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JHTRODUCCION 

Sl aaente cau•al de l• fiebre tifoidea (Ff) 

La FT en el hombre es la manifestacion clinica de una infecciOn 

ceneralizada (sistéaica) por §A!!2D!!!! ~xeb!. enterobacteria cram 

negativa, que se introduce al cuerpo via tracto gastrointestinal, 

regularmente por la ingestión de agua o comida contaminada por heces 

de humano. 

§~xeb! pertenece al serotipo 9,12,d,Vi; definido por las 

unidades repetidas de azucares (9,12) del anticeno O, localizado en 

el lipopolisacarido (LPS> de la membrana externa; por el anticeno H 

(di constituido por la proteina flacelar (flagelina); y por el 

antigeno Vi o polisacarido capsular K. (Calva, et al., 1988). 

De•crlpci6n de l• fiebre tifoidea (ff) 

El periodo de incubación de la FT, aunque varia de acuerdo a la 

dosis de infecci6n,es ueualaente alrededor de 10 a 14 diae. 

Durante ciertas etapas de la enfer~endad §~~X2b! circula en la 

eancre (bactereaia), de ·donde puede ser aislada para propósito• de 

diacn6etico. 

La fiebre ea la principal manifeataci6n clinica de de la FT, y 

puede producir teaperaturas de 39-40 e durante loa priaeros 3-8 

diae despu6• del inicio del padecimiento. 

Comúnmente, acompaftando a la fiebre, existe un intenso dolor de 

cabeza, debilidad generalizada y diarrea; tambi6n se puede 

presentar nausea, v6mito, perdida del apetito, dolor abdominal, 
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escalofrios, tos y dolor muscular. 

Las complicaciones m6s frecuentes son hemorracias intestinales, 

desordenes sanguineos severos y cambios inflamatorios en el higado. 

Aunque con menos frecuencia, puede llegar a ocurrir perforación 

intestinal contribuyendo al 25~ de las muertes asociadas con la 

enfermedad. Al examen fisico, los sintomas a6s comunes son la 

debilidad generalizada, dolor abdominal, asi como la hepatomecalia y 

la esplenomecalia. (Calva, et el., 1988). 

lnterotoxina de 1~ SlRbl· 

Las enterotoxinas de origen bacteriano son proteinas que tienen 

un efecto t6xico en el tracto gastrointestinal de humanos y de 

animales. Las manifestaciones clinicas m6s importantes de la 

enterotoxicidad son v6aito y diarrea. Las enterotoxinas varian en 

el aodo de acción, pero, se pueden agrupar de manera general en dos 

crupos: enterotoxinas citot6xicas y enterotoxinas citot6nicas. Las 

enterotoxinas citot6xicas causan muerte de c6lulas eucariotas ( v.c. 

por inhibici6n de sint6sis de proteinas > , aientras que las 

enterotoxinaa citot6nicas causan alteraciones del aetaboliamo 

c6lular en foraas especificas (v.g. elevando niveles de nucle6tidos 

ciclicos) (Betley et al., 198~). 

Sin eabarco, la contribuci6n de las enterotoxinas a la 

patog6neaia de la infecci6n permanece pobremente definida (Finlay et 

al., 1989). 

Las enterotoxinas citotonicas mejor caracterizadas son la 

t6xina del c6lera (CT) Y las enterotoxinas de l!2b!I!2b!! 22li 16bil 

y estable al calor, (LT y ST respectivamente). 

El cólera ea una enfermedad diarreica, causada por ~!~I!2 
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~b2!~t!!• bacteria gram negativa. Los dos biotipos de X~ ~b2!~t!!• 

la el•sica y 
0

El Tor, son capaces de causar c6lera endemica y 

pandémica. Esta bacteria sintetiza y excreta la CT, una enterotoxina 

l•bil al calor principalmente responsable para la diarrea observada 

en cOlera. 

La proteina CT esta compuesta de dos tipos de subunidades, la 

subunidad A (peso aolecular <P.H.> de 27,215 Da) y la subunidad B 

(P.H. de 11,677), codificadas por los genes~~!~ y~~!!- La toxina 

coapleta esta coapuesta de cinco subunidades B y una subunidad A, y 

la aubunidad e es expresada en cantidades mayores que la subunidad A 

(Pearson et al., 1982). 

La subunidad B contribuye a la uni6n de la toxina, al receptor 

de superficie de células eucariotas GH1, y posiblemente f6cilita la 

entrada de la subunidad A hacia la célula. La subunidad A debe ser 

cortada proteoliticamente para ser enzim•ticamente activa y toxica; 

el péptido del amino terminal, Al, cataliza la transferencia del 

ADP-ribosa porciOn del NAD, al componente Gs del sistema reculatorio 

de la adenilato ciclase de los aamiferos. La acciOn de CT en Gs 

causa un en la actividad de la adenilato ciclase. Los niveles 

incrementados de AHP ciclico (AHPc) resultantes causan caabios en 

los flujo de iones en el intestino, que produce la caracteristica 

diarrea acuosa del c6lera (Betley et al .,1986). 

Estudios cenéticos y de hibridaciOn con DNA de ~ ~b2!~t!!• 

auestran que los cenes para CT no estan codificados en bacteriofacos 

y pl6smidos, como para LT de I~ S2!! que se encuentra codificada, en 

pl6aaido Gerdes et al., 1975; Kaper et al., 1981). 

LT y CT cruzan anticénicamente y tienen una estructura y 
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propiedades bioquimicas similares (Dallas et al., 1979). 

El anilisis de los genes clonados de la t6xina del cólera 

muestran que E~!6 y E1!! forman un solo oper6n, habiendo un solo 

promotor para los dos genes. El orden de los genes fué confirmado 

por secuenciación de CT. 

La aecuenciaci6n de los cenes CT también permitio saber que las 

subunidades A y B son sintetizadas inicialmente con secuencias seftal 

de 18 y 21 aaino6cidos hidrof6bicos , respectivamente. (Hekalanos et 

al., 1983}. Las cadenas de CT sintetizada en 1- gg!!. de clonas 

recoabinantes, no son cortadas y tienen una baJa t6xicidad 

especifica, a aenos que sean tratadas con tripsina CT y LT son 

proteinas periplasm6ticas cuando son sintetizadas en l. gg!! y 

extracelulares cuando son producidas en Y- Eb2!!t!! ( Pearson et 

al., 1982}. Esto sugiere que 1- E2!! carece de la maquinaria celular 

requerida para la excreción de estas toxinas. La secreciOn 

extracelular de la subunidad B de CT por ~- Eb2!!I!! no es 

dependiente de la subunidad A. En contraste, la subunidad A de LT 

aparentemente requiere de la subunidad B de LT para su transporte 

extracelular por Y- Eb2!!t!! ( Betley et al., 1985 ). 

La res~laci6n responsable para el mantenimiento de la expresion 

(radio: 5 de B:l de A) puede ser traduccional. Una fusión del sene 

St!I. puesto, bajo el control de las seftales de transcripción de 

st!A. di6 coao resultado una disminución de aproxiaadamente nueve 

veces la sintesis de la subunidad B en comparación con el cene de 

la cepa silvestre. Esto sugiere que el sitio de unión a los 

ribosoaas para la subunidad B proaueve la traducción m•• 
eficienteaente que el sitio de unión al ribosoma de la subunidad A 

(Hekalanos et al., 1983}. 
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Las reciones del promotor para varios operones ~!!6§ han sido 

secuenciado• (Genaro et al., 1983¡ Lockman et al., 1984). Estas 

secuencias son identicas excepto para un determinado número de 

repeticiones en t6nde• ten fila). An6lisis por deleci6n, del 

promotor 9!!· ha confirmado la importancia de estas repeticiones 

para la activación por el cene de reculaci6n positiva !2!B· (Betley 

et al . , 1986). 

Alcunas cepas de 1~ ~g!! sintetizan una enterotoxina 16bil al 

calor (LT) la cual est6 estrechamente relacionado a la t6xina del 

c6lera. LT y CT tienen determinantes antic6nicos actividad y 

subunidades similares. Los cenes para CT y LT muestran considerable 

hoaolocia < Hoseley et al., 1980 ). 

Loa senes para LT estan contenidos en una familia de p16smidos 

llamados p16smidos lnt (Elwell et al ., 1980). LT es producida por 

cepas de I~ ~2!! humana y porcina (LTh y LTp). Los cenes para LTh 

han sido desicnados 1!th (Dallas, 1983) o !2! ( Yaaaaoto et al., 

1982). Los cenes para LTp han sido desicnados !!!2· LTh y LTp estan 

estrechaaente relacionados inmunol6gicamente pero no son id6nticos 

~Geary et al., 1982). A nivel de nucle6tidos, LTh y LTp estan m6s 

estrechamente relacionados que a la t6xina del c6lera. 

Las secuencias nucleotidicas de los cenes LTh y LTp han sido 

deterainados y se han deducido los productos de los cenes. La 

comparación de la secuencia nucleotidica de ~!!!§ y !!!!!§ aostraron 

que los ciatrones A y B son 75' y 77' homolocos, respectivamente¡ en 

contraste a los cenes estructurales de CT y LT, Los dos proaotores 

de estas toxinas no mostraron similitud sicnificantiva (Hekalanos 

et al., 1983). Los genes !!!6 y !!!B foraan un oper6n, con el 
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promotor proximal a !!1!· El codon de terminación para !2!! se 

traslapa con el codon de iniciacion de !2!§ por un par de bases. 

Este traslape junto con un sitio separado de unión a ribosoma muy 

eficiente para !2!§, debe estar involucrado en el control 

traduccional propuesto para el radio de expresión de las subunidades 

LT (Yamamoto et al., 198S). 

Alsunas especies de §!!!2D!!!! 

enterot6xicenica (Koupal et al., 1975). 

per•eabilidad en piel han sido aislados de §~ 

tienen actividad 

Dos factores de 

!l2b!!Yt!Y! Y que son 

diferentes en pruebas de: estabilidad al calor, tiempo de reacción 

al esti•ulo, e inducción del endurecimiento en piel de conejo 

(Sandefur et al., 1976). El factor de permeabilidad 16bil al calor, 

el cual causa retraso a la reacción y endureci•iento, es una 

enterotoxina que causa acu•ulacion de fluido en asas li&adas de 

intestino de conejo, elonsa células de ovario de haaster Chino 

(CHO) e incre•enta los niveles de AHPc. 

Estas actividades fueron neutralizadas por anticuerpos 

antit6xina de cólera o 1ancli6sidos (Sandefur et al., 1977). Esta 

enterotoxina de §!!!2D!!!! ha sido purificada y esta relacionada 

in•unolOcica•ente y bioqui•ica•ente a CT ( Finkelstein et al., 

1983). La localización de los cenes para la' enterotoxina de 

§!!!2D!!!! no han sido deter•inados pero parece que no estan 

asociados a bacteriofasos (Houston et al., 1982). Se ha reportado 

que alcunas cepas de §!!!2D!!!! sintetizan •as toxina bajo 

condiciones de bajo hierro (Jiwa et al., 1981). Recientemente Chopra 

et al. (1987) reporto la clonación molecular de una enterotoxina de 

~ !~hi!Yt!Y! similar a la toxina del cólera. 

Introducciones generales a las caracteristicas de las 
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enterotoxinas .han sido realizadas por nosotros (Fern6ndez et al., 

1988) y por otros (Betley et al., 1986., Finkelstein et al . , 1987., 

Eidels et al., 1983., Gemmell., 1984., Middlebrook et al., 1984). 

Trataaiento de la FT 

Sin un tratamiento antimicrobiano especifico, la FT sicue un 

curao prolongado, de 3-4 semanas después de su inicio, y los 

sinto•as diaminuyen lentamente de no existir complicaciones. Es 

común la fiebre continua durante la secunda y la tercera semana de 

la enfermedad, para después disminuir lentamente. 

Afortunadamente, hoy en dia hay varios y efectivos agentes 

antiaicrobianos. El tratamiento de primera elección es el 

cloranfenicol, administrado a so •1/k1/dia en cuatro dosis, por un 

•iniao de dos semanas. Tambi6n se puede tratar con ampicilina, 100 

m1/kc/dia en cuatro dosis; cotrimoxazole (320 me de tri•etoprim/ 600 

•I de sulfametoxasole)/dia en dos dosis. M6s recientemente, otros 

antibi6ticos tales como las cef alosporinas de tercera generaci6n o 

las quinolonas de nueva ceneración han probado ser de utilidad. 

Aún con loa antibióticos, la convalescencia sin coaplicaciones 

produce dafto en pacientes por lo menos durante tres se•anas, con una 

austancial pérdida de la productividad. 

Otras §!!~2D~!!! cauaan caatroenteritis ("envenena•iento por 

aliaentos") y. paratifoidea en el hombre, con dolor de cabeza, 

eacalofrios, dolor abdo•inal, nauseas, vó•ito y diarrea; los 

sintomas aparecen de 8-48 horas después de la inf er.ci6n y duran de 

1-4 dias. En contraste a la FT, los cultivos de sancre son raramente 

positivos y el dia1n6stico es realizada por el aisla•iento del 
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aicroorganismo a partir de las heces . 
. · .. 

§.._ <tx2!l!!!!Y!'.!!:!!! es una de las principales causas de dichas 

gastroenteritis, y produce en el ratón una fiebre entérica invasiva 

que se parece a la FT en . el hombre. <Cal va et. al. , 1988) . 

lpS.deaS.olo1S.• 

Se estima que hay 12.5 millones casos de FT anualmente en el 

mundo <excluyendo China). Esto representa una incidencia de 365 por 

cada 100,000 habitantes de la población total y 540 por cada 100,000 

habitantes de los paises en desarrollo (0.S~). 

La tasa mundial de caso-fatalidad es alrededor de 1~, siendo 

este dato similar en México. 

Las personas que eliainan §.._!XEh! son la principal fuente de 

contaminación. Los portadores crónicos pueden excretar hasta 

10xexp10 orcanisaos por cremo de heces. Se ha estiaado, por ejemplo, 

que existen 694 portadores por cada 100,000 habitantes en Santiaco, 

Chile. Los datos epidemiolocicos de México (1980-7) muestran una 

incidencia anual de 0.01 a o.02i. Los datos fueron obtenidos de la 

población abierta que recibe atención médica en clinicas y 

hospitales dependientes del gobierno, y de la población afiliada al 

Instituto Mexicano del Securo Social, la cual abarca m6s de la 

tercer• parte de la población total. Sin embarco, este esquema 

probablemente representa una estimación baja, debido • que no ae 

reportan todos los casos. Alcunos casos probablemente no son 

diacnosticados adecuadamente y otros son tratados en casa sin 

vicilancia m~ica o por m6dicos particulares quienes comúnmente no 

los reportan a las instancias nacionales de salud. Asi mismo, la 

mayoria de los casos se presentan durante los meses lluviosos de 
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abril a octubre. 

Se pensaba que en condiciones sanitarias muy pobres eran 

priaariaaente los niños pequeños los mas afectados (Hornick et al. 

1985), aunque parece ser que los niños menores de dos aftos de edad 

cursan con infecciones benignas (Ferreceio et al ., 1984). En 

Héxieo, los niños menores de cinco años de edad reportados como 

sfectados representan alrededor del SI de los casos; SOi corresponde 

a individuos en la edad comprendida de 15 a 44 años. En 1979, los 

•exicanos en estos limites de edad representaron 18 y 41X de la 

población, respectivamente. Otros reportes indican que los pacientes 

con FT de los paises en desarrollo tienen una edad proaedio de 16 

años, y est6n principalmente en el renco de S-19 años (Levine et 

sl., 1987). Para loa casos que involucran perforación intestinal, la 

edad promedio es de 22 años (Butler et al., 1985). En estudios 

realizados con voluntarios en EU, se demostró que la tasa de 

•orbilidad y el periodo de incubación son dependientes de la dosis 

de infección. Con una dosis infectiva de 10 exp S •icroorcanismoa, 

la tasa de •orbilidad fué de 381 y el periodo promedio de incubación 

fué de 13 diaa, •ientras que con 1~ exp 9 •1croorcanismos el cuadro 

se present6 en un 901 de los casos en 6 dias (ffornick et al 

1985). 

Pato1ene•i• 

En la actualidad, no existe un modelo animal para el estudio de 

~ ~2bi· Este hecho posee un reto y alcunas extrapolaciones han 

sido a partir de las investigaciones en ratones infectados con §~ 

1~2n!mYr!Y!· 
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Se ha demostrado que §~ !~eh!mYr!!Ym atraviesa el epitelio 

intestinal a través de las c6lulas H (membranosa) e invadiendo las 

placas de Peyer, llegando al sitema retieuloendotelial, 

•ultiplicéndose dentro de los macr6fagos e invadiendo los nodulos 

linf6tieos mesentéricos, bazo e hi&ado. 

Los aecaniamos involuc.rados en adherencia de §!!!!2!!!!!!! a 

células epiteliales, penetración, resistencia a fagocitosis por 

•acr6fagos y multiplicación dentro de los macr6fagos, son 

desconocidos (Calva et al. ,1988). 

Vacuna• 

En la actualidad existe la necesidad de vacunas, celular 

viva o muerta> o acelular (basado en anticenos aislados de la 

bacteria), que no causen efectos adversos y que protejan totalmente 

a individuos de diferentes 6reas seo1r6ficas, edades y niveles 

socioecon6aicoa. Las vacunas parenterales utilizadas actualmente 

pertenecen a una primera ceneraci6n, y consisten en células 

co•pletas muertas, e incluyen tanto una preparación inactivada por 

deshidratación con acetona CK> o con fenol-calor (L). su eficiencia 

fluct~• entre 66.6X y 88.4X de protección, cuando se administran 

dos dosis ( correspondiendo e/u a 10 exp 8-9 orcanisaos), habiéndose 

deterainado •sta sobre un estudio a lo larco de siete aftoa de 

vicilancia. La vacuna L ha demostrado ser liceraaente •enos 

efectiva. Sin embargo, en México y en otros paises en desarrollo, la 

vacuna L ea la aas utilizada, debido a su •enor costo. La tasa anual 

de inaunización aietem6tica con una dosis única de la vacuna L ha 

deaostrado una diaminuciOn sicnificativa en la incidencia de la FT. 

Una deevantaja iaportante en la utilización de estas vacunas ea que 
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ambas presentan efectos colaterales indeseables, especialmente con 

la priMera dosis, tales como dolor e inflamaci6n en el sitio de la 

aplicaci6n y fiebre de m6s de 38 C. Por ejemplo, en un estudio hecho 

en Tailandia, m6s del 60X de los vacunados padeci6 de dolor de 

cabeza e inflamación local y més del 38~ tuvo fiebre, como efectos 

colaterales de la vacunación. (Levine et al . , 1987; Bodhidatta et 

al., 1987). 

H6s recientemente, el antigeno Vi ha sido utilizado como una 

vacuna parenteral. Una dosis única fue aplicada en una prueba de 

caapo. No fu6 reportado efecto adverso alcuno, y la protección fue 

siailar a la encontrada con las vacunas K y L. Por lo tanto, la 

vacunaci6n con Vi bien podria introducirse ampliamente. (Klucman et 

al ., 1987). 

El desarrollo de cepas atenuadas para utilizarse coao vacunas 

vivas ad•inistradas oralmente, capaces de inducir una inmunidad mAs 

efectiva y prolongada, sin ocasionar sintomas indeseables, ha sido 

•ateria de eran inter6s y esfuerzo. Adem6s, tales cepas podrian 

portar antigenos heterólocos, para inmunizar 

enferaedades infecciosas prevalentes en una reci6n 

particular< Calva et al.,1988). 

contra otras 

ceocrAfica en 

Por eJeaplo, 

desarrollada, la 

una cepa vacuna! viva no-virulenta que ya ha sido 

cepa Ty21A, consiste en una autante en UDP-

calactosa-4-epimerasa, derivada de la cepa de referencia Ty2. Esta 

autante es sensible a lisis !n !!!t2 inducida por calactosa. su 

utilidad empleando tres dosis de 1-3 exp 9 orcanisaos viables, ha 

sido reportada como altamente variable. 

Chile fue de 671 y en AleJandria, 
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variabilidad en eficiencia parece depender, al menos en parte, del 

nú•ero de aplicaciones, las condiciones de almacenamiento, la 

formulación correcta y la dosificaciOn; si es proporcionada a gente 

de 6reas endémica o no endémica. Es interesante que en el estudio 

hecho en Santiago, Chile, una formulación con cubierta entérica fué 

•6• efectiva; en contraposición a la presentación en c6psula de 

celetina, la cual es tomada después de la incesti6n de bicarbonato 

para neutralizar la acidez 16strica. A la fecha, no est6 claro que 

la •utaci6n epimerasa sea la única que contribuye a la abolición de 

l• virulencia en la Ty2la (Silva et al.,1987). 

Aunado a lo anterior, cepas auxótrofas de §~ 1~eb!!Yr!Y! y §~ 

!~eb! para •etabolitos aro•6ticos <!t2A) y purina <eYtA> han sido 

desarrolladas como candidatos para vacunas orales vivas. 

Tales cepas son no-virulentas, presu•ible•ente porque los 

•etabolitos requeridos no est6n disponibles en los tejidos del 

hospedero. Las cepas atenuadas de §~ !~eb!!Yt!Y! han de•ostrado que 

prote1en co•pletamente a ratones y becerros. Las dobles •utantes de 

§.:.. !ieb!. !t2!-eYt!. causan una esti•ulaci6n significativa de la 

in•unidad celular humana en voluntarios, aunque la protección contra 

el reto con bacterias virulentas no ha sido probado. En la 

actualidad es de su•o interés valorar su eficacia protectora en 

hu•anos, •ediante pruebas de campo en co•unidades (Levine et al., 

1987). 

Asi •ie•o, tomando como modelo animal el ratón, se reporta que 

inaunizando con proteinaa de· membrana externa (PHE>, y 

posteriormente retando con 500 DL/50 de dos cepas de §~ !~2b!. se 

observó una protección del 1001. De •anera parecida, se observo que 

inaunizando ratones con PHE de §~ !~eb!!Y!!Y!· éstos eran capaces de 

12 



resistir al reto con una cepa patógena (Isibasi et al., 1988). 

Dl11no•tico de 11 fT. 

Est6 claro que, particularmente en paises en desarrollo, existe 

una gran necesidad de pruebas de diagnóstico ·nuevas, rápidas, 

alta•ente sensibles y especificas, asi como fáciles de llevar a 

cabo, para detectar la FT de tal forma que per•ita distincuirla 

fácilmente de otras enfermedades febriles. Debido a que eran parte 

de la población de Areas en donde la FT es endémica tiene niveles 

alto• de anticuerpos séricos a §~ !~2b!. inducidos por su continua 

exposición al aicroorcanis•o, las pruebas serol6cicaa llevadas a 

cabo en estas áreas son de baja especificidad para el diacn6stico 

de la FT. Más aún, un au•ento •icnificativo en loa titulo• de 

anticuerpos contra el anticeno o usualmente no ea detectado hasta la 

•e1unda o tercera semana después del inicio de la fiebre. Por, lo 

tanto parece que son necesarias nuevas pruebas de diacnósticas para 

detectar antigenos circulantes o secuencias de DNA de las bacterias, 

presentes en la sancre de los pacientes con FT. (Calva et al.,1988). 

Dl11n6atloo por cultivo 

Actualaente, el aejor diacn6stico preci•o para detectar FT ea 

aislar la bacteria ~ !n?b! a partir de un aspirado de aédula 6•ea, 

el cual. •in embarco, es un procediaiento iapráctico y muy acresivo. 

Lo• cultivos de •ancre •on mas comúnmente utilizados y f6ciles de 

llevar a cabo, aunque su sensibilidad no 

es •ayor del 90~ cuando •e toma un lote de tres cultivos sancuineos 

consecutivos, con intervalos d~ 1-2 dias (Edelman y Levine 1986). 

13 
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Desventajas importantes relacionadas con este método son: que el 

aislamiento y la identificaci6n de §~ !~Rb! toma por lo menos 72 

horas; y taabién que los cultivos sanguineos pueden no ser altamente 

sensibles en vista de la baja concentraci6n de §~ !~Eb! circulante 

en aan1re, 20 células/al o menos, especialmente cuando los pacientes 

han toaado antibióticos antes del cultivo; siendo este último punto 

auy coaún en H6xico (Calva et al., 1988). 
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OIJITlVOI 

Uno de los objetivos generales de nuestro laboratorio es el 

iniciar la caracterizaciOn de la enterotoxina ( S.E.) de§~ ~leb!· 

Los objetivos particulares de este proyecto fueron la clonación 

del cene para la enterotoxina S.E., la caracterizaciOn inicial de 

este cene y su producto, y el inicio de la deter•inacion y antlisis 

de la secuencia nucleotidica. 
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ANTICIDINTIB 

Hasta ahora,. 

investicaciOn en 

los antecedentes producidos por nuestro grupo de 

el estudio de la biolocia molecular de §~ !~2h! 

son: 

- La clonaciOn de los genes para las 

externa (PHEs) OmpF y PhoE (Puente, 

1987). 

proteinas de membrana 

1987; Puente et al., 

- La caracterizaciOn preliminar de las PHEs como inmunOcenos 

durante la infecciOn (Verduco, 1989). 

- La clonaciOn, caracterizaciOn, determinaciOn y analisis de 

secuencia del cene para la PHE OllpC (Puente , 1988). 

- La clonaciOn y caracterizaciOn del cene para 

S.E. (Fern6ndez et al., 1988). Parte de este 

presentado en esta tésis. 

16 
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MATERIALES Y HETODOS. 

(a) Bacteria• y Pli••ido• 

IHSS-1 aerotoipo 9,12,d,Vi. Aislado clinico de un 

paciente con fiebre tifoidea, donada por el grupo del Dr. J. Kumate. 

del Instituto Mexicano del Securo Social, México, D.F. 

1~ ~2!! HB101 <F-,hsdS20cr-B,m-B>,recA13,ara-14,proA2,lacY1,cal 
K2,rpsL20cSm-r>,xyl-S,mtl-1,supE44, -.) 

1~ ~2!! JH101 (SupE. thi, <lac-proAB>, F'ctraD36, proAB, laciqZ 
H15). 

L. ~2!! H159 <rec A, cuvrA>) 

1~ ~2!! P678-54 (F- ,thr, leu, supE, lacY, tonA,cal, mal, xyl, ara, 

•tl, min.) productora de ainicelulaa. 

Pl6aaido pBR322 (Bolivar et al., 1977). 

Bacteriófago M13 vectores mp18 y mp19. ( 

Pl6s•ido pFH24. (descrito en esta tesis) 

Pli••ido pEWD299. (Dalla• et al ., 1979 ). 

Cb) con•truooi6n de banoo de 1ene1 de t. Sxabi v •1•1••iento del 

La•bd• roc1 
De•crito• en los apéndices I y II. 

(e) Hlbrldacl6n de DffA 

De•crito en el apéndice I. 

(d) &ubclonacl6n 

El proceso de subclonación involucra la clonación de diferentes 

porciones de un fracaento de DNA, previamente clonado y aialado para 

despuea poder identificar la pieza m6s peque~• del DNA que contenga 
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el gene de interés. Los genes clonados pueden ser identificados por 

co•plementaridad <funcional) o fisicamente por técnicas de 

hibridación con un DNA radiactivo como detector (Rodriguez et al., 

1983). 

El sistema de minicélulas involucra el uso de una cepa de 1 

~2!! productora de minicélulas. Estas se producen como un resultado 

de una mutación que causa un mal funcionamiento en la división 

célular, originando células més pequeñas 6 minicélulas. Normalmente 

no contienen DNA cromosomal, pero si pueden portar DNA de pl6smido. 

La diferencia de tamaño entre las minicélulas y las células 

noraales hace posible la separación de estas por métodos como el de 

sediaentación por velocidad ejemplo: en un 1radiente de 

aacaroaa). 

Una preparación de ainicélulas que contenga pl6smido es capaz 

de sintetizar RNA y proteina por un corto periodo despuéa de la 

purificación Cuando ae incuban en presencia de precursores 

radioactivo•, por ejemplo como 3SS•-metionina, la síntesis de 

proteinas en las minicélulas ser6 dirigida por el pl6aaido. Los 

polipeptidos radioactivos pueden ser analizados por eleetrof6resis 

en sel de poliacrilamida-SDS y autoradigrafia. (Rodri1uez et al ., 

1~• 1983). 

f I 

i. ,,,. 
1 ¡ 

(. 

El an6lisis en minicélulas se hizo de acuerdo a Dougan y Kehoe, 

1984, breve•ente: 

1) La cepa P678-S4 con y sin diferentes pl6saidos ae inocula en 

'" •edio H9 euple•entado con casaainoAcidos al o. 27' final y a11picilina 

~ ! 

1 ,.,. 

t. ! . 

a una concentración final de 0.4 •&l•l. 
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2) se incuba a 37 e con aciteci6n por mAs de 18 horas. 

3) se centrifugan los cultivos en botellas de 250 mls, en el rotor 

JA14, a 2000 rpm por 20 ainutos. 

4) se pasa el sobrenadente e botellas limpias y se vuelve a 

cenrifugar e 5000 rpm por 20 minutos. 

5) Se resuspende la pastilla obtenida en 1.s mls de BSG frio. 

6) Se coloca la auestra. en un tubo corex de 30 ala el cual 

contiene un gradiente de sacarosa (de 5-201). 

7) Se centrifuga en el rotor JS13, a 5000 rpm, 4 e por 15 minutos. 

Las •inicélulas quedan a la mitad del gradiente. 

1) Se extraen con una pipeta pasteur y se ponen en un tubo limpio 

y se les acrece 15 •la de BSG para quitar la sacarosa, se mezclan 

suavemente. 

9) Se centrifugan a 5000 rpa, 4 e, por S •inutoa. 

lO) Se tira el sobrenadante y las ainicélulas se resuspenden en 

1.s ala de BSG. Se vuelve a repetir el cradiente de.sacarosa (se 

hace de 3 a 4 veces). 

ll) Se resuspenden, finalmente, en 1 al de medio HAH a una o.o. 

620nm •0.2. 

12) Se acrega metionina c35-S> de S-10 uCi totales y ae incuba a 

37 e con acitac16n por 30 ainutos. 

13) se analizan las auestras en cel de poliacrilaaida al 15~-sos 

0.11 y autoradiocrafia. 

(f) Anali•i• d• aaxi~lula• 

El sisteaa de •axicélula• involucra el uso especial de una cepa 

de ~ ~2!! que es sensible a luz ultravioleta. La radiaci6n a esta 

da coao resultado un dafio severo al cromosoma provocando la 

inhibición del crecimiento célular y la sintesia de proteinas 
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dirigidas por el cromosoma. Las maxicélulas radiadas aún son capaces 

de sintetizar prbteinas a partir de un DNA ex6geno, como por ejemplo 

de un pl6smido 6 de un bacteriof6go. Asi como en las minicélulas 

los pol1péptidos radioactivos pueden ser examinados por 

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y autoradiografia. 

(Rodriguez et al., 1983). 

El an611&is en maxicélulas se hizo de acuerdo a Calhoun y Gray, 

1981. Brevemente: 

1) Se inocula la cepa H1S9 en medio CH y •e incuba a 37 C con 

acitaci6n, hasta que llegue a una D.O. de 600nm •0.25 

(aproxiaadamente equivalente a 4x10 exp8 ufc/ml. 

2) Se toaa lo equivalente a 4x10 exp 9 ufc/totales y se centrifuca 

en el rotor JA20, a 6000 rpa, S c por 10 minutos. 

3) Se tira el sobrenadante y las células &e resuspenden en CH frio 

a una concentración de 8x10 exp 8 ufc/•l. 

4) Se irradia con una 16mpara de luz ultravioleta en onda corta. 

5) Se aezclan las célula• con el bacteriofaco lambda recombinante 

FDC1 y un control de lambda no recombinante, en una proporción de 

5:1. 

6) Se •areca aetionina c35-S1, 10 uCi totales. 

7) Se analizan las auestras en gel de poliacrilaaida-SDS y por 

autorradiocrafia. 

s> Medio• d• cultivo 

H9, LB, SH, NZCYH, (descritos por Haniati• et al., 1982). 

YT, BSG, (de•critos por Rodricuez et al., 1983 ). 

CH, (descrito por Clarke et al., 1967). 

HAM, (medio para ensayo de aetionina) Laboratorios DIFCO, Detroit, 
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Hichi1an. USA. 

h) lndonucl••••• de r••tricci6n 

H!nd111, 122R1, Hin211, §!!1, ~g!II, ~!2I, I!gI, H!2I, 122Rv, e111. 

~yII, ªg!I· (Promega Biotec, Hadison, WI.EUA.) 

1) Otra• en&l••• 

RN••• (Sigma, Saint Louia, HO. EUA.) 

Lic••• de DNA de fago T4 (Promega Biotec. Hadison, WI. EUA.) 

j > Ant1bl6t1co• 

Cloranfenicol, 

HO.EUA.) 

Tetraciclina y Aapicilina (SIGMA, Saint Louis, 

k) l•otopo• radioactivo• 

Hetionina/Azufre 35 ca. eoo Ci/maol 

Alfa-f6aforo32-deaoxiCTP/ ca. 3000 Ci/aaol 

Alfa-f6aforo32-desoxiATP/ ca. 3000 Ci/amol. 

Alfa-f6aforo32-desoxiATP/ ca. 400 Ci/aaol. 

fueron obtenidos de la compafiia Amersham International ple. 

Inclaterra. 

Alfa-azufre3S-desoxiATP/ ca. 500 Ci./aaol. erado secuencia. <Du 

Pont Coapany NEN. Boaton, HA. iUA.) 

1) filtro• pera tranaferencie tipo "louthern" 

Papel de nitroceluloaa 0.45 aicroH. (SChleicher & Schuell Inc. 

Keene,N.H. USA.) 

•> Otro• aaterial• 

A1arosa de bajo punto de fusiOn SeaPlaque (FHC Bioproducts, 

Rockland, H.E. EUA). 

Acarosa (810-RAD Laboratories, Richaond, California, .EUA.) 

GENECLEAN: estuche para purificaciOn de DNA , a partir de seles de 
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a1arosa en tris acetatos. (BIO 101, La Jolla, California, USA). 

n> Preparacl6n de DNA bacteriano 

Ver apendice I 

ft) Preparaci6n de DNA de pll••ido 

Los plésmidos utilizados en este trabajo se prepararon mediante 

amplificaci6n del número de copias en cultivo, creciendo en fase 

lo1aritmica en presencia de cloranfenicol, secuido de lisia alcalina 

( Haniatia et al., 1982). 

o) Min1pur1ricac16n de DNA de pll••ido 

El método utilizado es descrito por Rodricuez et al ., 1983. 

p) Slectror6re•i• en 1el 

-1) Geles de acaroaa para DNA, descritos por Haniatis et al., 1982. 

-2) Geles de poliacrilaaida para DNA, descritos Haniatis et al., 

1982. 

-3) Geles de poliacrilamida-SDS para proteinas (Laemmli , 1970). 

-4) Geles de poliacrilamida para secuencia < Tabor et al., 1987). 

-s> Los amorti1uadores para las electroforesis 1 y 2 son: Tris-

Acetatos-EDTA (lx) y Tris-Boratos-EDTA (1X), respectivamente; 

descritos por Haniatis et al.,1982. El amotiguador para la 

electroforesis 3 esti descrito por Laemmli , 1970 . El· amorticuador 

para la electroforesis 4 est6 descrito por Tabor et al ., 1987. 

q) Di1eatione• de DNA bacteriano y clona• recoabinant.. con 

endonucleaaaa de reatr1cc16n. 

La• condicione• utilizadas para digerir con endonucleasaa de 

restricción fueron las que recomienda la compafiia que produce las 

enzimas, Prome1a Biotec, Hadiaon, WI. USA. 

r) MarcaJe d• DNA "in vitro" con 32P. 

El marcaje interno radioactivo con 32P, en las moléculas del 
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DNA que se usaron coao detector de hibridación, se hizo de acuerdo 

a la técnica de "traslado de corte" ( "nick translation"). Utilizando 

un estuche de marcaje de la compañia·Amersham International ple, 

Inglaterra. 

1> Creciaiento de lo• fa101 recoabinant•• ~ purificac16n de DNA. 

Se describe en el apéndice I 

t)Hinipurificac16n de fa101 recoabinantea ain CaCl. 

Se describe en el apéndice I 

u) Deteooitn de 11 ent1rotoxin1 d• l 4 lllbi 
Se describe en el apendice I 

v) lecuenciac16n 

La aecuenciación se realizó utilizando un estuche de 

"aequenaae" (United Statea Biocheaical CorPoration, USB, Cleveland, 

Ohio). 

w) Anali•i• de 1ecuenci1 nucleotidica. 

El analiaia de la secuencia se realizo utilizando el procrama 

SEQUENASE ANALYSIS PROGRAMS HANUAL. (Manual de procraaaa para 

analiaia de aecuencias) (Hartinez et al., 1987). 
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Summary 

Dlanhoea 11 a common event durinO tvPIM*I flver; 
newerthelna, tha poaslble patticlpation of a dlarr· 
tlon·lnduclng enterotoxln .... not '*" clHcrlbad 
~ irt al., 1115t. Aecomblnlnt bact8l'lclphlge A FDC1 
- laolatad from • ganomlc llbrllry of s.1,,,_n. 
CWJlll, tha cauul agant oftyphold '""·.,, ICf'Nnlllfl 
wllh. prolle laf ... aubunlt gene of the haat·lablla, 
cholar9·11ke, &clterlclrM co11 am.rotoxln CL1). A FDC1 
oodH for 811 tnllrOllOIClll tllet C811M1 MCr'81lon In l'llt 
llNI loopl, thll elangMff ChlMM hlmll9r OVllry 

(CHO) cella, thal 11 NCOGnlHd by antlbodlft aplnlt 
LT,anclcloHnotblnclnwflmtogangUOlldeO..,. nw.. 
'9IUlts lhould alloW Mther StudiH towardl elucidat· 
lng • posllbla tola fGr tha s. '"""enterotoJdn In lle 
pethogenHla of t1Phlllel '-· 

lntrocluctlon 

Typhoid fever In humans results from a systemic lnfeclion 
by lhe Gram-negative enterobacterium Salmone//a typhi. 
Typhoidteverispiopagaledbythefaecal-anitroute,andlt 
malnly affects inhabllants of the developing wortd, 
espec1a11y In reglons wllh illadequate water sewage dispo-
111 oran unsafewatereupply (Homlck, 1985). 

The repo!1ed frequellcy of diarrtloea in patients wllh 
typhoid fever has varied from less than 33% to more than 

AoclMld 20 Mly, 1•. 'Pmenl ..idral: CINllESTAV-lrlpul1o, 
...,.,_ PIJllll 929, .....,., Guenlrjutlo 36650. -· 'For""""' .,...,..,.,.. 
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50% (Roy et al., 1985). The existence ol a cholera-like 
dlarrhoea·produclng eoterotoxin In the genus Salmonella 
was proposed as a result of clinical observations (Alean 
ll1d Poole, 1973). Nevertheless, Roy el al. (1985) con
cfuded lhat there was nehher a heaMablle nora heat· 
stable enteroto1dn In S. typhi; they proposed that typhoid 
diarmoeal mechanlsms -e difieren! from !hose of 
enterotoxigenic Escherich/a coli and Shigel/a species. In 
contras!, severa! groups llave delected en enteroto1dn In 
members of the Safmonel/a genus {particularty In S. 
typhlmurium) which Is simllar to lhe Vibrio cholerae 
enterotoxln (CT) and the L T enterotoxln (Sakazakl flt al., 
1975; Koupal and Oeibel, 1975; Sandefur and Peterson, 
1976; Sandefur and Peterson, 19n; Kühn et al., 1978; 
Houaton et al., 1981; Jlwa, 1981; Flnkelsteln et al., 1983; 
Kaura and Sharma, 1983; Salada et al., 1984; Wallis el al., 
1986; Hariharan el al., 1986). 

The CT and l T hololoxins contaln an lmmunodomlnant 
B reglan andan A reglan. The B reglon Is composed ol live 
ldenlical non-c:ovalentiy·bonded polypeptlde subunlts. 
TheCT/BandthelTIB8Ubunitseachc:onsistof103amlno 
aclds, and comprise the binding alte of lhe holoto1dn to 
ho8t cell membrane receptora lhat contaln the ollgosac· 
charide molety of ganglioslde G...1· At the amino acíd level, 
lhe B subunlts of L T of por cine (P·l 1) and human (H·l T) 
origin differ from the original CTIB In 21 and 19 residues, 
respectlvely. P·LTIB and H·LTIB ditler from each other in 
tour amino aclds. The A region is forme<! by one polypep· 
tide that Is ayntheslzed as a single Chaln. In P·l T, the A 
polypeptide has 236 amino ICids; In CT lt has 240. In V. 
cholerae this A polypeptida Is found aanAt peptide ol c. 
21.BkiloDallons(kO) andanA2peplldeolc. 5.5kD, whk:h 
are joined by a dísutphide bond. The cteavage that 
generatea A 1 and A2 actwates the A 1 peptide, which 
contalns the ADP·rlbosyttransfer818 usociated with the 
blologlcal (enterotoxlc) actMty. The LT/A polypeplide Is 
found largety lnllct; lt Is .iso Ktivlled by protease 
cleavage (Finkelslein et al., 1987). ~ CT and LT, 
there la an 80% amino ecld llllQU8llCe almllarlty at the 
amino terminus of the A 1 IUbunlt, and a 31 to 55% 
limllarity al the A2polypeptlde(Eldelset111 .. 1983). 

Recenlly, Chopra et al. (1987) reportee! the molecular 
ck>nlng of an s. typhimurium dlolera·líke enteroto1dn 
gene. In thls paper we describe the lsolation of an l T ·like 
enterotoxln gene from S. typ/11 • 
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Flg. t. Autoradiogram lhowlng 
1111 ~\Ion oltfle r'PJ 
-LTIBM>unilgeno 
~in1he0.561<bf..,RI· 
Hlndlll lrogmont el plasmld 
pEWD299 to 1 Soutl1em blot el 
Hindlll-digoslld S. l)Jlllltalll 
gonamlc: DM' lrorn .nin• MK30 
la), IMSS-1 lb), TY2(c),and 
Rawlings (d). 

l+jbridizatlon ot S. typhl total DNA with the EcoR/..Hindlll 
hgment of plasnld pEWD299 

To look for lhe snsence of an LT·fike enterotoldn gene In 
S. typhl, we uaed lhe EooRl·Hlndlll 0.56 kllobase (kb) palr 
DNA fragment from plasmid pEW0299 (Dallas et 11., 1979) 
• a hybridlzalion probe, labelled wlth 32P to a hlgh 
IPlcific actlvlly. This fragmenl contaln8 the entlre LT·B 
1Ubunltgene.ONAfTOmseveralS.t)'ph/(seiotype9, 12,d, 
"'stralns wu cut with Hlndlll, andlhe resultlng frlgments 
-e aeparlled by agaroae gel electrophoresls and 
l*llted onto nltrocelluloee paper. lile blots _. 
hybridiled and Wuhed under non·stringent condillons 
llld subjected ID IUloradlography. The 1utoradiograms 
rwealed lhe ~ of a 5.6kb hybridlzlng band In all 

-- . 

&trains tested (tour are shown In Fig. 1). These lnclude 
reference slralns Ty2 and Rawlings (see Experimental 
procedures), and 18 clinlcal lsolates from Mexlcan 
patients. No radloactive band was obtalned when the 
probe was ptasmld vector pBR313, or lhe LT·A subunil 
gene (not shown}. 

tsotation of A FDCI 

We isolated the above-mentloned hybridizing DNA reglon 
from IMSS· 1, a Mexlcan reference cllnlcal isolate. We 
usad a genomlc library, constructed In our laboratoiy by 
lntroducing 10 to 20kb DNA fragmenta, frorn a partlal 
Slu3A restrlction endonuclease digest, lnto the BamHI 
reslrictlon sltes of collphage A vector 1059. Phage DNA 
was lsolated frorn pools of 24 recombinan\ phage, 11 
described In Experimental proc«Jum. After cutting wlth 
Hindlll, nltrocellulose blola -e prepared wlth ONA lrom 
72 pools, and hybridized. Frorn one pool we isoiated 
recombinan! phage >. FDC1, which carrles a 5.6kb 
hybridlzlng band (flg. 2, 11nes b-d). Thls acreenlng 
approach enables the delection of relatively weak 
radioactlve bands, wlthout a host E. QJliONA background. 

EnterotOKic actlvily codtJd by A FOC1 In ,., llNI loops 
andCHOcells 

Supematanta from lysates of A FDC1-lnfected E. co/IQ359 
cella were posttive for enterotoldc actlvlty wlten teated In 
the rat !leal loop assar (Table 1). Only background·level 
activity was e.n Wlth tysates from ~ 1059 phage E. coli 
0358 (or 0359¡.infected cella. Furthermore, A FDC1, but 
not A 1059, supematants caused eklngatlon of CHO cells 
In the assay B)'Slern o! Guerrant et 1/. (1974) (nol ahown). 

Flg. l. HylJriGlzatlan o1 Sout11em""°"ld ~ FDC1 
DM'n pEWOMwllh 1111LTIB0.561<1> E<oRI· 
Hindlll--Qgmolll lll'* l>-e) and 
wilhltlo24·--CT-Ll/Bllpllll 

¡-- ll 

Clfiganucieorkle ~ 1-1). H#!dllH:ut ~ FDC1 
DNA: ethldium bromlde-sta/Md~ 1111 

o ( --~ 
~IC""""" 11); aulorlldiogrlma el 

~ 
'"'- conlllninQ 200 -.1. 100 (e/, l50 Id) and 200 11) o 
ng ol ltlo !l.Ol<b -· pEW02t9 conrMling 10 fe, - 11) or 100ng (llJ ol lllt 0.561d>-lcanyingthe 
- LT/8-), or 50ng (iJ el the0.321d> 

o b e: d e Q h 
EcoRl·Hindl tr_.i lc.rrying only lht 
cart>oiy·lonninat '"'°el lhe Ll/8 gene). 
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Probing wfth a CT·L TIB trp88 ol/gonuc/eotlde 

The 5.6kb band of ~ FOC1 DNA did not hybridize (Fig. 2, 
lane r¡ to lhe mixed oligonucleollde shown in fig. 3 which 
we designad to be complementary to !he coding region 
around llyptophan 88 (mature polypeptlde wilhout the 
leader sequence) of !he B aubunit genes of CT and L T 
(Lockman and Kaper, 1983; Leong el al., 1985). tt has been 
proposed lhat this tryptophan participates in !he binding 
al CT to ganglioside GM,, which appeara to be a vital 
componen! ol the cell aurface receptor for CT (De Wolf et 
al., 1981; Eidels et al., 1963). In pEWD299 this coding 
reglan is contalned elther in !he 0.56kb EcoRl·Hindlll 
fragment (Fig. 2, lanes g, h) or In a 0.32kb EcoRl·Hlncll 
fragmenl (Fig. 2, lane Q. The latter contains codons 51H04 
on the carboxy-termlnal aide of LT/B (Dallas el al., 1979; 
Dallas and Falkow, 1980). 

ELISA wfth anti~ agalnst LT 11nd wfth ganglios/de 
G.,, 
A double 'sandwich' enzyme-llnked immunosolbent 
aaay (ELISA) perfonned with an anti·L T monoclonal 
antibody (MAb), L T 39:5, adsorbed to the plateas capture 
antibody, and wlth l1lbbH LT polyclonal antl>odies as 
eecond ligands, was poaillve for ~ FDC1 tysatea. In 
contras!, lhe EUSA was negative when ganglioside Gu1 
- used as the capture ligand (Tibie 1). This rasult is in 
llCCOld wilh lhe oligonUcleotlde hybridization data pre
Mnted 1bove and suggesta the_poasibillty that the S. lyphl 
enterotoxin has a cell receptor which differa froo1 that o! 
CTlndLT. 

Dllcl111lon 

We have isolated an S. typlli gene codlng for 111 entero
tDllin thal has simllarlties with CT and LT. Theanterotoxln, 
coded by recomblnanl coliphage ~ FDC1, CIUl8!I fluid 
lllCnlion in rlbblt ifeal foopa, elongatea CHO cells, llld is 
antigenlcllly limllar to L T when probad with llltibodles in 
111 EUSA. ~ FDC1 DNA has aome eequence homology 
wtthlhe LTIBIUbunitgene; int~, undllrtheume 
hybrldiz.ltion delectlon conditlons, we did noc obaerWt 
homology wllh the LT/A tubunit gene. Nevertheleaa, lhe 
fact thal enterotoxlc actlvllies can be detectad in !he rat 
11ea1 loop llld CHO cell-elongation asaays IUgg9Sta lhat 
the S. lyphl anterotoxln has a fUnclionally CT-LT/A-like 
IUbunlt. 

We .a inlerested in findlng lhe slmilarilles lnd differ
ences, at lhe fUnctional and atruct11111l level, al !he S. lyphl 
enterotoxin comparad wflh other membera ol !he cholera 
family. lt is lmportant to find out about ita diatribullon and 
expreuion in olhlr c:linlcal iSolatea from dilferent geo
graphical origina. The possft>le role al !he ~ FDC1 gene 
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Oligo: 3' TT~ AAT ACA CAT ACC TT~ TT~ TTT 5' 

Amino. Lys Leu Cys Vol Trp Asn Asn Lys acids · 

Pasition: 84 85 86 87 88 89 90 91 

CT/9: 5' AAG TTA TGT GTA TGG AAT AAT AAA 3' 

L T/8: 5' AAA TTA TGT GTA TGG AAT AAT AAA 3' 

flg. l. SeqUMoe of tl>t miJl~ide probo tlllt W1 dHlgned 
to be complemenlary to lllO c:oding rtglon- lfYplopl\an 11 P<*tion 
88 (mitin polypoptldt) o1 !he CT llld LTIB 1Ubun1t -· Tho 
uquenc:e lllows lar codol> """'-11lyllno8', ano~ 89 
ll1d 90. Tho CT/B ll1d LT/B-lde llqUlnCIO nas "PQllod by 
Laclunen 1nd Keptf (11113) ena by l.long., 11. (19aS), ._ilvlly. 

product In !he pathogenesls of typhoid fever remains an 
open question. 

Strains and plasmid 

S. lypltl IMSS-1 -lsoletedfrorn apmtlenl with typlKlld 1ewr and 
was klndly provided by Or Jellls Kurnate and colllbcntora lrom 
the Instituto Mexicano del Seguro Social, MlxicoClty. Seventeen 
S. lyplll clinlcal llolales (MK lleries) - COlfeeted by us al lhe 
Instituto Nllclonal de la Nutricl6n In Mexico Clty. S. lyplll 
referenoe strains Ty2 8nd Rawllngs - ob!alned lrom lhe 
American Type Culture Collectlon lNol 19430 and 167, 
respecilvety). E. COliQ358líld0359.uweflascollphlgeWIClor ~ 
1059, 118 described by Kam et 81. (1980). Pfasmld pEWD299 
(Dallas et al., 1979) wu a glll trom Or Walter Oallas ol The 
Wellcome Research Laborltories. 

Ratillllloopasuy. DW)le 

~ FIUid *'8llor1 (mlY - o.., ........ loop iengtll(cm) EUM EUSA 

Rlwtingl- O.llO" 0.630 0.116 
~ fDC1 l)lute 0.112 0.619 0.178 
~ 1059~• 0.10 0.288 0.1112 
Purffild CT' 0.18 Ut 0.700 
CNdoLT' NO 1.10 0.572 

.. °"""911 culture. 

... Loaps--polltlvtwilll--0.3. 
c.3¡&gm1-•enc10.5f'Vmr•-.-1n1110..,ilollloo!JasuyMdlnlllO 
EUSA,,_iively;crudeLTwna_.ilonpe<f°"""'aslnClomenl1 
llld f- (19711) 11111 Clid .... undorgo 1111 1111 ~ S-200 
chmmltogrllpllyatop. Mda111r11110 mun..,iololfiwlt--.is. NO, 
notdlt-. 
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DNA hybridilation 

S. typhl total genomic ONA was lsolated as de5cribed by Betlach 
el a/. (1976). In arder to acreen our S. typhi recomblnant phage 
genomlc librwy, - ~ lhe phage onto lawns ol E. coli0359 
In pools ol 24 trom whlch lhey -e eluted lor growth In llquld 
c:ullure (Puente el -1 .. 1987). Recornblnant bacteriophage DNA 
was lsolaled as desctibed b)I Manlatis el a/. (19821. 

DNA was cut wtlh the 11te-apeclfic reslricllon endonuclease 
Hlndlll, l8¡l8faled by agarose gel electrophoresis and blolled 
onto nttroc:eU:x;e lin81B as described by Soulhem (19751. The 
EcoRl·Híndlll fnlgmenl trom pEWD299 (Leong er a/., 19851 
contalnlng the LT/B aubunh gene was lsotaled by peparatlve 
agarose gel *1r~Kl0'9Sis • .oo r"PJ·labefled to 10"-10" cpm 
119-' ualng a oormwclally avallable nlck·translalion labelling kh 
¡Amnham lnlematlonal, UK). The fitters - hybridized In 1 mi 
per lane ol 50mM Tria·HCI pH 7.5, 1mM EDTA. 0.1% SOS, 
100119 m1-• call lhymua DNA. 5X SSC (0.75M NaCf, 0.075M 
Na-dlrate), 10X Denhardl's aolution (0.2% each ol licoll, poly· 
vinylplrrolldone .nd bovine aerum albumln), 30% tormamlde and 
101 ol lhe ~ probe, lor 18h et 42'C. Prehybridization 
-lor2hlnlhe-IOlll!ionwllhoulprobe.Allerhybrldizallon, 
lhe fitt81B -wllhed twic:e In 2X SSC plus 0.1 % SDSand once 
In 21< SSC, at25"C, and aubjectedlor 2 Cllys to autcndlography 
et - 70'C ualng l<odM l<-OMllK film llld enhanclng llCfeeflS. 

The CT·LT/B trp88 oligonlicleotlde wa aynthnlzed on IOlld 
8l¡ppotl uslng automated phosphoramkltte chemlstry (NiellM et 
a1., 11186). n - purlfllld by prapera11ve po1yacry1amlde ge1 
llectrophoralis, [*'PJ·labelled (10"-10" cpm p.g-•1althe5' end 
wllh T4 potynucleollde k1nase and gamma·r"PJ·ATP, andaepa· 
lllled trom lhe Wlincorporated aubatrate, followlng atandard 
proeedulel (Matlhel ., .i., 1984; Mwllnis ., 111., 19821. The 
radioactlve oligoru:leotidewa hybridizedal 2 x 1 O"cpm mi-• In 
8)( NET (O.llM IUCI, 6mM EDTA. llOmM Trla·HCI pH 7.5), 5X 
Oenllardl'a IOlullon, 0.5'!1. SOS, 10% dextran aulphate, al 20'C 
lor 18h. PrehytJrkliza1J ol lhe Soulhem blols was lor 2h under 
lhe aame c:ondlliona, but In the ai.nce al radioectlva probe. 

Post-hytJriclizldlo waahetl - twic:e In 8X SSC lor 15 mln al 
25"C. 

Pl'epa/ation ol /ita/19 lysate supematants 

Ptwge wera grown In CY medlum supplemented wtth Tris·HCI 
and MgCl2 (l(9n et al., 1980) by lnlectlng and lyslng E. coll 0358 

· or 0359, ualng lhe prNblorption-dllution-shaklng melllod ol 
Bllltner et a/. (11177). Lyute aupernatanta, contalning llbolll 10" 
ptmge mi-'. - obl8lned aner removlng lhe cell debris by 
centrifu¡¡allon al 4000 X D lor 10 mln. The aupematants _. 
placed lnskle clialysis bags and concenlrated 3-lold al 4'C over 
polyelhylene glycol prior to enterotoxln determlnalions. 

Rlt llNI loop 8IS8)' 

Auays lor -OIOllic actiYily-performed In the rat lleal loop 
model _. as deSCfibed by Klipsteln and Enger1 (1979). 
Five to seven 5-cm-long lnles1inal loopS-tied In male (150 to 
200g) Wlllaf rata. Duplieale umples ot 0.3ml were tes1ed and 
Jrlecled al rW1dom positions. llul loopS Jrlecled wl!h D.3ml ol 
P8S (25mM NalK phosphate fpH 7.41, 0.15M NaCO were 
lncluded as negat1ve controls. 
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Enzyme·linked lmmunosorbent 1ssay (EU~ 

ELISAs were done essentially as describid by Voller el al. (1980) 
and Rulz·Palacios et al. (t9851, uslng 0.15ml aamples. LT 39:5 Is 
a MAi> that raacts wlth LT In the presence ot ganglioslde GM,; tt 
was klndly dona!ed by Dr Ann·Mari Svennemolm ot the Unlverslty 
ol Gbteborg (Svennemolm et 11., 1986). 

CHO ce// enterotoxln assay 

The asaay was per1omied as described by Guerrant et 1/. (19741. 
Microscoplc determlnations were done aher lhe phage aupar· 
natant aamples (0.2mO were lncubaled wtth lhe CHO cells (5 x 
1D31n0.25mQtor 18hat37'C. Cellelongation of 60% or morewas 
considerad as a positiva resutt. 
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SUMMARY 

We bavc isolalcd the struclural gene for an ouler mcmbrane prolein or SalmOM/la typhi, from a gcnomic 
library construclcd in bac1criophage .l I 059, using the Esi:Mrichia co/i ompC gencils a hcterologous probc. E. coli 
ompC codcs for an ouler mcmbrane pore prolein (porin) that is induccd prerercntially al high osmolarily and 
high tcmpcralure. The S. typhi ompC-like gene was subcloncd in pBR322 and introduccd in10 E. coli HBIOI 
and into P678-S4, a miniceU-producing slrain. In both strains il cxpresscd a 38.S-kDa prolein, which was 
incorporalcd into the ouler membrane envelopc and comigratcd wilh an S. typhi outer membrane prolein which 
was aprcsscd both at low and high osmolarily in vivo. 

INTRODUCTION 

The cpidcmiology, clinical manifestations, 
diagnosis, bactcriology, pathogenesis, pbarmacology 
and immunology or typhoid rever in man bavc been 

Com.,,.._ ID: Dr. E. Cal•1, CEllNOEBl/UNAM, Apdo. 
Po1tal 510.l, Cuem1vac1, Morelos 62271 (México) 
Tel. (52)(73) 17-27-99. 

Abbrevialioas: bp, b11e p1ir(1); kb, 1000 bp; '""PA, gene coding 
for OmpA; OmpA, outer membr111e structure protein; ompC, 
gene c:oding for OmpC; OmpC, outer membrlllO pare protein 
(porin); _,F, gene codina for OmpF; OmpF, outer mnnbr111e 
pare protein (porin); PAOE, poly1cryl1111ide gcl electrophomis; 
SDS, sodium dodecyl 1ulf11e; plioE, gene coding for PhoE; 
PhoE, outa membrlllO pore protein (porin); SM, 1tabilizin1 
medium,,.. MATERlALS ANO METHODS, 1ection •: SSC, 
0.15 M NiC-0.015 M N1·citr1te pH 7.6. TAE, Tri•·•cet1te· 
EDTA dccuophomi1 buffer. 

the subjcct ora recent rcview (Edelman and Lcvine, 
1986 ). Due to its significanl incidcnce in developing 
countries and lo the invasive character of S. typhi, 
the causal SBent or typhoid rever, it is imponanl lo 
develop a vaccine to protecl against Ibis disease. lt 
also would be or value to bave a vcry specific and 
sensitive test ror ihe detection of antigen in body 
Ouids. Currently available killed whole-ceU vaccines 
alTord only limilcd protection and cause adverse 1ide 
elTecls (Tapa and CVjetanovié, 197S). An attcnuatcd 
live cell vaccine, consisting ohtrain Ty2 la, although 
without 1ide dTecls, provides variable protection. 
Also, prescnl diagnostic methods are no11ufficicntly 
fasl and reliable (Edelman and Lcvine, 1986). 

lt has bccn shown that ouler membrane prolein 
preparations from S. typlúm11rillm prolcct mice 
SBainsl salmonellosis (Kuusi et al., 1981; Udhaya
kumar and Muthukkarupan, 1987a); also a purilicd 
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porin elicits delayed-type hypcrsensitivity (Udhaya-
· kumar and Muthukkarupan, 1987b). In addition, 
patients wilh typhoid fever senerate antibodies that 
recosnize S. typhi outer membrane proteins (Calde
rón et al,. 1986). Thus, outer membrane proteins 
could serve as protein antigens in a cellular or 
acellular vaccine, or in a rapid diagnostic assay. 

E. coli outer membrane proteins have been well 
characterizcd. Genes for 1he major porin proteins 
OmpC, OmpF and PhoE, which allow membrane 
penneability, ha ve becn cloned and sequenced. 
These porins are very abundan!, fonn diffusion pores 
for small solutes (less than 400 to 600 Da), and serve 
as receptors for phages and colicins. OmpF and 
OmpC are rcgulated by the osmolarity and tempera· 
ture of lhe growth medium. OmpC is preferentially 
expresscd at high osmolarity (100-300 mM NaO), 
wherc OmpF levels are very low. PhoE is induccd al 
low phosphate concentrations; it shows selectivity 
for anions o ver cations and is proposcd to panicipate 
in the scavensins and passage of phosphorylated 
compounds across the outer membrane. In contras!, 
OmpF is cation-selective; the permeability prop
erties of OmpC are similar to those of OmpF, except 
that it forms the amallest pores of ali three proteins. 
In addition to an OmpD protein, S. l}phim11rium 
contains OmpF, OmpC, and PhoE proteins similar 
to those found in E. coli; although their correspond· 
ins pore lizes appear to be larger (reviewed by 
Nakae, 1986). Sofar, lheseneforthe S. typhim11ri11m 
structural (non·porin) outer membrane protein, 
OmpA, has becn the only omp gene characterized 
from the Salmantlla genus (Freudl and Cole, 1983). 

No characterization of lhe physiological transpon 
propertia of lhe S. typhi outer membrane proteins 
has been reponed so far. A purification se heme, 
sorne physicochemical properties, and a hemolytic 
effect haYC beco describcd (Calderón et al., 1984). 

Based on the fact that Gram·nesative bacteria 
contain porins wilh similar cbaracteristics to those 
found in E. coli (Nikaido and Vaara, 1985), we bave 
undenakm the task of identifyins, isolatins and 
characterizins the senes for S. typlti outer membrane 
proteins usins E. coli porin genes as heterologous 
probea. In this paper we describe lhe isolation and 
initial cbaracterization of an ompC-like outer mem
brane protein sene from s. l}Jlhi. 
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MATERIALS ANO METHODS 

(a) Str1in.s and plasmids 

S. typhi IMSS· I, a 9, 12, d, Vi serotype clinical 
strain isolated from a patient with typhoid fever, was 
kindly provided by Dr. J. Kumate and coworkers 
from the Instituto Mexicano del Seguro Social, 
Mexico City. S. typhi strains Ty2 and Rawlinss (bolh 
of serotype 9, 12, d, Vi), and S. typhimurillm strains 
NCTC74 (Mutton) and CDC6Sl6-60 were ali 
obtained from the American Typc Culture CoUection 
(Nos. 19430, 167, 13311 and 14028, respectively). 
Seventeen S. typhi clinical isolates of the MK series 
were kindly provided by Dr. G.M. Ruiz·Palacios 
and coworkers from the Instituto Nacional de la 
Nutrición, Mellico City. E. coliHB 101, Q3S8, Q3S9, 
P678-S4 and bacteriophage cloning vector .HOS9 
have been describcd (BoHvar and Backman, 1979; 
Karn et al,. 1980; Dougan and Kehoe, 1984). Plas· 
mid pMY 111 (Mizuno et al., 1983), carryins E. coli 
ompC was kindly supplied by Dr. M. lnouye; plas
mid pBR322 (Bollvar et al., 1977; Balbás et al., 
1986) was a gift from Dr. F. BoHvar. 

(b) Construction of a S•l1110ull• 'Ylii &elle llbrary 

S. l}p/ritotal DNA from atrain IMSS-1 was isolat· 
cd as describcd by Betlach et al. (1976). Fragmenta 
of 10-20 kb from a partial S11113A digest were intro
duced into lhe BamHI siles ofbacteriophage ..ll0S9 
as describcd by Kam et al. (1980). Recombinan! 
phages were generated by in vitro encapsulation, 
using commercially 1vailable packaging cxtracts 
(Packagene, Promesa Biotec, Madison, WI) end 
plated ODIO E. coli Q3S9. 

(e) DNA •yllridlzation 

Plasmid pMYl 11 was used as a beterologous 
probe. lt was purified following standard procedures 
(Bollvar and Backman, 1979), and labeled with 
(cx-32P)dCTP (>3000 Ci/mmol; Amersham lnter· 
national, Amersharn, U.K.) to 10' cpm/pg using a 
commercially available nick-tranalation kit (Amer· 
sham lnternational, Amersham, U.K.). Total ge· 
nomic S. typhl or recombinan! bacteriophqe). DNA 
was digested using restriction endonucleases (Pro
mesa Biotec; Madison, WI). The resultins fregments 



were scparatcd by agarose gel elcctrophoresis and 
Southcm·blottcd onto nitrocellulose filters 
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) (Souihem, 
J 97S). Unless otherwise statcd, the fdters were pre
hybridizcd for 1 h at 42 º C in 6 x S SC, JO x Den
hardt's solution (0.2% each of Ficoll, polyvinyl 
pyrrolidone and bovinc serum albumin). 0.1 mg/ml 
of sonicatcd calfthymus DNA and 40% formamide. 
Thcy were hybridizcd with 1 ml/lane of the same 
solution plus 0.1% SDS, 1.0 mM EDTA and 106 
cpm/ml of labclcd plasmid al 42 º C for 18 h. Subse
qucntly, the ftlters wcre washcd four times, IS mio 
each, with 1 x SSC at 6S ºC, dricd, and exposcd for 
autoradiography to Kodak X-OmatK film using en
hancing screens. 

Two thousand recombinan! bacteriophage 
plaques wcre secdcd onto lawns of E. coli Q3S9. Per 
petri dish 24 phages were inoculatcd; this was done 
in duplicate. One copy of each pool of 24 phages was 
duted with SM (0.1 M Tris· HO pff 7.9, O.IS M 
Naa, 0.01 M MgCl2, and 0.1% gelatin). Aliquots 
from six pools wcre uscd for infecting 200 mi cultures 
by the preabsorption-dilution-shaking method dc
scn1ied by Blattner et al. (1977). Bacteriopbage 
DNA wu prepued from these cultures, restrictcd 
witll B1ÍII, Southcm-blottcd, and hybridized with a 
l 2P-labeled pMYlll fragment carrying only the 
E. coli ompC gene. One group of bacteriophages, 
conlaining the appropriate hybridization signa!, was 
fllrther analyzed in the same manner by preparing, 
successiwly, DNA from individual pools and from 
individUll bactaiopbqe. 

lbis acreeaing stratq¡y lllowed for the adequate 
rcpmcntation of slow-arowing bacteriophages and 
the probing of S. typlrJ cloned DNA without interfer
.ence from hybridizing E. colJ DNA. As control, the 
bacteriopbage Southern blots wcre probcd with 32P
labelcd pBR3l2, to discard any false-positive signals 
from rearranged AIOS9 DNA (Schocnbcrg, 1984). 

(e) PlumW •lldoelm& ud lllalcell ualysh 

Standard proceclures (Maniatis et al., 1982) were 
followed for subcloning DNA fragments from rcc
ombillant bactaiophage AIOS9 into pBR322; and 
for subsoqucnt transformation into E. coli HB 101 or 
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the miniccll-producing E. coli P678-S4. Minicells 
were purificd, pulsc-chased with (3'S]methionine, 
and analyzcd by 0.1 % SDS-IS% PAGE as dcscrib
cd (Dougln and Kehoc, 1984). 

(f) Prepanitlon of ouler membnnt enrrlopes 

Cells werc culturcd in nutricnl broth (Bacto
nutricnt broth; Difco, Detroit, MI) according to 
Nara et al. (1984). Triton X-100 insoluble envelopc 
fractions were obtaincd as describcd by Matsuyama 
et al. (1984). 

RESULTS ANO DISCIJSSION 

(a) llOlatiol of die S.Jrrroulla typlti 011rpC-Ub 
lfllf 

Plasmid pMY 111 bybridized to a 3.0-kb band of 
S. typ/11 gcnomic DNA cleaved with Bglll (Fig. 1). 
This was not observcd wben pBR322 vector or other 
E. coli outer membrane protein pnes (ompF, ompA 
and plaoE). were uscd u probes (not shown). 

Screening of the S. typlii gcnomic library gave two 
rccombinant bacteriopba¡e1 whicb carricd the 3.0-
kb Bgnl band (Fig. 1). Tbcy gavc lower titers with 
respect to the bulk recombinan! bactcriopbage popu
lation; this could be dueto a deletcrious efTccl on the 
hosl E. coli cclls caused by the overexpression of a 
cloned outer membranc protein gene (see bclow, 
scctionc). 

One phage, AVFCI, was cbosen for further analy- · 
·sis. The 3.0-kb band was subcloncd into the BamHI 
site of pBR322 to construcl plumid pVF27. lbis 
1ubclone hu the structure 1bown in Fig. 2. 

(11) ExpnuloB and mapplq 

Derivativcs pVF271, pVF274 and pVF27S, 
containing 1maller frqmcnt1 ofthe insertas shown 
in Fig. 3A, werc uscd to transform an E. colJ mini
cell-producing 1train. lbe proteína expresscd by 
thcsc plasmids in minicells werc labelcd with 
(3'S)methiooinc, subjccted to SDS-PAGE, and 
analyzed by autoradiosraphy (Fig. 38). Piasmids 
pVF27 and pVF271 produced a vcry intense 38.S
kDa protein anda less intense 39.S-kDa protein. The 
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a b e d 
F'11- l. A-.dia,raph ollhcbybridizalion of(a, b) "Nabeled 
plumid pNYI 11 (cl11}ina E. toli ....,C) IO Southcru blots of 
IOlal pnamit S. l)plii DNA (3 ~I) cut wilh •in• (lanc a) or 
•in• + ._HI (lanc b); and (e, d) ar lhc Hlndlll·Scol »p. 
labeled ~t from pMYI 11 to purificd rccombinant ph ... 
lVFCI (lamc)and AVFC2(laned)blo11ed DNA (1 pa)cut with 
aini. DNA M, markcn are indicated in kb, and carmpond to 
wild·typc A DNA di ... ted with H .. dlll. Elcctrophorc1i1 w11 
done 11IOOVfor2 h throush I~ 1.5-aun thick 11arosc,.11 in 
TAEbutfcr(40mMTri1·1cct11c,2mM EDTA,pH 8~ Thc DNA 
wu ulllllfand in 6 x SSC to niUocellulole 111C111brancs; and 

lheo b)llritlized u dcscribcd in MA TERIALS AND 
METHODS, aection c. Tbe radioactiw probe1 had a 1pccific 
actlrity ol 10' cpm/p1 ol DNA. 

otber two constructs, pVF274 and pVF275, did not 
upreas dlCle protcin1 nor truncated forms. Ali the 
plumidsperated the Jl-lactamase (BL) vector gene 
product iD its difTerent forms of around 28 kDa. 

To fmd a ID!lllcr fragment containing the whole 
.,,,,,C-likc pe, Southem blots of difTerent restric· 
tion fr..,_au of the 3.0.kb B.rlll band were hybrid· 
ized to tbc purificd Hindlll·Sca 1 fragment of 
pMYI 11 mcompassing only E. coli ompC (Mizuno 
et al., 1983). Results ofthese CJtperiments are shown 

34 

!! 
1 -..... ' 
Jif ¡ uau ¡¡ 

,.~•·' 
""''"' scol-1 
Hpcl·2 

Fia. 2. Circular mtriction map ofplumid pVF27, which oarric1 
thc S. f»J/IJ '""PC·lik• ,..... Thc insert DNA is shown 111 hcavy 
linc; the lhin linc rcprclCtlb pBR322 wctor DNA. Wbcn lhc 
3.~b ain1 frqmcnt from AVFCI is liptcd to the pBR322 
digcsted wilh aomHI, both mtrictlon 1itc1 arc lost in the 
rccombinant plumid pVF27. The 1cale il in kb. 

in Fig. 4. lt can be inferred that the l .3·kb fragment 
that span1 the rqion from the .4.11111 to the Hpal-2 
site contains the catire ompC·like gene since there 
were no bybridization 1ignals observed in fragments 
pictured to the Id\ of the .4.111 ll site or to tbe right of 
the Hpal-2 lite. Therefore, considering that the 
ompC-like gene is located towards the ldl side of the 
3.0.kb B1nI fragment (Fig. 4), and since no protein 
is generated by pVF274 pl11mid (Fig. 3~ we deduce 
tbat tbe start of transcription lies to tbe right of the 
P.,.11 site, po111'bly in the 0.25-kb Hpal·Hpal frag· 
ment. This implies tbat the direction oftranscription 
proceeds to tbe Id\, from tbe Hpa 1-2 to Aru 11 res trie· 
tion siles. Based on tbe apparcnt M, of the protein 
product, tbe structural gene should lit between these 
two siles. 

Comparisonofthe S. l}JllllompC-likegene witb it1 
counterpart in E. col/ (Mizuno et al., 1983) reveal1 
the conservation ofthe PJIJ, Pwll, and Scal restric· 
tion siles in the structural aene. In contrast, there are 
two Hpa 1 sites in S. 1}71111 tbat are absent in E. coli. 
Sites for EcoRI and B1nI in E. coli are mi11in1 in 
S. ryplli. 
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Fil- 3. Anllysi1 of plumid pVF27 and .ill producll. (A) Di.,,.am1 oí plumid1 pVF27 and ill dcri•atlve1, pVF271, pVF274, and pVF27S, 
Thc S. IJllt\I DNA inscna are 1hcnm u thick lines¡ thin linc1 rcpmcat pBR322 DNA. DNA that is mi11ina In each plumid is ahO'tm 
u ppa. Plumid1 codin¡ far thc OmpC·likc protein are indicaled with an 0mpe• aymbol. Dcletlon mutant plumids of pVF27 were 
c:onslllltlld dipstinapurified pVF27 DNA withAJvll + Clol,,...11,or E<oll.V. Afteuublequent liption ofthe 1ar..,1 purilled &111111111 
or cadl mtriction pattem, lhe DNA prepar11ion1 wae transformed lato llrlin HllOI, Hlectina for ampicillln-miltant coloaics. 
Plumidl pVF271, pVF274 andpVF27S were selected for ftanher cbaractcriulioD ID milli<dJ.producina E. i:oli P671-S4. Sita ror AJMll 
and Clll are IOlt In pVF271. ""'11 and EtollV lites are repneratcd in pVF274 and pVF275, mpc<tively. (1) Autorldiolrapb oí 
"S-labelcd proteinl produced iD lllinicclh c:ontainina plumld1 pVF27 0- a), pVF271 (lanc b), pVF274 (llne e), and pVF275 (llne 
d~ The ll'P&reDI prOICin 11,a .. illdicated in kDa¡ BL npmenll thc "1ectamuc plumlcl producll. Esperim111tal dclail1 were u 
deacribed ID MATElllALS AND METHODS, section e. lriefly, lllinic:dla carryiq eacll plumid were purilled by cenlrifi¡¡atlon lhrolllh 
20% 1ucr011 aradicnta¡ lhen, plumid-apecilic producta werepulse-labcledwitb 2.011Ci of ("S)methionint (>IOO Ci/mmol¡ Amcnham 
lnternlliollal, Ammbam, U.K.) íor 30 min 1137'C, and muspcaded in 10" llYctrol, S" ,_mereaploethanol, 3% SDS, 0.125 M Tris 
(pH 6.1), 0.1" bromopbenol blue¡ boiled (9S"-IOCl'C)for 5 min aod thcn analyled by 0.1% SDS-IS% PAOE 1140 atA for 4b¡ lhe 
ael - dried and uposed to 1-ray film. 
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(e) Analysls or outer membrane ttnelopes 

Analyzing the proteins thal constitute the outer 
membrane envelope of S. typhi (Fig. S, lanes a and 
b), it can be observed that tl¡e ompC-like gene 
product (lane c) comigrates with a 38.S-kDa protein, 
which is expressed under low and high osmolarity 
conditions. This may indicate that regulation of thc 
OmpC-like protein in S. typlii difTcrs from that in 
E. coli since the latter is práercntially exprcssed al 
high osmolarity (Hancock, 1985). In contras!, thc 
prcsencc of a 37-kDa protcin in thc outer mcmbranc 
of S. typhi is almos! completely rcprcsscd al high 
osmolarity (Fig. S, lanc a~ behaving in an E. coli 
OmpF-likc manncr. 
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Fi¡. S. Electrophomic p1ttem ol'Coonwsie brilliant bluo-111Íood autor mombrao• protoin preparlliom, llOpllllcd by 0.1 % SOS-1 S % 
PAOE, 6-: S. °""IMSS·l IJOlillin a11triea1 medium in !he pmcncc (laoe·a)or absaM:c (laoe b)ol'.20~ •-;E. to/IHBIOI 
(lancad,e)ud P678-S4(1anca f,1)powain nlllricnt medium in the absoace ofsucrose canyins (lann d,l)cwnot (lanos e, 1)plumid 
pVF27. Lane e cormpond110 a IOlll cdl atract of E. tdi P671-S4 minicclb barborin¡ pVF27. Tbe autcr meml!raoe protein prepar1tions 
wae ablained u follows: ceUs wao powa ID lale loprilhmic phue al 37ºC in lhe appropriate culture lllldillln. Cell1 ...,, w11hed, 
rnuspended in 10 mM Na, HPO. (pH 7.2) and clilrupled by IDllicatioa. 1be mombraoe l'raction wu '--' by cen1rilitption at 
40000 m./rnin in lho Bockman Ti70 rotor for 30 min aod lheo muspeaded in 2% Tritoo X-100, 10 mM N1, HPO. (pH 7.2~ Allcr 
incllbllicm at 37ºC far IS min, the Tri1on X-100.insoluble fractioo wu recovered by ccnlrifuplion a140000rrv./rnin for 30 min. Thi1 
pdlet- &n.11)' wuhed in 10 mM Na,HPO. (pH 7.2) and rnuspended in 1 ~ SOS, 1 % ~captoethaaal.10 M urca, and 0.005% 
bromophenol blue.11 wu boiledforSllin and analysed byO.I~ SOS-IS% PAOE a140mA íor4 b. ProteinlllOlecular wei¡hl mukers 
are indicated in kOa; lhey cormpoad in dcscendins arder ID plum1 bovine llbumin (66 kOa), ovalbumin (4S kDa), sJyccrlldehyde-3· 
phosphale dehydrosenue (36 kD1), and carbonic aohydrue (29 kOa~ The arrow al 38.S kOa indicata the lllPlllCDI M, obllÍDOd for 
the OmpClike protein. 
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SDS-PAGE analysis ofthe outer membrane pro
tcins, purilicd from the two E. coli strains containing 
pVF27 (Fig. S,lanes d and f), showcd that the cloncd 
38.S-kDa OmpC-like protcin is incorporatcd in to the 
o u ter membrane of its host. The absence of the 39 .S
kDa band (Fig. 38) in outer membrane preparations 
suggests that it may coirespond to an unprocesscd 
precunor of the OmpC-like S. typhi protein, still 
canying the uncleavcd leader sequence. In E. coli, 
the S. l)p/liOmpC-like protcin appears as one ofthe 
most abundant 1111ter membrane proteins (Fig. S, 
Janes d and f); interestingly, the presence of some 
endogenous proteins is lowercd as comparcd wilh 
Fig. S, lanes e and g. lbis might be due to the fact 
lhat the cloncd gene is hi¡hly expresscd, as evidenccd 
by the predominan! presence of its protcin product 
in a total cell extrae! (Fig. S, lane e). Thus, lhe multi-

·.:.·., 
~q··· 

o b e d 

11 

copy gene and its product could possibly be compel· 
ing favorably for exprenion or processing and 
membrane transpon factors, respectively. 

(d) PrtstnU or tllt .- In dllí'erent 1tralns 

The fact lhat the 38.S-kDa protein is expresscd in 
S. typlli under bolh osmolarity conditions may be 
relevan! to lhe bacteria in the environment provided 
by their natural host. We believe that this protein is 
a suitable candidate to be expresscd in lhe serum of 
patients with typhoid rever, 1ince the osmolarity of 
human serum is high (0.9%, or ISO mM, NaCI is 
nearly equivalent to 10% 1ucrose; Nikaido and 
Vaara, 1985). In this respect the S. ryphi ompC·like 
gene is present in alJ 17 clinical isolates testcd and 
also in S. 1yphi and S. typhim11rium reference strains 

• 
e f g h 

Fi¡. 6. A-adiopl¡lb oílhe hybridiution of lhe S.1yplil "P·labeled Sml·A"'ll &1f111e111 &om pVF27 to Soulhem bJoll or B.r/11 .. ut 
DNA from: S.~ 1train Cl>C6SJ6-óO(lane a); S. l)lJo\lclinicll itolatn MKlO(lllle b), MK24(lalle e), MK27 (Jane d), 1traino 
IMSS.I (!Me e), Ty2 (Janes r, i) and Rawlinp (Jane 1); and E. col/ Q359 (Jane b~ l.anH a•¡ COllWn 3111 and lanc1 h·i 6 PI oí DNA. 
Elperimaolal detaiJ1 werc a11lc1Cribed in RESULTS ANO OISCUSSION,oectio .... Ele<vophornls and trwrer oílhc .. J werc dooc 
a1 detcribcd in lhe lclflld 10 Fi¡. l. Hybridization wu done with S • 10' cpm¡'lanc in uollllio111:onlainlnf O.J M Na2HPO.-NaH2PO, 
(pH 7.5). S x SSC, 10 x Dcnhardt'110Jution (1ee MA TERIALS AND METHODS, IOCtloa e) and 100 ¡¡&fml ohonicatcd calfthymu1 
DNA,al 6S'Cfor JBh; then wuhed down toO.I x SSC,0.1% SOS at 65'C and c1po1ed ror autortdi"l'aphy to Kodak X-OmatK 
r~m ... cnhanci1111 ......... 
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(see MATEJUALS ANO METHODS, section •). Repre-
1entative hybridizations, to illustrate this point, are 
1hown in F'ig. 6. Hybridization ofthe S. 1yphi ompC
like gene probe was done under stringent conditions 
(0.1 M N•2HPO.·NaH2P04 , pH 7.5, S x SSC, 
10 x Denhardt's solution, 100 µg/ml sonicated calf 
thymus DNA, 65ºC, 18 h; with washes down to 
0.1 x SSC, 0.1 % SDS, al 6SºC); interestingly, no 
signa! is obWned with E. coli DNA (Fig. 6, lane h). 
lt remains to be seen ifthe regions corresponding to 
exposed epitopes are conserved among the various 
S. typlli clinical isolates. 

(e) Ceeci.loDs 

Comparison ofthe N terrnini ofthe cloned OmpC
like protcin ud ofthe 38.S-kDa protein expressed by 
S. typlú in vivo 1hould unequivocally establish their 
identity. Knowledge of the nucleotide sequence of 
the struclllral onviC-like gene should confino the 
gene-product relationship. 

Le11111ÍDg about outer membrane protein gene 
1tructun: ud function should allow the identification 
ofexposed epitopes in the protein products (Freudl 
udCole, 1983;Freudlet al., 1986),udin deterrnin
ingifuyofthem are species-specilic. lbe possibility 
of overexpressing the outer membrane proteins, per
haps in a minicell system, should prove useful in 
protection experiments; large amounts of the protein 
ofinterest ahould lid in generating monoclonal uti
bodies that could be used in immunodiagnosis. 
Aside from possible biotechnological applications, 
we ue intcrelled in exploring the role of S. typhi 
OmpC prolein in the humoral and cellular immunity 
events or typhoid fever. 
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RISULTADOS 

A.- CaracterisaoiOn preli•inar del 1•n• IDS de 1~ S~Rbi· 
l) Hibridacion de DNA total de §~~~eb! con el fracmento l~QRl

H!n~III del pl6saido pEWD299. 

2) Aialamiento del fago lambda FDCl. 

3) Actividad enterotoxigénica codificada por el fago lambda FDCl en 

asas ileales de rata y en células CHO. 

Los resultados de esta sección A se describen en el apéndice l. 

1.-Mapa de •itioa de re•trlcci6n del bacteriOf110 laabda rDC1. 
Con el proposito de determinar la reci6n del DNA del inserto de 

~~!ieb! que hibrida con el fragmento de DNA i~Q~l-H!ngIII del 

pl6smido pEWD299, se hizo un mapa del DNA del bacteriófago lambda 

FDCl, con enzimas de restricciOn (fi¡.1 ) Como se puede observar en 

esta fisura, la reción que hibrida est6 comprendida en un secmento 

de S.6 kpb de H!ndIII-H!ndlll y de §!!I-2!!1. 

c.-1xpre1i6n d•l fa10 laabda roc1 •n ••xic61ula• 

Para poder examinar las proteinas codificadas por el lambda 

FDCl, se utilizó una cepa de 1~ ~ol! M1S9 sensible a luz 

ultravioleta, (maxicélulas).Coao control se utilizo un faco no 

recombinante lambda 1059 y otro fago recombinate, (fig. 2 ). Este 

an6lisis revelo que el fago lambda FDCl expresa al menos para dos 

polipeptidos de peao molecular aparente (P.M.A.) de 1s KDa y de 27 

KDa, que no se encuentran en el lambda 1059 ni en otro fago 

recombinante. 

40 
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Fic.1.- Mapa 
FDC1. 

* * * * * 

de restricción del bacteriof aco recombinante 
<•••••) Recion donde hibrida el.detector el~~p. 
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A B C D E 

Fic.2.- Expresion de las proteinas codificadas por el bacteriofaco 
laabda FDC1 en aaxicelulas de I~ ~2!! H159 (carril e). 
En el autorradiocrama se observa el patrón electrofor~tico 
de las proteinas marcadas con 35-S-metionina. 
Los carriles Al y Bl corresponden a otros bacteriofacos 
recoabinantes, D) a la cepa H159 sin faco y E> al vector 
laabda 1059. 
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D.-1ubclon1c16n 

El fragmento de S.6 kpb, generado con la endonucleaaa H!D~III, 

del fago lambda FDCl se subclono al vector pBR322, generando el 

pliamido recombinante pFH24. 

l.•llapa del pli••ido p1H24 

Con el fin de determinar en que orientación quedó el inserto 

•ubclonado en el pl6saido, con respecto al lambda FDCl,se digirio 

dicho pl6saido con endonucleasaa de restricción y ee elaboro un 

aapa. Adem6s, se determino que región de este segmento, de 5.6 kpb, 

hibrida con el cene ~!!§ porcino. Este experimento reveló que un 

•ecmento de o.e kpb, correspondiente al inserto, generado con 

tt!D~II, hibrida con el detector radioactivo (Fig. 3 ) 

•.-lxpree16n del pli••ido pFH24 en ainic6lul••· 

La expresión ·;de loe polipeptidos codificados por el pl6•mido 

pFH24 en alnic:*lulaa reveló que cuando aenos hay doa polipeptidos, 

d•~38 kDa y · .15 · kl>a, que no ae encuentran en ehcontrol que es el 

vector p8R322 no recombinante.(fig 4 ). No se hicier6n experimentos 

para deteralnar la orientación de transcripción de los polipeptidos 

observados .en este experimentó. 

o.-11eeuenclaol6n 

Un fra .. ento con un P.H.A. de o.e kpb del inserto del pl6smido 

pFH24, senerado con H!D~II-H!agII, el cual hibrida con el 

fragaento de DNA de l9QR1-H!DdIII del pl6saido pEWD299, fue 

aubclonado al vector H13•p18 en tt!ngII coao primer paso de 

aecuenciación. Posteriormente, el inserto de esta clona fu~ clonado 

en el vector H13mp19, en lggRl-H!ndIII, para determinar la secuencia 

en la orientación reversa. En la figura S se muestra la estrategia 
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Hinlll 

Hircll M 

* * * * *• 
Hlrcll 

Pvul 

Pvull 

pFM24 
9.9Kpb 

Hincl/Hpol 

EcoRI 
Hinda 
Hlncll 
Sol! 

Bgll 
Hlncll 

Fig.3.- Hapa de restricción del pl••mido recombinante pFH24. 
(•••••) Reci6n donde hibrida el detector !!~~p. 



A 

3BkDoc::::> -

)5k_0.0~. 

B 

.,,,.,,~14-, .. 
~ .. .,., ....... 

e 

-

•
·:~~'.if :~<,...'l'-" 

:_ ~'~~.;:..~: 

' 

-----66k0o 

-----45kDo 

-----36kDo 

-----29kDo 
-----24kDo 

-----20kDo 

-----14.2kDo 

Fig.4.- Expresión de las proteinas codificadas por el plis•ido 
reco•binante pFH24 en •inicélulas de I~ ~2!! Pó78-54 
carril A). En el autorradiocrama se observa el patrón 
electrof orético de las proteinas •arcadas con 35-S
•etionina. El carril 8) corresponde al vector pBR322 y el C) 
corresponde a la cepa Pó78-54 
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Fig.5.- Estratesia de secuenciacion del fragmento de 729 nucle6tidoa 
H!D~!!-H!n~!!· e•••••) Regi6n donde hibrida el detector !!!~P 

)1(7QWZ741 Fase de lectura abierta, iniciando as partir del 
3er nucleOtido. 
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de secuenciación. 

La secuencia nucleotidica se determinó utilizando fragmentos 

de menor tamafio, derivados por digestión con diferentes enzimas de 

restricción del fragmento de o.e kpb, y clon6ndolos en los vectores 

mp18 y mp19 para obtener ambas orientaciones. Con la obtención de la 

•ecuencia co•pleta de este inserto, se observó que esta comprendido 

de 729 nucleotidos. La fisura 6 muestra la secuencia nucleotidica 

completa del fragmento. 

H. •Hibridaoi6n 

Con el proposito de determinar m6s finamente en donde estaba 

hibridando el gene ~!!~ porcino en el segmento de §~!~eb! de ·o.e 

kpb, cenerado con H!~~ll, y el cual se habia subclonado en 

fracaentos a6s pequeños en H13, se procedio a realizar un 

experiaento tipo "Southern", el cual reveló que la reción que 

hibrida •ta comprendida entre los sitios de !!91 Y.!!!21, la cual 

abarca 92 nucleotidos (deducido:por secuencia). (Fic. 5 ). 

1.-Anali•i• c19·1a ••ouenoia del fra11ento de 0.1 kpb d• l~SKlbi· 

La co•paración nucleotidica de este segmento contra el "Gene 

Bank", utilizando el programa mencionado (ver Materiales y Métodos) 

, nos dió coao resultado un alineamiento a partir de los nucle6tidos 

275 a 588 y 301 a 604 de la región 3' terminal del cen ~!!§P y 

~!!~h, r•pectivamente, con el fragmento de §~ !~eb!· La región de 

a6s similitud (78.7~) est6 comprendida del nucleotido 200 al 270 del 

inserto de §... !X2b!. con la región del nucleotido 490 al 563 del gen 

~!!§P. Se ha sugerido que en esta última hay una señal para término 

de transcripción (Yamamoto et al.,19e3). Esta región de DNA de§~ 

!~eb! est6 coaprendida entre los sitios de !!91 y !!!21 (Fig. 7 ). 
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Fig.6.- Secuencia nucle6tidica del fragmento de 
HineII-HincII y secuencia de aminoicidos 
-20-y-3er-ñüc1eotido. 

729 nucle6tidos, 
a partir del ler, 
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Fig.7.- Alineamiento de la secuencia del fragmento H!ng!!=H!ng!!. 
con el gen ~!1~P· 
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La traduccion de este inserto a proteina <utilizando el 

programa mencionado en Materiales y Métodos ), iniciada en la 

priaera ,segunda y tercera base, nos dio como resultado dos fases de 

lectura abierta. 

La priaera, es tomando la segunda base para inicio de 

traducción, inicia en la base 104 hasta la 445, dando un péptido de 

113 aaino6cidos. La sesunda fase, aparece al tomar la tercera base 

para inicio de traduccion, e inicia en el nucleotido 3 y teraina en 

el nucleotido 383, codificando para un péptido de 127 amino6cidos. 

(Fig. 6). 
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DISCUSIOH Y CONCLUSIOH 

En resumen, los resultados sugieren la presencia de una 

enterotoxina, que tiene similitud con CT y LT, codificada por un 

inserto de DNA de §~ !XEb!. portado por el bacteriofago recombinante 

la•bda FDC1. Esta conclusión se basa principalmente en que 

extractos crudos de lisados del lambda FDCl promueven la elongación 

de células CHO y la secreción de fluido en asas ileales de 

intestino de conejo, y en que la toxina es antigénicamente similar a 

LT cuando se prueba con anticuerpos en ELISA ("enzyme-linked 

i••unosorbent assay" r. 
La conclusión también se basa en los resultados de hibridación 

del DNA, con lo cual se aisló el gen. El segmento de DNA que porta 

el sen de la enterotoxina tiene un estrecho homólogo con el gen de 

la subunidad B de LTp. Es interesante notar que, bajo las mismas 

condiciones de hibridación, no observamos homologia con la subunidad 

A de LTp~ Sin e•bargo, debido a que las actividades 

enterotoxisenicas pueden ser detectadas, pensamos que la 

enterotoxina de §~ !X2h! tiene una subunidad similar a CT/LT/A. 

Otra diferencia notable es que la enterotoxina de §~ !Xeb! 

parece tener un receptor diferente a membranas de eucariontes; esto 

se basa en el hecho de que anticuerpos monoclonales (Hab's) 

dirisidos contra el receptor GH1 de la subunidad LT/B en 

experiaento tipo ELISA, fué negativo. 

Ademls, se demostró que un detector, consistente en una mezcla 
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de oligodeoxiribonucleótidos (24mero, fig. 3 del apendice 1 ), 

correspondiente a la región que codifica para el sitio de unión de 

las enterotoxinas CT y LT al receptor en células eucariotas (el 

gancliosido GHl), no hibrida con el DNA del bacteriofago 

recombinante. · 

Max1c6lulaa y ainic61ula• 

El bacteriofago recombinante laabda FOCl porta un inserto de §~ 

!l!E!h! de aproximadamente 15 Kpb y, como se mencionó en RESULTADOS, 

este bacteriofago codifica al menos para dos polipeptidos, 

molecular aparente e P.H.A.) de 27 kDa y 15 kDa. 

de peso 

Como comparación, las subunidades de las enterotoxinas CT y LT 

tienen un P.M. de: 27,215 Da para CT/A y 11,677 Da para CT/B.(Betley 

et al.,1986) 29,673 Da para LT/A ( Spicer et al., 1982) y 11,780 

Da para LT/B (Dallas et al., 1980), respectivamente. 

Se ha reportado que en e~ !~Pb!!Yt!Ym que las subunidades de la 

enterotoxina (S-LT) tienen un P.H.A. de 27 kDa para S-LT/A y 14 kDa 

para s-LT/B (Finkelstein et al., 1983). Más recientemente, Chopra 

et al (1987), sugieren que la enterotoxina de e~ !~Pbi!Yt!Ym está 

coapuesta de tres aubunidades con P.H.A. de 45, 26 y 12 

kilodaltonea. 

El inserto de 5.6 Kpb de§~ !~Pb!, contenido en el pl6smido 

pFH24, codifica al menos para dos péptidos que tienen un P.H.A. de 

38 kDa y de 15 kDa, lo cual sugiere que el péptido de 15 kDa podria 

corresponder al observado en maxicélulas. 

Es interesante notar que el péptido de 38 kDa no se logró 

detectar en el experimento de maxicélulas, esto puede ser debido a 
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que comigre con una proteína estructural del bacteriofago. Por el 

~ contrario, el péptido de 27 kDa del bacteriofago lambda FDCl no se 

observo en el experimento de minicélulas. Esto puede ser debido a 

que esta proteína comigra con la beta-lactamasa ( enzima responsable 

para el fenotipo de resistencia a ampicilina) y por lo tanto no se 

distinga coapleto. Otra posibilidad es que en el inserto de §~ 

t~2b!. en el pl6smido, no est~ completo el gen para esta proteína. 

Otra posibilidad es, que el gen para el polipeptido de 27 kDa 

si esté presente, pero que su expresión esté regulado positivamente 

por otra proteina , y que el gen para esta proteina regulatoria no 

este completo o no lo contenga el plásmido pFM24. 

Es interesante notar que no se logr6 detectar actividad 

biológica de la enterotoxina del pl6smido pFM24, en asas ileales de 

rata experimento realizado en el laboratorio del Dr Guillermo 

Ruiz-Palacios del Instituto Nacional de la Nutrición. Datos no 

mostrados ). Esto pudo ser debido a que no haya genes completos en 

el pl6smido, como se menciono anteriormente. 

Como coaparaci6n, se ha reportado que la enterotoxina de §~ 

!leb!!Yr!Y! es expresada en I~ ~2!! y ademas que tiene una actividad 

biologica detectable en el ensayo de asas ileales y por las 

•lteraciones en la permeabilidad vascular de la piel de conejo. Esta 

enterotoxina de §~ tlen!mYr!Y! est6 codificada en un segaento de &.3 

Kpb obtenido con las enzimas f!!l-!~2RI, clonado en el vector 

p8R322, e introducido a una cepa de!~ ~2!! (Chopra et al., 1987). 

Secuencia 

Con el analisis de la secuencia del fragmento obtenido con 
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H!n~II podemos sugerir varias posibilidades: 

(1) Que el fragmento secueneiado codifica para péptidos de 

.113 ó de 127 amino6cidos lfig ), que por secuencia de aminoécidos 

no tiene relación con la subunidad LT/B. Dicho péptido pudiera ser 

·el de P.H.A. de 15 kDa observado en minicélulas. 

(2) Otra posibilidad es que no contemos con la secuencia 

coapleta del gen para la subunidad similiar a LT/B. Esto se basa en 

el an6lisis de la fase de lectura abierta, tomando la tercera base 

como inicio de traducción. Se observa que la fase podria extenderse 

hacia la dirección S', y que, por tanto, este péptido esté formado 

de un número mayor de aminoécidos (Fig. ). 

Es interesante observar que, en ambas posibilidades, la región 

de hoaolgia por nucleótidos con ~!!~P corresponde al extremo 3' no 

codificante de §!!~P. pero en §~ !X2b! corresponde a parte de una 

fase de lectura abierta. 

La determinación de la secuencia nucleotidica de los genes 

estructurales clonados de la toxina de§~ ll2b! (SE), similar a LT, 

seré necesario para proporcionar datos mayores sobre su estructura y 

•u función. 

!aportancia ele 1• pr•••ncia de la •nterotoxina 

La producción de una enterotoxina por una bacteria invasiva, 

coao lo es §~ !l2b!. comparada con una bacteria 

enterotoxina no invasiva, como ~~ ~b2!!r!~ 

enterotoxicénica, plantea diferentes preguntas: 

productora 

y i~ 

-En que estado de la infección ejerce la enterotoxina su efecto 

en la mucosa del intestino?. 
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-Podria la enterotoxina afectar el curso de la 

sistemica?. 

inf ecci6n 

-Es antes o después de la invasi6n a las células epiteliales que 

la toxina altera los niveles de AMP ciclico ? . 

En este sentido, la invasion a las células epiteliales por la 

bacteria pudiera proporcionar un mecanismo muy eficiente para 

liberar la enterotoxina a las células epiteliales del intestino. 

Pequeñas cantidades de enterotoxina producida por §!!!20~!!! 

spp pudieran ejercer efectos sustanciales en transporte de agua y 

electrolitos durante la infección intestinal (Chopra et al., 1987). 

La disponibilidad del gen clonado para la enterotoxina 

facilitar6 en el futuro hacer estudios con, mutantes, para resolver 

estas u otras preguntas. 

Coa o un ejemplo de estudios del papel de una toxina en la 

patocenia nos referimos al trabajo de Rel11an et al, 1989. Ellos 

realizaron experimentos para evaluar la adherencia de .§2!:~~1~!.!! 

~!:!!!!l!!! a células de cultivo, a saber: a células CHO y a células 

epiteliales ciliadas del tracto respiratorio de conejo. 

correlacionaron esta adherencia con la presencia de la hemaglutinina. 

filamentosa (FHA) y con la presencia de la toxina pertussis. La FHA 

es una proteina asociada a superficie, la cual ha recibido atenci6n 

como una supuesta adhesina y por ende co110 un determinante de 

virulencia. 

Obtuvieron como resultados que la FHA es necesaria para la 

edhesi6n de la bacteria, tanto a células CHO como a células 

ciliadas respiratorias de conejo. Por otro lado, la toxina pertussis 

parece no tener ningún efecto en la adherencia bacteria-células CHO 
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y si parece tener un papel en la adherencia a células ciliadas 

respiratorias de conejo. La diferencia en los resultados obtenidos 

en los dos •odelos de adherencia sugiere que §~ ~~!Y§§!! podria 

usar multiples mecanismos y/o adhesinas durante su interacción con 

el hospedero que es el hombre (Relman et al., 1989). 

laportancia en la epid•aio101ia ao1ecu1ar 

Ea posible que patrones particulares de bandas de 6cidos 

nucleicos puedan servir como "huellas digitales" para clasificar 

cepas especificas (Calva et al., 1988). Esta metodologia se basa en 

la utilización de tres procedimientos para deterainar si diferentes 

cepas de una aisma especie son idénticas( esto es, clonas), o bien 

representan organismos diferentes genotipica•ente. Los 

procedimientos usados son: 

(1) El estudio de patrones· plasmidicos por electrofóresis, el cual 

se ha probado ser un sistema r6pido, económico y de tipificación 

epideaioló1ica reproducible para algunos patógenos bacterianos; 

(2) el anilisis electroforético de los fragmentos de restricción 

de DNA bacteriano, 

analysis"), el 

BRENDA ("Bacteria! restriction-endonuclease DNA 

cual ha cenerado información adicional y 

especificidad a los resultados. 

Sin eabar10, estos dos procedimientos est6n limitados a la 

presencia de pl6saidos y de patrones de restricción claraaente 

discernibles (para revision ver Eisenstein et al., 1986 y Wachamuth, 

K. 1986), y 

(3) Genes aislados 

detectores radioactivos 

de §~ !~~b! pueden ser 

en el estudio de genética 

SS 

utilizados como 

•olecular de 



poblaciones, haciendo uso de los polimorfismos en la longitud de los 

fragmentos de restricción (PLFR), 

la clasificación de diferentes 

los cuales pueden permitir hacer 

cepas de acuerdo a su origen 

geografico o a los sintomas clinicos. 

Este tipo de an6lisis est6 basado en la presencia de los 

polimorfismos geneticos, los .cuales pueden reflejar ausencia o 

presencia de sitios de corte especificos para enzimas de 

restricción. 

Asi, el DNA de varios aislados clinicos puede ser cortado con 

una enzima de restricción; los fragmentos obtenidos de esta manera 

son separados por electrofóresis en gel y transferidos a una 

aembrana la cual puede ser de nitrocelulosa (técnica de 'Southern"). 

En estos filtros, es posible visualizar bandas particulares 

utilizando 

especifico&. 

poliaorfismo. 

detectores radioactivos, 

Un cambio en la banda 

estos pueden ser cenes 

patrón es indicativo de 

Estos tres procedimientos representan la técnica de "huellas 

dicitales" aoleculares y pueden ayudar a determinar: 

(a) si la aayoria 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 

o existe la adquisición de nuevas cepas. 

(C) Adem6s, estas técnicas pueden ser usadas para distinguir 

cepas virulentas de cepas no-virulentas, de la misma especie, y para 
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identificar factores que seleccionan o favorecen la persistencia en 

una comunidad de una cepa patógena. 

Por ejemplo, de X~r~!n!~ ~Q!~r2s;2!!!!~! se han aislado dos 

genes que confieren la capacidad de invasión <!OY) y adherencia <!!! 

de "attach•ent 1nvasion locus"). Existe una excelente correlación 

epidemiológica entre la presencia de estos genes en cepas de 

X!!!:!!n!! y el cuadro clínico que presentan los individuos de donde 

se aisló la cepa. 

Todos los aislados clínicos de X ... ~n~!!!292!H!s=! y de otras 

especies de X!!!:!!D!~ tienen secuencias homologas a !!!~; cinco 

patrones de hibridación se han observado. Aislados clínicos teniendo 

cualquiera de dos de estos patrones son invasivos para células en 

cultivo y est6n asociados con enfermedades epidémicas. Aquéllos que 

tienen cualquiera de los otros tres patrones no son invasivas para 

células en cultivo y de dudosa relevancia clinica. 

Por otro lado, todas las cepas examinadas de X ... 

presentan sólo un tipo de patrón de hibridación 

al detector !!!~ y son invasivas en células de cultivo. La presencia 

de secuencias de DNA especificas de !!! es aun un mejor indicativo 

de un fenotiPo invasivo, ya que solo las especies pat6cenicas de 

Yer!!nia tienen homología al detector ~!!· 

Los aislados de X... !n1~t2~2!!!!~! que poseen secuencias 

ho•ologas a !!!.· producen el siguiente cuadro clinico. 

Enterocolitis caracterizada por fiebre, diarrea y dolor 

abdominal), adenitis mesentérica aguda e ileitis (inflamación del 

ileon) ter•inal,, artritis y septicemia. Leucocitos, sangre (no muy 

común) y aoco, pueden estar presentes en heces. Usualaente los 

pacientes tienen: dolor de cabeza, fiebre y dolor abdominal con o 
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sin diarrea. Cepas de X.:. ~n!~IQ~Q!!!!~! que no estan asociadas con 

este cuadro clinico o no son capaces de entrar a células en cultivo 

estan completamente desprovistas de las secuencias !!!· 

Asi, este detector especifico de invasiOn sirve como un 

excelente medio para detec'tar )'.~!:!!!!!! spp patOgenicas ( Finlay. , et 

al 1989~. 

De forma similar a los experimentos realizados con X~I!!!!!!. un 

detector de DNA especifico para la enterotoxina de §.:.. !~E!!:!! (SE) 

deber6 ser útil en el establecimiento de la prevalencia de la 

enterotoxina, como de su gen estructural, entre aislados clinicos de 

§.:.. !lE!!l!· 
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