt lttraeycllnt re1l1tant(Tett'), We hlvt 
prnlou11y dt1crlbed an JD$1clble Tet' transfer d•t•nnlnant, 
tht 'T•l Ellll'llnl 1 that tran1fsn ltHlf, ~lclllln, edoxltln 
and ellhdelycln(Cln') ra1l1tanen by eonJucatlon. IF 1traln 
111>2.JO eont1lna the 'T•t El..nt' and Cln'. ••hin dheonrtd 
thl.t 'DF2JO Is reahtant to trotpeele1111ClnlTn'), an aperl
mntal antlblollc wlth ac1Uant Ja l.llUI: actlvlty ... 1n1t BF. 

C'lllracterlutlon of rnlllantt transfer la WZJO In T1t 
llKl.lced-llmt-fl1ter111llnr• bl.t reneltd al trwfer of Tn' 
oecura u an vnul.eted •rker In aa of Tat' 1tleetld trans· 
eonJu¡1nt1{1C}. f.ar11••l tran.rer oeeun 11 ID •In after mil· 

~ ::a:'~~'h~~·!; :::!~.:'!~' .~!p• !•g .~~::~ 
hoün. Cln' occurred In IDll of Tetr, JOllJ of Tr•r, and JOl of 
Tet'Tn'. Ttt'Tu' or Ttt'Tn'Cln' 'IC hld 1lml lsr D pr1;$er· 

:~!' ::,~~~ ~i ::~~·~,T!.~·:.=~ .:,:.::e::~:.~r-
• .. , tranlfsr to mtn after M •l•llw. Ttt' •• ,,., .. , In 
1111 thAn lll of 'IC u an 11111leeted •rk1r 1 and ctn' •• aot 
•IPlr•led frcsn Tetr. No Ttt lid.leed Tr1'T1t• 1C retransrerrtd 
Tn'i e) Tet lnduct1on •• r19'lred for 111 •rker tren1fer. 

'l'ba 'T•t tl91Wnt 1 of 'Dl'2JD un tr1n1far T1t', Cln' and 11 
r•lred tor tran1rer ot b•', 1 - antlblotle r11l1tanc1 
•rker In IF, .. 1htanc• to lhl• .... , •Y _,., a1 1 eoate
CJ!tnce of tu dl!ttmlnant 11 utoel1tlon •lth trlnlf~r tlmsnll. 



RISULTADOS 

I:= OAiAOflillAOION PilLIMINAA DIL GINI lllO DI 11111!!1111 l~lbi· 
Los resultados sobre la clonaci6n y la caracterizaci6n inicial 

del cene 2m2c se describen en el apéndice II (37). 

ll.• CARACTIRlZAClON DI LA llCUINClA NUCLIOTlDlCA DIL GINI 912"· 

La 

sitio de 

figura 1 

fragmento 

secuencia nucleotidica del fragmento comprendido entre el 

b!YII al sitio de g~gRV-2 del pVF27 fue iniciada. En la 

se muestra la estrategia inicial de secuenciaci6n. El 

seleccionado contiene el gene estructural completo, 

aproximadamente 1000 pares de bases (pb), más un fragmento de 850 pb 

hacia arriba del sitio donde probablemente inicia la traducci6n. Aqui 

deben estar comprendidas las secuencias regulatorias, asi como 

secuencias vecinas. Hacia abajo del extremo 3' del gene se incluyen 

alrededor de 100 pb extras, donde quedan comprendidas las secuencias 

que intervienen en la terminaci6n de la transcripci6n, así como el 

cod6n de terminación de la traducción. 

La secuencia nucleotídica se determin6 utilizando fragmentos de 

menor tamaño, derivados por digestión con diferentes enzimas de 

restricci6n (ER) del fragmento A!YII-!QQRV-2, y clonándolos en M13 

vectores mp18 y mp19 para obtener ambas orientaciones de los insertos. 

La figura 2 muestra la secuencia nucleotídica parcial del cene 

2m2c deducida a partir de los fragmentos HEªI-1-HEªl-2 (fragmento 1) 

y de A!YII-E!!I (fragmento 2); a este último se le incluye parte de la 

secuencia del fragmento de f!!I-HE!I-1 (fragmento 3), la cual no ha 

sido totalmente determinada. 

La comparación del fragmento 1 con la regi6n respectiva en el 

cene de !~Q2!~ muestra claramente como la secuencia que codifica para 
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Fragmento Fragmento Fragmento Fragmento , _2_, 3 ,_1_, 4 
1 - - i 

1 1 
. 1 (\J ,... 
1 (\J 1 N 1 1 

-> 1 1 í 1 > 
t::I ~a:: H s:::t H l=t HHH a:: 
-oo o ;::, - ;::, o o o o 
o- u "' "' > Q. () o. o mow o <( a. a. :e (/) J: w 

I ' 1 1 ::r:: 1 1 1 

'• 1 ompC 
• .. 

• .. 
... • ... • 

FIG.1.- Mapa de restricción del inserto del plAsmido pVF27 y 
estratégia inicial de secuenciaci6n. 

29 

~ .... 
OI 

CD 

l 
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-20 
Hpl 11 MITLy1V1lLys 
OTTAATCAOTATGCAGTGGCATAAAAAAGCAAATAAAGGCATATAACAGAGGGTTAATAACATOAAAGTTAAA 
..•...... ••·····••····•·····•····•·····••·•····•··············••······ 
1tc11cc11t111c11t11cataaaaaagcaaataaacccatataacagagggttaataac1Sl!!!I!!!!! 

····==•••.: 

k•l- -1 +1 
V1lLeuSerLeuLeuV1lProAlaLeuLeuValAlaGlyAlaAlaAanAlaAlaGluValTyrAsnLysAapGly 
OTACTOTCCCTCCTOGTCCCAGCTCTGCTGGTAGCAGGCGCAGCAAACGCTGCTGAAGTTTACAACAAAGACGGC •••••••••••...•........•....•....•.......•....•...•..•...•..•••... 
alliS1S¡¡¡~~!ll!!~~!l~!~!l~!ll!ll~lll~l~!l~l!!!l~CICt1aaatttataataaa1ac11c 

lle ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 

20 
AllnLy11AuA1pLeuTyrGlyLyeValABpGlyLeuHisTyrPheSerAs snLyaAspValAI lyAapGln 
AACAAATTAOATCTGTACGGTAAAGTAGACGGCCTGCACTATTTCTCTGA ACAAAGATGTAGA GCGACCAG ........... .... ........ .. ........... ......... ...... . ..•••.•... 
11c111tt11acct1ttt11taaagtt1at11cct1cactacttctct1a acaaa11ca1c1a 1c1acca1 

Phe •P GlySer ,,, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 
40 Hpa 11 

ThrTyrltetAr1LeuOlyPheLyaGlyGluThrGlnValTnr 
ACCTACATOCOTCTTOGCTTCAAAG<lTGAAACTCAOGTTACT ••••••••••••...•...•................ 
ecct1c1tac1tatc11cttc•••11c1•••c1c•1cttaac 

lle Aln 

FIG.2.- Comparación de las secuencias nucleotidicas y de 
aminoácidos de los fracmentos 1 (panel A) y 2 (panel B) descritos en 
la Fig.1, del cene Q!pC de §~!~Phi. con las regiones correspondientes 
del gene de ~~22!i (28). La secuencia en mayúsculas corresponde al 
gene de i~2Q!i y la secuencia en minúsculas al de §~!~Phi· Las 
regiones variables están delimitadas por rectángulos. La secuencia 
subrayada corresponde al péptido señal (El cod6n de inicio está 
reaarcado, ATO>. Las flechas <--> <--> indican secuencias invertidas 
repetidas. El doble subrayado ( ====) secuencia Shine-Dalgarno. Los 
asteriscos c••••) entre las cadenas indican la presencia de los aisaos 
nucle6tidos en §~!~Ehi y en i~22l!. al final de la secuencia de 
aminoácidos señalan el cod6n de terminación. Para §~~~Eb! solo se 
•efialan los aminoácidos variables. Las barras (####) indican las 
regiones hidrofilicas segun el perfil hidropético de la figura 3. 
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45 260 
hrAraValQlyS.rLeuOlyTrpAl anLy1AlaOlnAanPh•GlUAl1V1lAl•GlnTyrGlnPheAspPhe 
CTCGCGTAQQTTCCCTOOOTTOOQC ACAAAGCACAGAACTTCGAAOCTGTTGCTCAGTACCAGTTCGACTTC 

• •• •••• • •••••••••• •••••••• •••• • ••••••••••••••••••••• 
aacc1tccacctctt1c11ttt1cc ac1111c1c•1•1cttta••1t11tt1c1ca1t•cc11ttc1acttt 
lnProS.rThr Tyr L•uPr Val 

,,,,,,,,,,,,,,, 

-PitI-280 
QlyLeuAr1ProSerLeuAlaTyrLeuOln5erLy lyLyaA1nLeuOlyAr1Gly------------TyrA•P 
QQTCTOCOTCCGTCCCTQQCTTACCTOCAGTCTAA TAAAAACCTOOOTCGTGGC------------TACGAC 
•••••••••••••• ••••••••••••••••••• ••• • •• ••• • ••• 
11tct1c1tcc1tct1t11cttaect1ca1tct1a ct1•111catc11caac11ctac11c1cc11ct1t1cc 

Val ro A1pileSerA•n TyrGlyAlaSer Gly 

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 

300 
AapOl apileLeuLyaTyrValA1pValGlyAlaThrTyrTyrPheAanLysAsnHetSerThrTyrV1lA•P 
CACGA ATATCCTGAAATATGTTGATGTTGGTGCTACCTACTACTTCAACAAAAACATGTCCACCTACGTTGAC 
••• • • ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
1acca ac1tc1taaaatacctt1at1tc11c1c1acttactacttcaacaaaaacat1tccacctat1tt1at 

m hl 

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 

320 
TyrLyaileAanLeuLeuAa 
TACAAAATCAACCTOCTOOA 

340 
apAanGlnPheThrArcA• laGlyileAsnThrAspAsnileValAlaLeu 
ACAACCAGTTCACTCGTGA CTGGCATCAACACTGATAACATCGTAGCTCTG 

•••••••••••••••••••• • ••• • •• •• •• • •• ••••••••••• •• • •••••••••••• 
aaaac1aetttae1c1ata 
Y• Aap Ty 

e111cateaaeace1ac1acatc1ta1c1ct1 
Asp 

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 

OlyLeuValTyrGlnPhe'ªª 
OGTCTOGTTTACCAOTTCTAAT COATTGATATCGAA AAGGOCCTGCGGGCCCTTTTTTCATTGTTTTCAGCG 
••••••••••••••••••••••• •• •••••••••••••••••••••• •• • •• 
11tet11ttt1cca1ttct1at 1c••••1•t1tt1c •••11ect1c111eecttttttcet1ccttett1e1 

---- > e ----

------> 

Aau II 
TACAAACTCAOTTTTTTGGTGTACTCTTOCOACCGTTCCCA 
•••••• • •••••••••••••••••••••• 
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el peptido señal y el extremo amino terminal conservan un alto grado 

de similitud (Fig. 2A). La secuencia nucleotidica del péptido señal es 

básicamente idéntica (conservan el 90% de similitud), solamente 

presenta cambios puntuales en la tercera base de algunos codones, lo 

que genera el 100% de similitud a nivel de secuencia de aminoácidos. A 

su vez, en la comparación del trecho correspondiente al amino terminal 

se pueden observar similitudes también del 90% a nivel de secuencia 

nucleotidica; sin embargo, la secuencia de aminoácidos difiere en 

aproximadamente el 13% (Fig.2A). 

La comparación del fragmento 2 de ambos genes (Fig.28), la cual 

comprende aproximadamente 406 pb del extremo carboxilo terminal, 

incluyendo las secuencias de terminación de la transcripción, señala 

que existe un 73% de similitud, tanto a nivel de secuencia 

nucleotidica como de secuencia de aminoácidos. En la Fig.28, se 

resalta que esta región en §~!~Eh! presenta principalmente cuatro 

trechos con alta variabilidad. El segundo de los trechos presenta 

además una inserción de 4 tripletes, la cual puede explicar en parte, 

porque el peso molecular aparente de la proteina OmpC de §~!~Eh!. es 

mayor que el de ª~g2!! (apéndice II, Fig.3 y s. 37). Además, aún no se 

puede descartar la posibilidad de que existan más inserciones de este 

tipo, asi como tampoco el que pueda haber deleciones para el sene de 

a~!iPb1 con respecto al de E~92l1· El cuarto de estos trechos 

variables corresponde a la región de terminación; donde 16 nucle6tidos 

inmediatamente después del codOn TAA son diferentes. Estos nucleOtidos 

preceden a un trecho más largo que se conserva entre los genes de las 

dos bacterias y que corresponde a un terminador rho-independiente 

(28). Sin embargo, a diferencia de E~s211. este trecho presenta 

secuencias repetidas invertidas, las cuales pueden formar una 
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estructura de tallo y asa. La estructura del tallo sería más bien 

inestable por su mayor contenido de pares A-T. Sin embargo, su 

formación y función son muy especulativas hasta este momento. 

Comparando la secuencia nucleotidica y la secuencia de 

aminoácidos con las secuencias correspondientes de E~g2!!. se ha 

mostrado que a lo largo del gene existen regiones totalmente 

conservadas y que estas corresponden principalmente a trechos 

hidrof6bicos. Las regiones variables parecen corresponder a secuencias 

de epítopes expuestos. La deducción anterior se basa en la generación 

de perfiles de hidrofilicidad e hidrofobicidad de los fragmentos 1 y 

2, y compararlos con los perfiles de estos mismos en E~g2!! (Fig. 3). 

Para este análisis se utilizó el método descrito por Hopp y Woods 

(17). Este sistema se seleccionó debido a que al igual que la mayoría 

de las escalas, ésta se basa en la solubilidad en agua de los 

aminoacidos individuales y sugiere aquellos que favorecen su 

exposición a la superficie. Además, comparativamente con otros 

sistemas descritos, da el mejor rango de confiabilidad; lo anterior se 

demuestra en un análisis realizado con base en la información conocida 

para 12 proteínas diferentes, donde en el 100% de los casos el 

epitope más importante, señalado por este método, correlaciona con lo 

conocido para cada proteína (17). 

Nuestros resultados indicaron que en general todas las regiones 

variables corresponden a trechos hidrofilicos y que los cambios que se 

presentan entre las secuencias de ambas bacterias son principalmente 

sustituciones por aminoácidos con características equivalentes; esto 

es, que mantienen el carácter hidrofilico de esa región. Lo anterior 

sicnif icaria que esta porción de la proteína continuaría siendo 

33 



s. /yphl 

! 
,__~~~~~~~~~~~~-,... ~-tl---'---~,~'--~20,__..._..joo· . 

;¡ - - - = -E. coli ~ 

Rt1lduo1 di amlnoacldot Potlcl6n tn la 11cutnclo 
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expuesta en la superficie, pero que la configuración de la vuelta que 

da la proteina para formar el epitope expuesto, seria estructuralmente 

diferente por los aminoácidos que han cambiado. Este resultado es 

acorde con uno de los postulados hechos desde el principio del 

proyecto, en el sentido de que aquellas regiones expuestas tienen 

mayor posibilidad de variar, ya que están sujetas a mayor presión del 

ambiente y por tanto de sufrir cambios estructurales. 

La secuencia nucleotidica del fragmento 3, aunque determinada en 

forma parcial, también parece indicar que existen trechos con 

variaciones importantes con respecto a la secuencia de ~~2Q!!; sin 

embargo la información aún no es conclusiva. 

El análisis preliminar de la secuencia nucleotidica del fragmento 

4 parece sugerir que es muy disímil a la de ~~2Q!!· Sin embargo, la 

secuencia de esta región no está totalmente determinada. Debido a que 
~ 

la región regulatoria del gene está incluida en este fragmento 4 es 

interesante especular que las diferencias en el mecanismo de 

regulación, que se sugieren en el apéndice II (37), se debieran a 

distintas secuencias nucleotidicas regulatorias. Para explorar más 

estas diferencias, se realizaron experimentos de hibridizaci6n tipo 

Southern utilizando como detector el mismo fragmento 4 contra DNA 

total de §~~~Phi y E~f9!! cortados con diferentes enzimas de 

restricción. La Fig.4A muestra la comparación de la hibridizaci6n 

relajada del gene Qfil2C de ~~~2!! completo (28) contra DNA de ambas 

bacterias; con respecto a la hibridización estricta del mismo filtro, 

contra el fragmento 4 del gene 2mEC de §~!~Phi <Fig.4B) Como se puede 

observar, la hibridización relajada del gene completo de ~~fQ!! genera 

bandas en el DNA de las dos bacterias; mientras que las condiciones de 

hibridizaci6n para el fragmento 4 sólo generan sefial para §~!~Eb!, 
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dando el mismo patrón que en la F'ig.4A. Este resultado sugiere que 

esta región varia considerablemente entre las dos bacterias. 

Con el fin de proseguir estos estudios se realizó un experimento 

similar en el que el DNA total es cortado con enzimas de restricción 

que reconocen palindromes de 4 pb. Esto permite, por probabilidad, que 

el DNA sea cortado con más frecuencia con respecto al corte por 

enzimas de restricción que reconocen 6 pb. Este DNA fué hibridizado 

en condiciones relajadas contra el fragmento 4. La Fig.4C y D muestran 

como se generan patrones de restricción polimórf icos y diferencias en 

la intensidad de hibridización evidentes entre el DNA de ambas 

bacterias, indicando que las similitudes entre esta región para ambos 

genes están restringidas a trechos de pocos pb. Este resultado, junto 

con los datos preliminares de la secuencia nucleotidica de esta 

región, y los reportados en el apéndice 11 (37), sugieren fuertemente 

que el mecanismo de regulación en §~!XPh! difiere del de E~22!!· 

Como una segunda etapa en la deducción de la secuencia 

nucleotidica, han sido generadas clonas nuevas que ahora llevan 

fragmentos de menor tamaño. que los utilizados inicialmente. Estas 

clonas fueron contruidas subclonando los fragmentos de restricción, 

del inserto del plásmidq pVF27, derivados de digestiones dobles con ER 

que cortan más frecuentemente <M~pl, ~~!1, f!!I, I!ql y ~E!ll). Lo 

anterior tiene el objeto de poder contar con la secuencia nucleotidica 

de otros fragmentos que ayuden a corroborar la obtenida hasta el 

momento y definir aquélla de otras regiones que tengan algunas 

ambigüedades. Como en su mayor parte no se cuenta con el mapa de 

restricción para estas enzimas, la selección de clonas de determinada 

región, será realizada por hibridizaci6n, utilizando como sonda 
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FIG.4.- A) Hibridización tipo Southern del gene Q!~ de E~fQ!!. 
en condiciones relajadas, contra DNA total de ~~~2!! y §~!~~n! 
cortados, respectivamente, con: ~~QRI-tl!~dlll (carriles a y f), §g!ll
H!ndIII (by g), ~QQRI <c y h) y ªg!II (d y i). El carril e contiene 
DNA del pl6smido pMYlll (28) el cual porta el cene Q!2C de ~~22!!· 

B) Hibridizacion tipo Southern de una replica del filtro 
anterior contra el fragmento 4 del gene gm~ de §~i~eb! en condiciones 
estrictas (Ver metodologia en la fig. 6 del apéndice II) . 
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C) Hibridizaci6n tipo Southern, en condiciones estrictas, del 
fragmento 4 del gene 2!1!C de §~!~2bi. contra DNA total de §~!~Pb! y 

~ g~~2!! cortados, respectivamente con: ~!PI (carriles a y b) y Hb!l 
(carriles e y d). D> Igual que e pero en condic~ones relajadas . 
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fragmentos especificos para las regiones deseadas (Fig.1). 

Al ser terminada la caracterización de la secuencia del gene 

QID~C, podrán realizarse predicciones por computación de la estructura 

secundaria de la proteina completa, siguiendo reglas como las de Chou 

y.Fasman (&) para hoja beta, alfa hélice; asi como vueltas o perfiles 

de hidrofilicidad-hidrofobicidad siguiendo las reglas de Kyte y 

Doolitle (19), etc., las cuales est6n integradas en programas de los 

paquetes de análisis de secuencias de la computadora VAX de este 

Centro. 

.. 
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DllCJUIJON Y CONOLUllON 

En resumen, los resultados indican que el gene de §~!~Pb! aislado 

y clonado en el plásmido pVF27 es equivalente al gene QfilEC descrito 

para g~~2!i (28). Esta conclusi6n se basa principalmente en la 

similitud que reflejan los experimentos de hibridización, en los 

cuales se baso el aislamiento del gene. Por otro lado, el tamaño de la 

proteina codificada por el pVF27 correlaciona con lo previamente 

observado para la OmpC de ~~22!!; asi como por el hecho de que se 

trata de una proteina que se integra en la ME de ~~2Q!!· Además, la 

proteina codificada por el plásmido pVF27 comigra con una proteina 

principal de la ME de §~!~Pb! que corresponderia a OmpC y que se 

expresa en alta osmolaridad. Adicionalmente, el mapeo de restricción 

muestra claramente como algunas regiones están conservadas entre el .. 
gene de §~!~Pb! y de E~~Q!!. ya que los patrones de restricci6n para 

ciertas enzimas son equivalentes para ambas bacterias, sin dejar de 

considerar que también la variabilidad se refleja en otras regiones 

del gene, donde se pueden observar sitios de restricción diferentes. 

Sin embargo, esta similitud no parece ser tan clara en el caso de 

la regulaciOn de la expresi6n del gene, ya que se ha podido observar 

que OmpC de §~!~En!. a diferencia de la de g~22!i (29), no responde a 

la osmoregulación (Apéndice II, fig.5. 37). Este hecho, aunado a la 

sobreexpresión de la proteina clonada, apoyan la idea de que los 

mecanismos regulatorios pudieran ser diferentes. 

En una segunda etapa del trabajo se analizo parte de la secuencia 

nucleotidica del gene. De este modo se pudo corroborar la información 

concerniente a la orientación del gene en el pVF27, así como a su 

localización en el .inser~o,._¡ _Por otra parte, se apoyo la identidad del 
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gene, ya que la secuencia de aminoácidos del péptido señal es idéntica 

a la de la proteina de E~99l!. y algunas de las regiones codificadoras 

presentan altos porcentajes de si~ilitud entre ambos genes. 

Adicionalmente, ha sido posible comprobar el postulado inicial de que 

durante la evolución de ambas bacterias este gene ha ido cambiando; y 

que algunos de estos cambios pueden, a su vez, determinar 

modificaciones funcionales importantes que no han sido descritas, pero 

que deben ir acorde con los diferentes comportamientos de estas dos 

enterobacterias, tanto a nivel de patogenia como de desarrollo en vida 

libre. Por ejemplo, podemos considerar la información preliminar sobre 

la regulación del gene o la presencia de regiones variables 

correspondientes a vueltas expuestas de la proteina. 

Este y otros aspectos sobre la importancia funcional de las 

diferencias encontradas, así como de la utilidad de la clonación y 

caracterización del gene QIDEC de §~!~Ph!, son discutidas más adelante. 

I.- IMPORTANCIA DK LA PRESENCIA CONSTITUTIVA DI OllpC 

OmpC se encuentra constitutivamente en varias cepas de §~!~~h~ 

obtenidas de diferentes fuentes, crecidas en diferentes condiciones, 

como son: temperaturas entre 5 y 42 C; alta y baja osmolaridad, o sea, 

medio al que se le ha afiadido sacarosa del o al 20% o NaCl de O a 

300mM; limitación de fierro, etc. Esto sugiere indirectamente que la 

proteina puede estar jugando un papel relevante en la viabilidad de la 

bacteria en diferentes medios ambientes. Quizá pudiera ser importante 

en los mecanismos de patogenia (como adhesividad, invasividad, 

resistencia a fagocitosis, etc.) o de sobrevivencia de la bacteria en 

el huésped . 

41 



Nikaido y Vaara (30) han propuesto que el cambio en la expresión 

genética mediado por la osmolaridad del medio, sobre la relación 

OmpF/OmpC, es una parte de la adaptación de E~fQ1! Y §~!~~h!mYr!Ym 

para crecer ya sea en un huésped o en estado de vida libre. La 

osmolaridad del suero sanguineo, es mayor comparada con la del 

ambiente acuoso que estos organismos pueden encontrar en vida libre. 

Asi, una mayor relación OmpF/OmpC seria caracteristica de bacterias de 

vida libre; mientras que una pequeña corresponderia a bacterias que 

es tan infectando un organismo. Además, las relativas bajas 

temperaturas, típicas de vida libre, también pueden generar una mayor 

relaciOn; a diferencia de lo que puede suceder en el huésped donde las 

temperaturas van de 37 e en adelante. 

Otra propuesta (30) señala que las bacterias pueden encontrar 

bajas concentraciones de sustratos en vida libre, por lo que la 

difusión a través de la ME puede representar un paso limitante en la 

tasa de incorporación de sustratos. Esta difusión es también 

proporcional al área secciona! de paso a través de la cual ocurre la 

-, difusión. De este modo, el que OmpF forme un poro de difusión de 

mayor tamaño, seria de gran ventaja fisiológica para bacterias de vida 

libre. Se propone que el menor tamaño de poro formado por OmpC 

ofreceria una ventaja selectiva para bacterias que crecen en fluidos 

del huésped, ya que podria excluir la incorporación de compuestos 

inhibitorios (letales) presentes en el organismo que parasitan. 

Cabe mencionar que, si bien la anterior propuesta esta 

relacionada a los conocimientos existentes sobre y 

§~!~2b!!Yr!Y!· y no incluye nuestras observaciones para §~!~2b!. ahora 

pudiera hacerse más clara para el caso de esta última. Esto es, 

es un organismo que pudiera estar mejor adaptado a 
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desarrollarse en el huésped (en este caso el hombre), que en vida 

libre. Por lo tanto, el hecho de que OmpC se exprese constitutivamente 

en diferentes cepas de §~!~En! y de que OmpF responda aparentemente al 

mismo mecanismo de regulación que en ~~221! y §~!~EhimYriYID (apéndice 

11, 37 y datos del grupo no publicados), aunado al dato de que existen 

cepas virulentas de §~!~En! que carecen de OmpF, habla de la posible 

importancia fisiológica que representa la presencia de OmpC en 

cualquier circunstancia, especialmente durante la infección. Por otro 

lado, durante el desarrollo de una infección sistémica por §~!~En!. 

ésta debe enfrentarse a diversos cambios de las condiciones del 

entorno (e.g. osmolaridad). Asi, la presencia constante de una 

proteina como OmpC que le pudiera permitir incorporar sustratos, que 

en la mayoria de los casos pueden encontrarse en abundancia, y, a su 

vez, excluir otras moléculas que le pudieran resultar perjudiciales 

<ser selectiva), le seria de gran ventaja fisiológica. Es importante 

mencionar que §~!~En! tiene una alta especificidad por su huésped; de 

este modo queda abierta la cuestión sobre el papel que pudieran tener 

algunas proteinas de la ME, como OmpC, en esta especificidad. 

II.- IMPORTANCIA IN LA IPIDIHIOLOOIA HOLICULAR. 

Ya se ha mencionado anteriormente (Apéndice l, sección de 

introducción. 

incidir la 

3), que uno de los aspectos importantes en donde puede 

biologia molecular en la caracterización de cenes 

especifi:cos de 

epidemiolocia 

epidemiológicos 

organismos patógenos, es en el desarrollo de la 

molecular. Se ha sugerido que los patrones 

de infecciones entéricas varian de pais a pai.s ·y . c;l,4', .. 
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región a región dentro de un pais. Por esto, ·es importante el diseño 

de metodologías capaces de identificar factores, desde locales hasta 

regionales, que influencien el patrón epidemiológico de infecciones 

entéricas. 

Uno de los desarrollos más interesantes es el del estudio de 

"huellas digitales" moleculares, (molecular fingerprinting). Esta 

metodología se basa en la utilización de tres procedimientos para 

determinar si diferentes cepas de una misma especie son idénticas (por 

ejemplo, clonas), o bien representan organismos diferentes 

genotípicamente. Los dos procedimientos usados inicialmente son: el 

estudio de patrones plasmidicos por electroforesis, el cual ha probado 

ser un sistema rápido, económico y de tipificación epidemiológica 

reproducible para algunos patógenos bacterianos; y el análisis 

electroforético de los fragmentos de restricción de DNA bacteriano, .. 
BRENDA <Bacterial restriction-endonuclease DNA analysis), el cual ha 

generado información adicional y especificidad a los resultados. Sin 

embargo, estos procedimientos están limitados, a la presencia de 

plásmidos y de patrones de restricción claramente discernibles (para 

revisión ver 8,44). Actualmente, es.tos procedimientos se han visto 

grandemente fortalecidos con la utilización de técnicas de 

hibridización, por ejemplo la tipo Southern. De este modo, dos o más 

cepas de la misma especie son consideradas clonas si, usando como 

detectores genes u oligonucleótidos sintéticos marcados, el patrón de 

bandas hibridizadas de cada cepa es el mismo. En conjunción estos tres 

procedimientos representan la técnica de huellas digitales moleculares 

y pueden ayudar a determinar: a) si la mayoría de los episodios 

infecciosos en una comunidad se deben a una cepa clonal en particular, 

indicando un reservorio y sistema de transmisión común; o si se deben 



a diferentes cepas, indicando reservorios y/o sistemas de transmisión 

múltiples; b) si los episodios de infecciones recurrentes por la misma 

especie en un individuo en particular, se.deben a la misma cepa 

(indicando una recaida o la falta de inmunidad adquirida), o son 

debidos a diferentes cepas patogénicaa (indicando la adquisición de 

nuevas cepas). Además, estas técnica• pueden ser usadas para 

distinguir cepas virulentas de cepas no virulentas de la misma especie 

y para identificar factores que seleccionan o favorecen la 

persistencia en una comunidad de una cepa patogénica. 

Esta estrategia también ha sido denominada análisis de los 

polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción (PLFR; 

término originalmente acuñ·ado para el estudio de enfermedades 

genéticas; 45) y se basa en la presencia de polimorfismos genéticos, 

los cuales reflejan la ausencia o presencia de sitios de'" corte 

especificos para enzimas de restricción, los cuales pueden ayudar a 

clasificar diferentes cepas de acuerdo a su origen geográfico o a los 

sintomas clinicos que inducen. De este modo, es posible que un patron 

de bandas de hibridización particular pueda servir de huella digital 

para una cepa especifica. 

En el presente trabajo se ha caracterizado parcialmente un gene 

particular de §~~~~h!· En experimentos preliminares (datos no 

mostrados), es posible observar que la hibridización del gene completo 

contra DNA de diferentes cepas, cortado con enzimas de restricción que 

reconocen secuencias de 6 pb, pueden generar en algunos casos y para 

algunas enzimas, patrones polimórficos (observación realizada también 

para otro gene, datos no mostrados). 

• ' ,;_ ~ ., • j 
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Por otra parte, el análisis de la secuencia nucleotidica (sección 

de resultados; fig. 2) y experimentos de hibridización con regiones 

especificas del gene 2mpc (sección de resultados; fig. 4), señalan que 

interespecificameente Cal menos con E~s21i. especie estrechamente 

relacionada) parece existir suficiente heterogeneidad como para 

plantear la posibilidad de iniciar estudios con este gene como un 

posible marcador genético. Conjuntamente, cabe la posibilidad de 

encontrar con este mismo planteamiento heterogeneidad intraespecie 

que, a diferencia de lo que se espera para una posible sonda universal 

de diagnóstico, puede permitir la diferenciación y clasificación de 

cepas según el cuadro clínico producido, el origen geográfico, la 

epidemia producida, etc. 

Basados en la secuencia nucleotidica pueden diseñarse diferentes 

oligonucleóidos, los cuales pueden ser probados para determinar su 

homologia en diferentes cepas de §~~~Pb! y si pueden generar patrones 

de hibridización heterogéneos con otras salmonellas (por ejemplo, 

etc.> o funcionar 

especificamente para ~~!~Eh! (punto discutido más ampliamente en su 

uso para diagnóstico, en el punto IV de la sección de discusión). Cabe 

mencionar que alguno de estos oligonucleótidos diseñado a partir de la 

secuencia nucleotidica del gene aislado de nuestra cepa tipo, puede 

tal vez presentar hibridización diferencial con cepas productoras de 

cuadros clínicos distintos al de la cepa de referencia. De este modo, 

podria ser utilizada para estudios epidemiologicos en la clasificación 

de cepas según esta caracteristica. 

La utilidad de estas metodologías ha sido documentada. Por 

ejemplo, se ha reportado que la utilización de sondas especificas para 

las enterotoxinas LT. y ST ·cie ~~~2H ha hecho posible discernir la 
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presencia de estos genes entre diferentes colonias bacterianas. Este 

resultado permite realizar ensayos en los que se determine la 

presencia de cepas patógenas, epidémicas o pandémicas (7). Es claro, 

por ejemplo para ~~22!!, que los detectores para toxinas han sido 

invaluables en la clasificación de cepas patógenas, presentes en las 

heces de la mayoria de las personas enfermas y sanas. Antes del 

advenimiento de las sondas de DNA, los ensayos requerian producción de 

toxina !n Y!!rQ y su detección por ELISA, cultivo de tejidos (CHO, 

Vero, Etc.) o estudios en modelos animales (Asas ileales de conejo o 

rata, etc). 

su utilidad es clara ya que, como ya se mencionó, algunas veces 

son necesarias pruebas adicionales para realizar posteriores 

subtipificaciones de organismos, particularmente cuando una epidemia 
~ 

es causada por un organismo con caracteristicas fenotipicas que se 

presentan comúnmente. 

Asi también estas sondas pueden ser utilizadas en vigilancia 

epidemiológica y en investigaciones de epidemias específicas, asi como 

en estudios de campo. 

Otros reportes apoyan el uso de sondas para cuantificar la 

frecuencia relativa de una determinada bacteria patógena, como la 

~~22!! enterohemorrágica (EHEC), como una causa de diarrea, ya sea en 

niños o adultos de paises en vias de desarrollo o industrializados 

(22). 

A este respecto, los oligonucleótidos especificos para §~!~Phl 

pudieran ser de gran importancia en la ejecución de amplios programas 

epidemiológicos que pretendan generar información acerca de la 

distribución qe, la bacteria en: grupos de edades de los huéspedes, 
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diferentes áreas geográficas, etc; asi, como para determinar su 

incidencia, porcentaje de acarreadores en la población, prevalencia, 

etc. En términos generales todo esto pudiera permitir mantener 

eficientes programas de vigilancia epidemiológica, con el diseño de 

marcadores especificos de bacterias enteropatógenas. 

Es interesante el hecho de que la región aledaña al extremo S' 

del gene estructural Qfil~C (región regulatoria), presente patrones 

polimórficos con respecto a !~fQÁ! (fig. 4, sección de resultados). 

Existen reportes en los que se observa, en experimentos de 

hibridización tipo Southern usando como sondas genes clonados o 

secuencias aledañas, heterogeneidad de los fragmentos de restricción 

en la región hacia arriba del gene estructural de la exotoxina de 

f!~Y92m2n~! !~rY&!IlQ!~ (42). Más aún, esta región ha sido utilizada 

para distinguir aislados clinicos en experimentos de hibridizaci6n; 

además de que se ha demostrado su estabilidad como marcador 

epidemiológico (31). 

En resumen, la técnica de huellas digitales moleculares para 

cepas de diferentes bacterias patógenas, utilizando las técnicas de 

hibridizaci6n de ONA genómico (el cual ha sido digerido con enzimas de 

restricciOn, separado por electroforesis y fijado a un filtro) contra 

secuencias de ONA clonadas, ya sea por algún interés en particular 

(por ejemplo 37) o al azar (41), parece ser un método útil que puede 

ser aplicado en epidemiologia para, por ejemplo, tipificar cepas no 

tipificables por otros métodos. 

Es deseable que un marcador epidemiológico posea las siguientes 

características: debe ser lo suficientemente sensible para distinguir 

cepas no relacionadas; debe identificar especificamente todas las 

cepas relacionadas; y necesita ser lo suficientemente estable de tal 
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modo que la identificación de cepas no varie bajo las condiciones 

usuales de laboratorio o durante una infección. 

En términos generales, los usos prácticos en los que puede ser 

aplicada esta metodologia serian los siguientes: 

-El procesamiento de gran cantidad de especimenes simultáneamente 

y en gran escala, para estudios epidemiológicos. 

-La detección directa de factores importantes codificados 

geneticamente, en aislados o especimenes. Por ejemplo, enterotoxinas, 

genes de resistencia a antibiOticos, factores de colonización u otros. 

-El diagnóstico clinico de rutina (punto que es discutido en el 

inciso IV). 

Por último, no se puede pasar por alto que tanto a nivel 

epidemiológico como de diagnóstico (ver más adelante), uno de los 
~ 

aspectos más relevantes de la caracterización de regiones variables 

que estén expuestas en la superficie, es la generación de anticuerpos 

monoclonales que reconozcan epitopes específicos para la proteina OmpC 

de §~~~Eh~. los cuales pueden ser utilizados para la identificación o 

tipificación de esta bacteria. La especificidad que puede obtenerse 

con un anticuerpo monoclonal ha sido observada en un estudio realizado 

para la PME PhoE de A~22!! (43). 

III.- IMPLICACIONES DEL GRADO Di CONSIRVACION ENTRE LOS GINIS. 

Se ha señalado \ver resultados), que la comparación de la 

secuencia nucleotidica del gene 2mEC de §~!XEh! y E~22!! refleja la 

distribución intercalada de regiones conservadas y variables, y de que 

las regiones variables muy probablemente codifican para aminoácidos 

que conforman epitópes expuestos. 



Como se menciono en la sección de resultados, 2~EC de ~~22!1 y 

§~!~Eh! presentan altos valores de similitud tanto a nivel de 

secuencia de nucle6tidos como de secuencia de aminoácidos. Sin 

altamente variables que parecen, en su mayoría, corresponder a 

regiones que pudieran favorecer la formación de vueltas expuestas. 

Esta suposición se basa en la comparación de modelos que predicen la 

estructura secundaria de las proteínas; para las PME de ~~~Q!! existen 

antecedentes a este respecto 113,33). De este modo esperamos similitud 

en estructura y patrones de plegamiento, basados en la homología 

encontrada y en la observación de que la proteína recombinante es 

incorporada en la ME de ~~22!i (Apéndice 11, fig.5. 37). En un estudio 

comparativo realizado con la secuencia de la proteína OmpA de 4 
,. 

enterobacterias, se ha podido observar heterogeneidad en las regiones 

formadoras de vueltas expuestas (12). 

Hasta el momento, la proteína OmpC no ha sido descrita en otra 

bacteria gram-negativa más que en ~~22!i, donde funcionalmente ha sido 

más o menos caracterizada. Además de permitir el paso de moléculas 

hidrofilicas y de servir como receptor para fagos y colicinas, no ha 

sido establecida ninguna otra función, salvo la sugerencia de que 

puede mediar la exclusión de algunos antibióticos. 

Por lo anterior resulta dificil proponer algún papel fisiológico 

adicional a esta proteína en §~!~Eh!. basados unicamente en su 

similitud con ~~~Q!!· 

Sin embargo, no se puede dejar de considerar que las diferencias 

encontradas a nivel de las posibles regiones expuestas, pueden tener 

relevancia funcional en aspectos más complejos de la interacción 
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huésped-parásito. 

caracteristicas de 

Especulando, es posible 

los epitopes heterólogos, no 

pensar que 

solo le den 

las 

la 

posibilidad de servir como receptor para diferentes fagos o 

biomoléculas, sino además conferirle la capacidad de adherirse a 

receptores especificos de células del huésped, para de este modo poder 

colonizar, invadir y establecerse dentro del organismo, haciéndose 

resistente a factores de este último como la fagocitosis, la acción 

del suero u otros agentes antibacterianos (9). §~!~~n!. a diferencia 

de ª~~2!! es un organismo invasivo; además, Ompc se sintetiza en 

§~!~PDi en diversas condiciones (ver inciso 1), contrario a lo que 

sucede en E~92li. lo cual sugiere que es importante para el 

crecimiento de la bacteria en diferentes nichos ecológicos. Es 

importante señalar, que es de mucho interés contar con cepas mutantes 

de §~1~Pbi para esta proteína, las cuales permitan analizar el ef~cto 

de la falta de Ompc en diferentes condiciones. 

En resumen, no podemos descartar las posibles implicaciones de 

cambios estructurales especificos en un antigeno de superficie de una 

especie bacteriana a otra; en especial, si estos cambios se dan en 

regiones que están directamnete en contacto con el medio y, que 

estructuralmente se conforman de manera muy distinta, aunque por 

comparación demuestren tener sustituciones de aminoácidos equivalentes 

en cuanto a características como la hidrofilicidad o su capacidad de 

inducir vueltas. 

Numerosos reportes describen la caracterización de PME formadoras 

de poros en diferentes bacterias patogenas para el hombre; en estos, 

casi como regla general, se sugiere la participación de estas 

proteínas en mecanismos de virulencia o inmunidad. Del mismo modo, en 

ninguno de los casos este papel ha sido· finamente descrito. Sin 
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embargo, se han implicado en mecanismos de resistencia a antibióticos, 

colonización, adhesividad, invasividad, etc. (1,4,15,34) o de 

inmunidad (25, 3 para revisión). 

En algunos casos las secuencias de estas proteinas, que no 

incluyen otras OmpC, han sido comparadas con las de las porinas de 

E~2Q!!, y se ha encontrado algo de similitud con OmpC para algunas de 

ellas. Las semejanzas parecen estar asociadas a regiones hidrofóbicas, 

lo que es de esperarse para proteínas que se integran en la membrana 

de forma similar. En contraste, las regiones variables, si se 

encuentran expuestas, pueden estar determinando los diferentes 

mecanismos de acción o inclusive conferir la especificidad hacia el 

huésped. 

Es importante' señalar que lo que aqui se ha comentado no 

establece que la proteína OmpC sea un factor multifuncional en la 

patogenia, ya que deben de participar más de un elemento de la 

superficie bacteriana. De cualquier modo, profundizar en el estudio de 

uno de estos elementos puede aportar las bases para el entendimiento 

de alguno de los eventos hasta ahora poco documentados. 

La correlación entre la proteina OmpC de §~!XPbi con respecto a 

otras proteínas de ME que hayan sido asociadas a 

podrá ser establecida al comparar virulencia 

aminoácidos 

membranales. 

completa con las secuencias de 

IV.- DIAGNOSTICO POR HIBRIDIZACION CON DNA. 

algún proceso 

la secuencia 

de 

de 

estas proteínas 

El objetivo principal del diagnóstico de enfermedades infecciosas 

con s6ndas de DNA, es la detección e identificación de un organismo 
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patógeno directamente en una muestra clínica. Esto debe realizarse de • 

manera rápida y especifica, para que incida directamente en el cuidado 

y tratamiento del paciente. 

AEi, los resultados obtenidos hasta el momento abren la 

posibilidad de utilizar al¡una de las secuencias descritas (ver 

resultados}, como sonda para el diagnóstico acertado y eficiente de la 

FT, que en la actualidad es lento e inespecífico (apéndice I, sección 

Diagnosis, 3) . 

Los estudios que se han iniciado en nuestro laboratorio están 

diri¡idos a determinar cual es la distribución intraespecie de las 

secuencias variables encontradas en este trabajo; si esta variabilidad 

es homogénea y cual es la· especificidad, esto es, que tanto se 

conserva entre otras bacterias. 
,. 

De ser identificadas secuencias especificas para §~~~EDl· tendrán 

que evaluarse los sistemas en los que puedan ser aplicadas para el 

diagnóstico clínico de la enfermedad. Asimismo, los resultados deben 

ser rápidos y específicos, y su aplicación eficiente a gran escala. 

Como ya se ha mencionado, existen una gran cantidad de 

situaciones clínicas y experimentales en las cuales es deseable 

detectar pequeñas cantidadeE de un biopolimero especifico, el cual 

está combinado con una gran cantidad de material no relacionado, por 

ejemplo, un gene unicopia en DNA gen6mico. La especificidad apropiada 

de algún ensayo usualmente depende del uso de un biopolímero que se 

combine con el blanco con gran afinidad y que tenga una baja afinidad 

por todos los demás componentes de la muestra. Tal es el caso de un 

oligonucleótido complementario a una secuencia de DNA o un anticuerpo 
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La sensiblidad de un ensayo adecuado se logra acoplando al 

detector una molécula que genere una señal fácilmente detectable 

(reportera). Las más comunmente usadas son las moléculas orgánicas 

flourescentes y los grupos fosfatos marcados radioactivamente. Estos 

últimos cuentan con diversas desventajas, como su inestabilidad (vida 

media muy corta), el riesgo inherente a su manejo y la problemática en 

la disposición de sus deshechos. Actualmente, la sensibilidad de los 

ensayos no-radioactivos ha sido mejorada mediante la incorporación de 

diferentes moléculas reporteras a los probadores (revisados en 

l~,16,18,26). La más popular de estas moléculas reporteras es la 

Biotina (20). En este último caso, después de que los detectores 

reconocen a . sus blancos, se les une um1 enzima como la fosf atasa 

alcalina o la peroxidasa de rábano (21), mediante un acoplador de 

avidina o estreptavidina (molécula que se pega fuertemente a biotina). 

De este modo, es posible acumular un buen número de moléculas del 

producto de la reacción enzimática por cada complejo formado entre el 

detector biotinilado y la enzima, al agregar el sustrato cromogenico 

apropiado. Asi, es posible obtener mayor sensibilidad que en el caso 

de moléculas generadoras de señales que están acopladas directamente 

al detector. A este principio se le puede afiadir un secundo paso de 

amplificación enzimática. 

Sin embargo, cabe destacar que las técnicas de hibridización 

actuales (numeradas anteriormente) , no han desarrollado la 

sensibil'ídad y velocidad requeridas para su uso en el campo del 

diagnóstico, ya que los limites de detección de los bioensayos que 

utilizan esquemas de amplificación lineal, es del orden de 10exp6 

moléculas de blanco (27). 

Con el propósito de superar esta limitación, se están 
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desarrollando novedosos sistemas de detección de ácidos nucléicos, que 

tienen el potencial de incrementar los limites de sensibilidad en los 

ensayos de hibridización por varios ordenes de magnitud; esto es, 

sistemas que se basan en mecanismos de amplificación exponencial. 

Uno de estos sistemas consiste en la construcción de sondas 

formadas por RNAs de cadena sencilla (24). Estas moléculas son 

bifuncionales, ya que son capaces de hibridizar con su secuencia 

blanco y a su vez pueden ser replicadas por la replicasa del fago QB 

CRNA polimerasa dirigida a RNA). Teóricamente, el uso de esta enzima y 

de las sondas formadas por FINA permi t·irá la detección de una sola 

molécula del blanco. Esto hará posible la detección de secuencias 

presentes en bajo número de c'opias por célula, de secuencias presentes 

en una pequeña proporción de celulas de una población heterogénea, y 
,. 

de secuencias diluidas en una muestra biológica. En términos 

generales, el sistema consiste en la unión del detector a su blanco, 

la eliminación de los detectores no unidos y la sintesis por la QB 

replicasa de gran cantidad de copias del RNA recombinante, lo cual 

señala a los detectores unidos a un blanco. 

Estos RNAs recombinantes combinan, en una sola molécula, las 

funciones de detector y de reportero. Así, el RNA que es amplificable 

contiene una secuencia única que identifica su blanco de manera 

especifica. con este sistema debe ser posible diseñar ensayos de 

diagnóstico que utilicen una mezcla de RNAs recombinantes, cada uno 

conteniendo una secuencia detectora que es especifica para el genoma 

de diferentes agentes infecciosos. Después de la amplificación con la 

QB replicasa, la poblacion de RNA contendria replicas sólo de aquellos 

detectores que se hubieran unido a sus blancos. La subsecuente 
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hibridización de estos RNAs amplificados, a una membrana que contenga 

un arreglo de muestras de DNAs complementarios a cada detector 

original, permitirá la identificación simultánea de cada organismo que 

estuviera presente en la muestra. Asi, los bioensayos que emplearan la 

amplificación de detectores de RNA recombinante serian versátiles, 

rápidos, sensibles y con un rango de acción muy amplio. 

Otro de los métodos importantes que se han desarrollado, 

basándose en la amplificación exponencial enzimática, es el denominado 

"reacción en cadena de la polimerasa" (del inglés "Polymerase Chain 

Reaction"). Este sistema produce un enriquecimiento selectivo de una 

secuencia de DNA especifica por un factor aproximado de 10exp6 (38). 

La técnica requiere de dos oligonucleótidos sintéticos que funcionen 

como primeros y que flanquéen la secuencia blanco (la cual será 

amplificada durante el curso de la reaccion). La reacción procede con 

ciclos repetidos de desnaturalización del DNA por calor, del 

apareamiento de los primeros a su secuencia complementaria, y de la 

extensión de los primeros apareados con DNA polimerasa (39). 

Debido a que los primeros hibridizan con cada una de las cadenas 

de la secuencia que va a ser amplificada, la reacción de la polimerasa 

procede entre ellos, de tal modo que cada ciclo duplica la secuencia 

blanco. cuando la amplificación es apropiada (aprox. 10exp6) el DNA 

blanco es detectado con un oligonucleótido marcado enzimáticamente, 

que es complementario a la secuencia amplificada. 

La reacción se lleva a cabo a tres temperaturas: 9~ e para 

desnaturalizar el DNA, alrededor de SS e para el apareamiento y 72 e 

para la polimerización, utilizando la polimerasa termoestable de 

lb~rIDY§ !9Y!!!fY§ (DNA polimerasa J!g). De este modo el método puede 

ser fácilmente sistematizado (32). 
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Adicionalmente, este sistema provée las ventajas del uso de 

oligonucleótidos sintéticos, los cuales pueden ser diseñados con base 

en la secuencia nucleotidica del gene que se está caracterizando. 

Estos son pequeños (de 15 a 20 bases) y de cadena sencilla, lo que 

evita que hibridicen consigo mismos, como en el caso de los detectores 

de doble cadena, lo que representa problemas de competencia que 

disminuyen la eficiencia del sistema. Otras ventajas son: el estar 

libres de vector y una hibridización más rápida. 

Una de las principales limitantes que este tipo de sistemas de 

amplificación pueden ayudar a superar, utilizando por ejemplo 

secuencias especie-especificas del gene QmpC de §~!~~b!. es la 

cantidad de muestra que puede estar contenida en un mililitro de 

sangre de un paciente con FT (aprox. 20 células) o lo enmascarado de 

ésta en heces fecales. 

V.- UTILIZACION DI LA PROTIINA COMO PRISINTADORA DI IPITOPIS 
HITIROLOOOS. 

Hasta ahora, los resultados obtenidos parecen indicar que la 

expresión de la proteina OmpC en §~!~eh! es constitutiva, esto es, que 

está regulada de forma distinta a la reportada para ~~22!! (29). 

Sabemos que la proteína es sintetizada en §~!~eh! todas las 

condiciones de crecimiento probadas hasta el momento; que en ~~~2!! es 

abundantemente producida e incorporada en la ME cuando la bacteria 

porta el plásmido recombinante pVF27/Qmpc (37); y que la secuencia 

nucleotidica de la región regulatoria es probablemente diferente a la 

del gene de ª~2Q!! <ver resultados). Aunadó a esto, la comparación de 

la secuencia nucleotidica y la predicción de epítopes expuestos a 
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través del análisis de perfiles de hidrofilicidad y hidrofobícidad, 

abre posibilidades en el uso de la proteina como acarreador de 

epitopes heterólogos. 

Lo anterior, como ya se mencionó, eEtá basado en el hecho de que 

OmpC en ~~!~Eh~ esta presente tanto en alta como en baja osmolaridad. 

Además, su expresión en ~~22!! es muy elevada (aún considerando que 

está clonado en un plasmido de alto numero de copias) (anexo 11, 

fig.S. 37). Por otra parte, la información preliminar sobre la 

secuencia nucleotidica de la región regulatoria y experimentos de 

hibridización, parecen señalar que existen diferencias importantes a 

este nivel, lo que pudiera estar determinando mecanismos de regulación 

distintos. 

Asi, es factible que OmpC pueda ser manipulada mediante técnicas 

de ingenieria genética, de tal manera que funcione como acarreadora de 

epitopes heterólogos. De este modo, regiones expuestas de la proteina 

pueden ser sustituidas por péptidos inmunogénicos provenientes de 

proteínas 

péptidos 

de otros microorganismos de importancia médica. Estos 

deben mantener la estructura de vuelta, de tal forma que 

puedan ser expuestos correctamente y generen una respuesta inmune 

protectora. 

El estudio de la secuencia nucleotidica permitirá elegir algunas 

regiones que tengan la probabilidad de estar expuestas en la 

superficie y que sean fácilmente manipuladas. Esto se podría lograr 

deletándolas, para posteriormente sustituirlas por secuencias 

heterólogas, sin que la estructura general de la proteína se vea 

comprometida; o bien insertando estas regiones heterólogas manteniendo 

la conformación que le da la posibilidad de exponerlo al medio. 

También es necesario que la conformación de la proteina acarreadora, 
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conteniendo el epítope insertado, sea la adecuada para su función como 

inmun6geno. 

A este respecto se pueden mencionar dos de los avances más 

importantes. Uno ha sido desarrollado por el grupo de M. Hofnung (5), 

el cual utiliza la proteína de membrana externa de ~~221! LamB como 

acarreadora para exponer epítopes foráneos en la superficie de esta 

enterobacteria. En un caso han insertado el epitope C3 de poliovirus 

en dos vueltas externas. El péptido es expresado en la superficie y es 

accesible a anticuerpos anti-C3. Se ha observado que esta proteína 

híbrida resulta ser estable y mantiene la mayoría de las funciones 

biológicas de LamB. Las cepas portadoras de esta construccion, pueden 

ser utilizadas directamente como inmunógenos en conejos y ratones; en 

donde la secuencia exp4esta fue inmunogénica y los anticuerpos 

generados por ella reaccionan con la partícula viral completa. 

Otro interesante diseño es el basado en el gene para la flagelina 

de §~~~en!fil~[!~m. el cual ha sido clonado en un derivado de pBR322. En 

este sistema, oligonucleótidos de alrededor de 45 pares de bases, que 

codifiquen para un epitope inmunogénico de otro microorganismo, pueden 

ser insertados en un sitio de restricción único para ~fQRV, el cual se 

derivó de una deleción de 45 pares de bases que no interrumpe la fase 

de lectura y no produce perdida de la función flagelar. Los plásmidos 

derivados de esta forma son transferidos a una cepa atenuada de 

§~!xeb!IDYI!YID· la cual sirve como acarreadora de los antigenos. Un 

ejemplo de su utilizacion.es la introducción del epitope CT~3 de la 

toxina del cólera, el cual es correctamente expresado y permite la 

inhibición y aglutinación de la cepa acarreadora de la proteina 

hibrida ·por anticuerpos mono y ·'policlonales (Stocker, B.A.D., 
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comunicación personal). 

La inserción de epitopes heterólogos en OrnpC puede proveer el 

vehiculo para generar inmunidad contra otras enfermedades. Además 

puede en si representar un antígeno importante para producir inmunidad 

contra e~!~en!· Lo anterior pudiera ser logrado introduciendo la 

proteina hibrida en una cepa inofensiva de E~9Q!!, o idealmente en una 

cepa atenuada de e~!~en!. la que al igual que ~~~Q!! sobreexprese la 

proteína. De este modo, se pudieran exponer tanto epitopes propios 

como heterólogos, para así constituir vacunas bivalentes y, por que 

no, polivalentes. 

De cualquier modo, los diseños e implantación de tales sistemas 

deberán cubrir requerimientos rninimos como son: que la respuesta 

inmune desarrollada (celular o humoral) hacia el antigeno pasajero o 

heterólogo genere protección en contra del organismo en cuestión; que 

las cepas portadoras de estos vectores posean la suficiente 

estabilidad para evitar la pérdida del plásmido, tanto !n Y!YQ corno !n 

Y!!tQ; y que se pueda demostrar la permanencia de dichas cepas en 

órganos como el bazo y el hígado. 

Actualmente se están haciendo esfuerzos dirigidos a la obtención 

de cepas atenuadas de e~!~en! (23), las cuales serian de gran utilidad 

como portadoras de este tipo de construcciones, tanto para la 

presentación de otros epitopes como para la exposicion de epitopes 

p~opios en mayor número. 

Además de estos acercamientos, otra estrategia es la utilización 

de cepas productoras de rninicélulas como portadoras de antígenos. Uno 

de los resultados obtenidos durante el presente trabajo (apéndice Il, 

fig.5. 37), indica que este tipo de cepas pueden sobreexpresar a la 
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proteins a partir del plásmido recombinsnte y que éstas la incorporan 

en la membrana externa al parecer correctamente. De ser esto asi, la 

membrana externa de dichas células contendria en su mayoria la 

proteina producida a partir del plásmido. 

La utilización de este tipo de células puede ayudar a fortalecer 

y concentrar la respuesta inmune hacia un antígeno especifico. Del 

mismo modo, este modelo puede aplicarse con células que porten 

plásmidos que contengan el gene para proteínas híbridas que porten la 

secuencia de un epitope heterólogo. 

Puede resultar muy aventurado y presuntuoso considerar que los 

resultados obtenidos hast~ este momento, junto con los antecedentes de 

la literatura, estén indi~ando que los genes clonados en nuestro 

laboratorio (en especial QfileC por sus características), vayan a cubrir 

efectivamente todos los aspectos anteriormente mencionados. 

Sin embargo, es importante que se invierta el esfuerzo necesario 

para evaluar la utilidad de nuestros resultados en cualquiera de estos 

campos o en otros. 

Hasta aqui, solo se ha tratado de dar un panorama general de 

algunas de las aplicaciones que pudieran dársele a los elementos con 

los que ahora contamos. Los trabajos se están iniciando y habrá mucho 

más por hacer, de cualquier modo algo se ha aportado con estos 

estudios al conocimiento básico en biología molecular de §~~~En!. un 

organismo sobre el cual no se conoce mucho, en especial sobre sus 

factores de virulencia. 

La aportación que pueda hacer la utilización de la proteina OmpC 

en la producción de una vacuna contra la FT es por el momento poco 

predecible. No se debe ignorar que los procesos de inmunidad hacia un 

microorganismo deben ser multifactoriales. Sin embargo, se cuenta ya 
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con uno de los posibles factores, que puede tener mucha o poca 

importancia a este nivel. 

En conclusión, las perspectivas del trabajo iniciado en este 

proyecto de tésis son: 

-Examinar la distribución del gene entre diferentes aislados 

clinicos. 

-Utilizar los genes clonados en la clasificación de cepas por 

medio de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción; evaluándolos como marcadores genéticos para estudios 

epidemiológicos a gran escala. 

-Determinar si cepas de 2~!~eh! expresan proteinas OmpC 

heterologas; esto es, aºnaliz.ar si la proteina ha variado 

estructuralmente intraespecie, mediante el uso de oligonucleotidos que 

-· puedan detectar disparidades en regiones con mayor probabilidad de 

variación, o con la generación de mapas proteoliticos y el análisis de 

estos por electroforésis uni y bidimensional. 

-Desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos contra OmpC o 

detectores de DNA como reactivos de diagnóstico. 

-Evaluar los productos de los genes o parte de ellos como 

vacunas. 

CARACTERlZACION .. DEL GENE PARA LA PRÓTEINA DE' MEMBRANA EXTERNA OmpC DE 
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