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ANALISIS MOLECULAR DEL GENE ompC DE Salmonella.typhi.

La ficbre titoidea (FT) es un problema de salud publica en México. La enterobacteria S.typhi,
es ¢l agente elioidgico de 1a FT. Su diagndstico se hace mediante ¢l cullivo de sangre o de médula
6sea, el cual larda minimo 48 horas. Se anahs6 la vanabihdad del gene ompC de S typhi que
codilica para una proleina de membrana eateina (PME), para comprobar si este podria ser un buen
candidalo con fines diagnosticos. El gene ompC de  S.typhi tiene siele regiones variables con
respeclo a su conlraparte en E.coli; seis de las cuales codifican para regiones hidrofilicas. Con el
objelo de estudiar fa especificidad del género o especie de estas regiones variables y la eslructura
del gene ompC dentro del género Salmonelia, se disefaron nueve oligodeoxirribonucledlidos (oligos)
complamentarios a la secuencia nucleotidica de dichas regiones y se probaion en experimeitos lipo
"Southern biot” coridra 15 cepas de Salmonella, correspondientes a ocho serotipos. Asi mismo,
comparamos los palrones de restriccién para diez enzimas, utitizando como sonda el gene ompC
completo.

Las hibridaciones mostraron que ompC estd muy conservado dentro del género Sa/monnlla:
los oligos hibridaron con la banda de £coRV correspondiente al gene en lodas las cepas probadas,
con excepcion del oligo 5 que no hibridé con S arizonae, S.aberdeen, y S.gallinarum. En forma
similar ef oligo 6 no hibridd con las anteriores mds S.worthington'y S.enteritidis. Eslos oligos podrian
funcionar como sonda género especilica para la identificacién de Salmonella. Con el gene completo
se ohservaron pelimorfismos en la iongilud de los fragmentos de restriccién, tnicamente con
S.arizonae, aunque con Haelll S.typhi presentd un patrén unico.

Por otro lado, el DNA del fago recombinante que contiene ompC fue marcado
radioactivamente y se hitbiido contra el DNA de las cepas de Salmonella anles mencionadas. Se
observé una handa tnica para S.iyph de 3.3hb, la cual sera clonada, secuenciada y caraclerizada.

Tambidn con el objeto de encontrar secuencias de DNA especificas para S.typhi, se ulilizé
el método de cromatogralia por hidroxiapatita. Se reasocié DNA radioactivo de S.typhi con DNA no
radioactivo de S.fyphimurium y posleriormente se pasd por una columna con hidroxiapatita. La
fraccién en donde se encontraba el DNA de cadena sencilia se hibridd contra ¢l DNA de diferentes
aislados de S.typhi, otras cspecies de Salmonella, y otras enlerobacterias. No hubo especiticidad
para S.yphi, ya que se observé heterogeneidad en las sefales de hibridacion, inclusive entre DNA
de una ccepa colocada en diferenles lugares de una misrma membrana. Por lo 1anto consideramos
que fa cromatogralia por hidroxiapatita no es un buen método para aislar secuencias especificas de

S.typhi.
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ANALISIS MOLECULAR DEL GENE ompC DE Salmonella.typhi.

La fiebre tifoidea (FT) es un problema de salud publica en México. La entercbacteria S.typhi,
es el agente etiologico de fa FT. Su diagnéstico se hace mediante el cultivo de sangre o de médula
dsea, el cual tarda minimo 48 horas. Se analizé la variabilidad del gene ompC de S.typhi que
codifica para una proteina de membrana externa (PME), para comprobar si este podria ser un buen
candidato con fines diagnésticos. El gene ompC de S.typhi tiene siete regiones variables con
respecto a su contraparte en £.colf, seis de las cuales codifican para regiones hidrofilicas. Con el
objelo de estudiar la especificidad del género o especie de estas regiones variables y la estructura
del gene ompC dentro del género Salmonella, se diseharon nueve oligodeoxirribonucledtidos (oligos)
complementarios a la secuencia nucleotidica de dichas regiones y se probaron en experimentos tipo
"Southern blot" contra 15 cepas de Salmonella, correspondientes a ocho serotipos. Asi mismo,
comparamos los patrones de restriccidn para diez enzimas, utilizando como sonda el gene ompC
completo.

Las hibridaciones mostraron que ompC esld muy conservado dentro del género Salmonelia:
los oligos hibridaron con la banda de EcoRV correspondiente al gene en todas las cepas probadas,
con excepcion del oligo 5 que no hibridd con S.arizonae, S.aberdeen, y 8.gallinarum. En forma
similar el oligo 6 no hibridd con las anteriores mas S.worthington'y S.enteritidis. Estos oligos podrian
funcionar como sonda género especifica para la identificacién de Salmonella. Con el gene completo
se observaron polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccidn, Gnicamente con
S.arizonae, aunque con Haelll S.typhi presentd un patrén dnico.

Por otro lado, el DNA del fago recombinante que contiene ompC fue marcado
radioactivamente y se hibridé contra el DNA de las cepas de Salmonella antes mencionadas. Se
observé una banda Gnica para S.typhi de 3.3kb, la cual serd clonada, secuenciada y caracterizada.

También con el objeto de encontrar secuencias de DNA especificas para S.typhi, se utilizé
el método de cromatografia por hidroxiapatita. Se reasocié DNA radioactivo de S.typhi con DNA no
radioactivo de S.typhimunium y posteriormente se pasd por una columna con hidroxiapatita. La
fraccién en donde se encontraba el DNA de cadena sencilla se hibridé contra el DNA de diferentes
aislados de S.typhi, otras especies de Salmonella, y otras enterobacterias. No hubo especificidad
para S.typhi, ya que se observé heterogeneidad en las sefiales de hibridacion, inclusive entre DNA
de una cepa colocada en diferentes lugares de una misma membrana. Por lo tanto consideramos
que la cromatografia por hidroxiapatita no es un buen método para aislar secuencias especificas de

S.typhi. 3



l.- INTRODUCCION.

La investigacién en los paises en vias de desarrollo ha sido enfocada
al estudio de algunos problemas de salud. Por otro lado, los adelantos
tecnoldgicos en las tltimas décadas, han registrado un avance sin paralelo con
el apoyo de las metodologias de Biologia Molecular y DNA recombinante, lo
que ha permitido abordar, de forma precisa, el estudio de la patogénesis, el
diagndstico, la respuesta inmune y la vacunacion de algunas enfermedades
que son problemas de salud publica en estos palses.

En México, siguen siendo las enfermedades infecciosas uno de los
pricipales problemas de morbi-montalidad; por ello, hay una gran necesidad de
emplear estas nuevas metodologias que nos permitan entender dichas
patologfas, diagnosticartas mejor para iniciar tratamientos tempranos vy
utilizarlos en la comunidad con fines de salud publica y en la deteccién y el
control en la industria alimentaria.

En la actualidad, la identificacion de microorganismos es esencial en
diversos campos de las Ciencias Bioldgicas, incluyendo investigacion bésica
y aplicada en Biomedicina, en Microbiologia, en Ecologia y en Agricultura. En
Medicina se requiere de pruebas de laboratorio que sean rapidas y seguras
para el diagndstico, y desde el punto de vista epidemioldgico se requiere de
pruebas que puedan ser usadas con eficiencia en un gran nimero de muestras
clinicas y ambientales, que permitan identificar y clasificar los microorganismos
aislados en una epidemia.

Por otro lado, las metodologias utilizadas en la Microbiologia

convencional, no son rdpidas para dichos propdsitos, debido a que existen
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microorganismos que requieren de medios de cultivo especiales, de periodos
prolongados de incubacién para su aislamiento, asi como de procedimientos
laboriosos para su identificacion, sobre todo en los Hlamados exigentes; o bien,
que existen en las muestras clinicas en un numero muy pequefio y por lo cual
no pueden ser aislados rdpidamente. Ademads, el diagndstico temprano a través
de la identificacién del germen infeccioso es muy importante para que el clinico
pueda dar al paciente el tratamiento especifico, ésto ofrece varias ventajas: los
microorganismos no generan resistencia a antibidticos que no fueron
especificos; el paciente podria reintegrarse a sus actividades en un tiempo
relativamente corto; y ef costo seria menor, tanto para el paciente, como para
los hospitales.

Por las razones anteriores, es fundamental desarrollar una herramienta
de laboratorio con tecnologia moderna que pueda ayudar, en forma rapida y
precisa, a solucionar dichos problemas.

Recientemente se han desarrollado técnicas moleculares basadas en
hibridacién de digeridos de restriccion de DNA cromosomal utilizando como
sonda RNA ribosomal (Ribotyping) (Altwegg et al., 1989) y patrones
electroforéticos que han sido aplicados a investigacién de especies de
Salmonella (Reeves et al., 1989; Tompkins et al.,1986; Beltran et al., 1988;
Selander et al., 1990), Legionella (Edelstein et al., 1986; Selander et al., 1985;
Tomkins et al., 1987), Haemophilus influenzae (Campos et al., 1983; Stull et
al., 1988), Escherichia coli (Selander et al., 1986; Selander et al., 1987) y

‘especies de Campylobacter (Moureau et al., 1989; Romaniuk et al., 1987). Se
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han elaborado sondas de DNA para diversas bacterias como Legionelia,
Mycoplasma pneumoniae, y Mycobacterium, entre otras (Tenover, 1988).

Se han desarrollado dos sondas de DNA para identificar Salmonella: una
en la industria alimentaria (Fitts et al.,, 1983; Fitts et al., 1985) y la otra para
diagndstico clinico de fiebre tifoidea (FT) (Rubin et al., 1985) , aunque se han
utilizado con aislados y no directamente en las muestras clinicas (Rubin et al.,
1988).

Nuestro laboratorio ha tenido el interés de generar este tipo de
metodologias, para ayudar a resolver uno de los problemas importantes de
salud que prevalecen en este pais, la FT, que es una infeccion generalizada
producida por S.typhi.

Salmonella typhi es un bacilo gramnegativo, forma parte de la familia de
las enterobacterias, las cuales fermentan la glucosa, reducen los nitratos y
producen catalasa. Las caracteristicas fenotipicas que la diferencian dentro de
su género, son la produccion de acido sulfhidrico y la no utilizacién de citrato,
como Gnica fuente de carbono (Ewing, 1986). Pertenece al serotipo 9,12,d,Vi.
Esta clasificacién estd basada en la unidad repetitiva del antigeno somatico,
también conocido como antigeno O (9,12), el cual forma parte del
lipopolisacérido de la membrana externa; el antigeno flagelar H(d), y el
antigeno capsular (Vi) (Bergey, 1984).

Partiendo de la base de que en nuestro laboratorio se ha aislado y
caracterizado el gene ompC de S.typhi, en este trabajo hemos analizado su

variabilidad genética entre diferentes especies de Salmonella para determinar
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si éste gene pudiera tener utilidad diagndstica con algunas secuencias que
pudieran fungir como detectores especifices en la identificacién de S.typhi, v

proporcionar al clinico el diagndstico temprano de la FT.

1.- EPIDEMIOLOGIA

En 1986, se reportaron 12.5 millones de casos anuales de FT
(excluyendo China) en el mundo. Asimismo, se calculé una incidencia de 365
casos por cada 100 mil habitantes de la poblacion total, y hasta de 540 por
cada 100 mil habitantes de la poblacién de paises en vias de desarrollo (0.5%).
La tasa mundial de mortalidad es de alrededor de 1% (Edelman y Levine,
1986). En México, en 1991, se reportaron 14,963 casos de FT, siendo el grupo
mas afectado el comprendido entre los 15 y 44 afios de edad (Dir. Gral de

Epidemiologia, 1991).



2.- PATOGENIA Y CUADRO CLINICO

S.typhi es un patégeno intracelular facultativo, porque es capaz de
penetrar (invadiendo), sobrevivir, y multiplicarse dentro de diferentes tipos de
células eucariotas (Finfay et al., 1989).

Uno de los inconvenientes para el estudio de las infecciones por S.typhi
es la carencia de un modelo animal, ya que S.typhi es un patégeno especie-
especifico. EI modelo méds aceptado para el estudio de los mecanismos de
patogenia es el del ratén, hospedero natural de S.typhimurium. Esta bacteria
produce salmonelosis murina en ratén y nos da un modelo andlogo para el
estudio de la patogénensis de FT en el hombre.

El sitio de entrada de S.typhi a la barrera intestinal del hombre no se
conoce atin con certeza; sin embargo, los hallazgos en una biopsia de yeyuno,
en un paciente infectado revelaron inflamacion, sugiriendo la posibilidad de que
el yeyuno pudiera ser el sitio de penetracién en algunos pacientes ( Hook,
1990).

La dosis infectante ha sido estudiada en voluntarios sanos, siendo
aproximadamente de I0° -10° organismos (Hornick et al., 1970). Sin embargo,
el desarrollo de la enfermedad después de la ingestion de S.typhi esta
influenciada por la virulencia de los organismos, asl como por multiples
factores de resistencia del hospedero (Hook, 1990).

La infeccién por S.typhi es generalmente por via oral, mediante la

ingestion de agua o alimentos contaminados con heces de humano;



posteriormente, la bacteria pasa a través del estdmago, en donde la mayoria
de los bacilos son inactivados por la acidez gastrica. Las bacterias resistentes
a la inactivacion en esta barrera natural, invaden la mucosa del intestino
delgado, en donde son ingeridas por células epiteliales, hasta alcanzar la
lamina propia, donde se reproducen en el tejido linfoide de las placas de Peyer.
Las bacterias son fagocitadas por las células del sistema reticulo endotelial,
causando dafio citotoxico al epitelio, en donde se multiplican dentro de los
fagocitos mononucleares en el higado, bazo, nédulos linfaticos y médula ésea.
Los mecanismos por los cuales la bacteria lleva a cabo estos procesos
invasivos alin se desconocen. Algunos de los bacilos son transportados a la
vesicula biliar, en donde pueden eludir todos los mecanismos inmunes. La bilis
infectada produce una continua reinfeccion del intestino (Germanier, 1984;
Groisman et al.,, 1990). Durante el padecimiento, del 50 al 80% de los
enfermos excretan S.typhien las heces.

El tiempo de incubacion de la FT es de 10-14 dias. Durante ciertos
estados de la enfermedad, S.typhicircula en la sangre produciendo bacteremia,
de donde puede ser aislada con propésitos de diagndstico (Calva et al., 1988).

Se ha hipotetizado que la mayorfa de las manifestaciones clinicas son
causadas por metabolitos como el &cido araquidénico, radicales libres y otros
mediadores liberados de células mononucleares. Asimismo, se ha mencionado
también que la endotoxina contribuye a la patogénesis de la FT, por un
aumento en la respuesta local inflamatoria en los tejidos donde se multiplica

S.typhi, lo cual sugiere que la fiebre es el resultado del aumento en la sintesis
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y liberacién de pirégeno en lesiones inflamatorias locales (Hook, 1990).
Entre las manifestaciones ciinicas que se presentan durants la

enfermedad se encuentran: fiebre entre 39-40°C, cefalea, malestar general,

diarrea, ndusea, vémito, pérdida del apetito, dolor abdominal, escalosfrios, tos
y dolores musculares. Las complicaciones mds frecuentes son hemorragia

intestinal y cambios inflamatorios en el higado (Calva et al., 1988).

3.- DIAGNOSTICO CLINICO

En la actuaiidad, el diagnostico definitivo de la FT y de otras infecciones
por S.typhi se realiza mediante el aisiamiento del organismo de sangre u ctros
sitios normalmente estériles como médula ésea y biopsia de tejido. El
aislamiento del microorganismo en heces, en dreas endémicas, no establece
el diagndstico, pero da una evidencia presuntiva de que el paciente pudiera
tener FT, siempre y cuando éste curse con un cuadro clinico sugestivo y se
hace el diagndstico de estado de portador crénico asintomaético. El hemocultivo
tiene una sensibilidad del 80%, pero presenta el inconveniente de requerir un
periodo de incubacién minimo de 48 horas, el cual puede prolongarse hasta
siete dias o mds. Ademas, para aumentar la probabilidad de aislamiento de
S.typhi, es necesario tomar tres muestras de 10 ml de sangre, en intervalos de
media hora cada uno (Washington, 1986). Un método que mejora la
sensibilidad hasta 90% es el cultivo de médula ésea (Hoffman et al., 1984,

Edelman et al., 1988). El microorganismo puede aislarse de esta muestra atin
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cuando el paciente haya recibido tratamiento con cloranfenicol (Hoffman et al.,
1984), pero presenta varios inconvenientes: la toma de muestra es agresiva
para el paciente, debe ser tomada por un especialista, y el tiempo de
incubacién es también prolongado. Por otro lado, la terapia antimicrobiana,
iniciada antes de tomar la muestra para el cultivo, disminuye la posibilidad de
recuperar el microorganismo de cualquier muestra. Recientemente, se han
desarrollado métodos microbiolégicos para mejorar el aislamiento de bacterias,
pero es necesario esperar de 2 a 7 dias para la recuperacién del
microorganismo ( Kelly et al., 1983; Wilson , 1992).

Existen métodos serolégicos para el diagndstico de la FT, pero no son
tan especificos como el cultivo. Estos tienen muchas limitaciones y los
resultados deben interpretarse con precaucion. La prueba de Widal es la mas
usada, en donde se detectan anticuerpos contra los antigenos O y H de
S.typhi. En dreas endémicas, existe la posibilidad que no haya un aumento en
el titulo de aglutinacion durante el curso de la infeccién. Al mismo tiempo, otras
enfermedades, especialmente infecciones por otros bacilos gramnegativos,
pueden causar elevaciones no especificas de aglutininas por reaccién cruzada
de antigenos (Hook, 1990). Por otro lado, en dreas endémicas con la prueba
de Widal se pueden detectar titulos altos de anticuerpos (1:160) sin haber
infeccidn, y es sdlo sugestiva en individuos no vacunados de dreas no
endémicas y en nifios menores de 10 afios de areas endémicas, por lo que en
estos casos tampoco podria ser (til esta pruebal_ (Levine, et al., 1978) y, por lo

tanto la prueba de Widal presenta inconveniencias para el diagndstico de la FT.
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Se han realizado estudios serolégicos en paises endémicos sugiriendo que,
para considerar positiva la prueba de Widal, se necesitan titulos altos (1:160).
Otros estudios sugieren que la prueba de hemaglutinacién es comparable con
la prueba de Widal (Coovadia et al., 1986). Se pueden determinar también
anticuerpos contra el antigeno Vi por hemaglutinaciéon y por EIA, pero
solamente son de utilidad en la deteccién de portadores crénicos de S.tybhi
(Nolan et al., 1980).

En el First Asia-Pacific Symposium on Typhoid Fever (1991), se
describieron varios métodos serolégicos como ELISA, EIA, hemaglutinacion
pasiva, pruebas que emplean el uso de lipopolisacdrido purificado o extractos
de proteinas de membrana cruda de S.typhi, con anticuerpos policlonales o
monoclonales, todas ellas con mejores perspectivas, que la prueba de Widal.
Sin embargo, es necesario validar las metodologias para poder utilizarlas como
una herramienta de diagnéstico en el laboratorio clinico (Sedallah et al., 1990;
Pang et al., 1992).

En la etapa temprana de la FT el diagndstico diferencial es muy
importante, ya que hay una gran variedad de padecimientos infecciosos que
presentan sintomas y signos inespecificos que pueden confundirese con FT,
como son la brucelosis, mononucleosis, influenza, y otras ( Hook, 1990). Por
lo tanto, es necesario tener un método diagnéstico sensible, especifico y répido
que pueda diferenciar FT de otras infecciones; Verdugo et al., (1992), han
reportado un ELISA altamente especifico en la primera semana de la infeccion;

sin embargo, la utilizacién de sondas de DNA podria resolver este problema,

12



con una mayor sensibilidad y especificidad.

4.- MEMBRANA EXTERNA

Las bacterias gramnegativas tienen una cubienta celular que esta
compuesta de: una membrana interna o citoplasmica y una externa, las cuales
estdn separadas por una pared de peptidoglicano. La membrana interna se
compone de una bicapa fosfolipidica y de una variedad de polipéptidos. Sus
funciones son la generacidn de energia, el transporte activo, la biosinstesis y
excrecion de componentes tdéxicos del interior. La regidn que separa la
membrana interna de la externa se llama periplasma, el cual esta
probablemente localizado entre el ge! de peptidoglicano y la membrana. Esta
regién contiene proteinas y oligosacaridos aniénicos como el peptidoglicano y
la membrana citoplasmatica (Hancock , 1991; Nakae, 1986).

La membrana externa (ME) juega un papel muy importante en la
fisiologia de las bacterias gramnegativas, ya que es una bicapa totalmente
asimétrica compuesta de fosfolipidos y de lipopolisacdridos (LPS), estos
tltimos confieren a la ME sus propiedades de barrera fisica y funcional entre
la célula y el medio que la rodea. EI LPS es un componente caracterfstico de
la membrana externa. Es una molécula anfifilica, que contiene una regién
hidrofébica, determinada en gran parte por la fase lipidica del lado interno de

la membrana; ésto permite la entrada selectiva de moléculas hidrotébicas a la
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membrana citopldsmica, por lo que protege a las células de agentes nocivos,
como la accion detergente de sales biliares, y de la degradacién de snzimas
digestivas. El LPS tiene un papel relevante en la relacién huésped parésito, y
en la resistencia que poseen las bacterias gramnegativas a una serie de
antibidticos (Nikaido et al., 1991; Nikaido y Vaara, 1985) y en procesos de
resistencia a complemento, fagocitosis y otros fendmenos de respuesta

inmune (Nakae T., 1986)

5.- PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (PME)

La ME posee tres o cuatro proteinas principales, presentes en un alto
numero de copias (10° por célula), algunas de las cuales forman poros de
difusion pasiva (porinas), que permiten el paso a través de la membrana de
pequefias moléculas hidrofilicas (400-600 Da), y sirven como receptores de
fagos y colicinas. Las porinas tienen una composicién de aminodcidos y peso
molecular similar (35 - 45 kDa). Cruzan inmunoldgicamente y la unidad
funcional formadora de ios poros es un trimero (Mizuno et al, 1983). Se ha
observado, por estudios de microscopia electrénica, que presentan orificios
separados en la superficie externa, que forman un canal Unico cerca de la
mitad de la membrana y se unen al final del otro lado de la membrana como
un solo canal central (Engel A. et al,1985). Actualmente, existe un modelo en

el que se propone cémo cada mondmero se integra en la ME, de tal forma que
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cruza varias veces. Se sabe que las PME tienen regiones hidrofébicas conas,
que son las partes fundamentales para que la proteina pueda atravesar la
membrana. La estructura secundaria de las porinas es predominantemente de
hojas beta, y conforman dos terceras partes del esqueleto de la proteina. Las
hojas beta corren en sentido antiparalelo en el eje transversal al plano de la
membrana. Este modelo se ha apoyado en estructuras inferidas por
microscopia electrénica y por cristalografia de rayos X (Nikaido y Vaara, 1985)
(Fig.1).

La porinas mds estudiadas son los productos de los genes ompC, ompF
y phoE de E.coli K-12. Las proteinas OmpC y OmpF, estan reguladas por la
osmolaridad y la temperatura del medio, y PhoE se expresa en condiciones de
limitacién de fosfatos (Nikaido and Vaara,1985). La proteina estructural OmpA
es un mondémero de peso molecular semejante al de las otras porinas, y se ha
visto que es receptora de algunos fagos y también incrementa la eficiencia en
la conjugacion (Nikaido y Vaara, 1985).

En los Gltimos anos, se ha dado mucha importancia a las PME de las
bacterias, no sélo por sus posibles implicaciones en la patogenia, sino como
antfgenos de superficie, al observarse la presencia de anticuerpos especificos
en el suero de enfermos, tanto en fase aguda como en fase convalesciente
(Calderon et al, 1986; Verdugo et al., 1992).

Se ha comprobado que las PME inducen inmunidad protectora en
ratones, contra S.typhimurium y S.typhi, (Isibasi et al., 1988). Ademads de ser

inmunogénicas, las porinas, son capaces de conferir protecccién duradera y de
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inducir el desarrollo de hipersensibilidad retardada, considerada una
manifestacion de la inmunidad celular (Udhayakumar and Muthukkaruppan,
1987 a,b; Matsui y Arai, 1991), también se ha demostrado que las porinas
pueden inducir inflamacién durante la infeccidn y que probablemente paricipen
en la activacion del complemento durante dicho fendmeno (Galdiero et al.,
1990). En el caso de las porinas de S.typhi se les ha atribuido un efecto

hemolitico en eritrocitos de humano (Calderdn et al, 1984).

6.-LA PROTEINA DE MEMBRANA EXTERNA OmpC DE

S.typhi.

En nuestro laboratorio se ha aislado y secuenciado el gene ompC de
S.typhi que codifica para la proteina de membrana externa OmpC. Se ha
observado que esta proteina se expresa independientemente de la
osmolaridad del medio (Puente et al., 1987), mientras que la OmpC de E.coli
se expresa preferencialmente en un medio de alta osmolaridad. Sin embargo,
se ha demostrado que la expresién de OmpC de S.typhi es dependiente del
activador transcripcional OmpR de E.coli, lo cual demuestra que existen
diferencias entre los mecanismos de osmoregulacion de ambas bacterias,
aunque comparten efectores comunes ( Puente et al., 1991). Debido a que
OmpC de S.typhise expresa independientemente de la osmolaridad del medio,

pensamos que OmpC pudiera estar presente en la membrana externa no
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solamente en condiciones de vida libre, sino también durante la infeccion,
debido a que ia osmolaridad del suero humano (0.9% de NaCl) es equivalente
a la alta osmolaridad utilizada en el laboratorio (10% de sacarosa) (Nikaido y
Vaara 1985). Ademds, se ha demostrado la presencia de anticuerpos
especificos en sueros de pacientes (Verdugo, et al., 1992), lo cual sugiere que
esta proteina es un buen antigeno candidato para ser evaluado en diagndstico
y vacunacion.

Recientemente, se ha propuesto un modelo comtn de [a estructura de
las porinas, incluyendo a OmpC de S.typhi (Nikaido, 1991). Dicho modelo se
basa en la estructura tridimensionat de una PME de Rodhobacter capsulatum,
obtenida a baja resolucion por rayos X, en donde cada poro del mondmero
consiste de un barril de 16 hojas beta (Weiss et al, 1990). Asimismo, se basa
en la secuencia de aminoacidos de OmpC (Puente et al, 1989) y del
alineamiento de las secuencias de aminodcidos de porinas, tanto de
enterobacterias como de otras bacterias filogenéticamente muy distantes
(Jeanteur et al.,, 1991). Con todos estos elementos elaboramos un esquema
de la proteina OmpC de S.typhi (Fig.2), postulando las regiones que pudieran
estar expuestas al exterior de la célula, y las regiones que se encuentran en
la membrana interna. En el esquema se sefalan también las regiones en
donde hay diferencias con su contraparte en E.coli (denominadas

a,b,c,d,e,f,g,), ademads de los aminodcidos conservados entre ambas proteinas.
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Il.- ANTECEDENTES

Nuestro grupo ha realizado investigacién en el area de las infecciones
producidas por S.typhiy Campylobacter spp., con el fin de saber mas acerca
de la biologia molecular de estas bacterias y generar conocimiento bésico, en
regulacién genética, en la relacidén huésped -pardsito, en la definicion de
inmunogenos referentes para marcar la pauta en el desarrollo de medidas mds
eficientes para diagndstico, control y prevencion de las enfermedades que
producen.

Los trabajos previos utilizades como cimiento para la realizacion de esta
tesis fueron :

a) La construccion de un banco de genes de S.typhi en el vector lambda

1059 (Puente et al., 1987).

b) Se clond y caracterizé el gene para la protefna de membrana externa
OmpC (Puente et al., 1987; Puente et al., 1989); asf mismo, se
estudiaron aspectos de la regulacion del gene (Puente et al., 1991).

¢) Se ha demostrado, por experimentos de ELISA, que pacientes con
FT generan anticuerpos especificos en contra de preparaciones de

membrana externa (Verdugo et al., 1992).
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ill.- OBJETIVO GENERAL

Analizar la variabilidad del gene ompC de S.typhi como candidato para

el desarrollo de una sonda especifica que sea util con fines diagndsticos.

IV.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Analizar si existe polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (PLRF) de diferentes aislados clinicos de S.typhiy de otras
especies de Salmonella spp., generados por el gene ompC.

2.-Comprobar si existe PLFR, utilizando oligonucledtidos disefiados a
partir de las diferencias nucleotidicas en los genes ompC de S.typhi
y E.coli, en aislados clinicos de S.typhi y en otras especies de

Salmonella spp.

3.-Determinar la especificidad de los oligonucleétidos probados para

S.typhi

4.-Comprobar si existe polimorfismo en el DNA de las dreas aledaiias

al gene ompC en el fago recombinante lambda VFC1.
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V.-MATERIALES Y METODOS

1.- CEPAS BACTERIANAS:

1.- Salmonella typhi Ty-403 j-z66, de Indonesia (3483/82 Le Minor).

2.- Salmonella typhi Ty-404 d-z66, de Indonesia (3083/80 Le Minor).

Las cepas de Indonesia tienen el antigeno H llamado z66 por Le Minor, que
las hace tener movilidad diferente a la de S.typhicon antigeno H conocido
(d)(LeMinor et al, 1981).

3.- Salmonella arizonae, aislada de liquido articular de una paciente con artritis
séptica (laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de la
Nutricion Salvador Zubiran INNSZ). Seroidgicamente solo aglutind con el
antisuero polivalente de Sa/monella spp., de los grupos A hasta el | mds Vi
(serobac antisuero S-1, Bigaux Diagndstica México,D.F.).

4.- Salmonella worthington serotipo G2 (1,13,23, z), aislado clinico de un brote
de gastroenteritis en Mérida, Yuc.

5.- Salmonella enteritidis serotipo D1 (1,9,12), aislada de un paciente con
gastroenteritis, en el laboratorio de Microbiologia Clinica del INNSZ.

6.- Salmonella aberdeen serotipo F (11, i, 1,2), cepa de referencia (Bigaux
Diagndstica).

7.- Salmonella anatum serotipo E1 (3,10 e,h 1,6), cepa de referencia (Bigaux
Diagnéstica).

8.- Salmoneila typhi Ty2 D 9,12 d,Vi, ATCC 19430.
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9.- Salmonella gallinarum serotipo 9,12, cepa de referencia de la Facultad de
Veterinaria, UNAM.

10.-Salmoneila typhi IMSS-1, serotipo 9,12,d Vi. Cepa de referencia mexicana,
aislada de un paciente con FT en el Instituto Mexicano del Seguro Social.

11.-Escherichia coli Q359 (hsdR-, hsdM-, supE, 080, P2), derivada de K-12,
descrita por Karn et al., 1980.

12.-Salmonella paratyphi serotipo A (1,2,12) cepa de referencia (Bigaux
Diagnéstica).

13.-Salmonella paratyphi serotipo B (1,4,[5),12) cepa de referencia (Bigaux
Diagnéstica).

14.-Salmonella spp. aislado clinico serogrupo B de un paciente con
gastroenteritis (Laboratorio de Microbiologia Clinica del INNSZ) (serobac
antisuero S-4, Bigaux Diagndstica).

15.-Salmonella manhattan serotipo C2 ( 6,8 d 1,5), cepa de referencia (Bigaux
Diagnéstica).

16.-Salmonella typhimurium LT2, cepa de referencia SL937; cepa silvestre de
Herzberg.

18.-Salmonella typhi "JM", Salmonella typhi "La Raza", Salmonella typhi "H-
185", serotipo D (8,12,d Vi), son aislados clinicos de pacientes del brote de
FT en México en 1972, donadas por el Dr. Jorge Olarte.

19.-Salmonella typhi serotipo D (9,12, d Vi),"NVS-1" aislado clinico de un

paciente con FT en una comunidad de Chiapas.
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20.-Salmonella typhi MK04, MK12, MK13, MK15, MK20, MK24, MK27, MK28,
MK29, MK30, MK31, MK33, aislados de pacientes con diferentes cuadros
clinicos de FT, incluyendo: cuadro clinico cldsico con fiebre, hepatitis,
diarrea, y portador asintomadtico. El aislamiento y la identificacién de la
especie fue hecha en el Departamento de Infectologia del INNSZ.

21.-Otros bacilos gramnegativos: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Shigella boydii, Yersinia spp., Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter
freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Kluyvera
spp., Pseudomonas aeruginosa, estas cepas fueron aisladas e identificadas

en el laboratorio de Microbiologia Ciinica del INNSZ.

2.- EXTRACCION DE DNA

Las cepas se crecieron inicialmente en placas de agar Mac Conkey, se
tomd una colonia y se inoculé en un matraz con 50 ml de caldo soya

tripticaseina. Las cepas se incubaron en agitacién a 37°C toda la noche. La

extraccion de DNA cromosémico se realizé de acuerdo con el procedimiento

reportado por Betlach y col.(1976).
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3.- ANALISIS DE POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE
FRAGMENTOS DE RESTRICCION

Se digirieron 5 ng de DNA de las cepas de Salmonella spp. con las
siguientes enzimas de restriccion : Bgll, EcoRl, EcoRV, Haellla, Hhal, Hinf,
Mspl, Rsal, SauBA y Tagl. Los fragmentos generados por las tres primeras
enzimas fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%,
con amortiguador tris-acetatos al 1X. Los fragmentos obtenidos con las
enzimas restantes fueron separados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6%, con amortiguador tris-boratos al 1X. La electroforesis se
hizo a 100 volts durante aproximadamente tres horas. Posteriormente, los
fragmentos de DNA fueron transferidos y fijados a filtros de nitrocelulosa. La
fijacion del DNA se llevo a cabo mediante el secado del filtro en un horno a

vacfo a 80°C, durante dos horas (Maniatis et al., 1989).

Se marcaron 200ng de DNA del gene estructural ompC por el método de
transtado de corte ("Nick translation"). El intervalo de actividad especifica fue
entre 10° - 10° cpm/ug . El filtro fue prehibridado con una solucién de.
Denhardt 10X (0.2% de fticoll, 0.2% de polivinilpirrolidona y 0.2% de albimina
bovina), buffer de fosfatos 0.1M, SSC 5X (citrato de sodio 0.075M, cloruro de
sodio 0.75M) y de DNA de timo de ternera 0.1mg/mi, durante tres horas. La
solucién de hibridacién fue la misma que la de prehibridacién. La hibridacion
se llevo a cabo con 10° cpm/carril a 65°C, durante 12 a 16 horas , después de

este tiempo los filtros fueron lavados con una solucién de SSC 1X, SDS 0.01%,
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a 65°C; durante 30 minutos y, posteriormente, los filtros se expusieron en una

pelicula de rayos X (Maniatis et al., 1989).

Se digirieron 5ug de DNA de las enterobacterias con EcoRV y los
fragmentos se separaron por electroforesis en gel y se transfirieron a un filtro
como se describié en el parrafo antarior.

Los filtros se prehibridaron con una solucién de SSC 5X, formamida
30%, Denhardt 10X, Tris-HC! pH 7.5 50 mM y DNA de timo de ternera 0.1
mg/ml por tres horas. La hibridacién se hizo con la misma solucién, con 10°

cpm/ carril de sonda radioactiva, a 42°C, durante 12-16 horas. Los filtros se
lavaron en condicionas estriclas (SSC 1X, SDS 0.1%, 65°C, 60 min) y se

expusieron en un cassette con una pelicula de rayos X.

4.- DISENO E HIBRIDACION TIPO "SOUTHERN BLOT" CON

OLIGODEOXIRRIBONUCLEOTIDOS
Se disefiaron nueve oligodeoxirribonucledtidos (oligos C1-C9),
complementarios a la secuencia nucleotidica de siete regiones variables entre
los genes ompC de S.typhiy de E.coli. Todos ellos estan en direccidn 5'— 3'
y son 100% homdlogos a la secuencia de S.typhi (Puente et al., 1989) (Fig.3,

Tabla I). Se marcaron 10 pmoles de cada uno de los oligos, con 70uCi de

gamma-ATP-**P y 10 unidades de polinucledtido cinasa. La marca no

incorporada se separé en una columna de 800 ul de Biogel P-30 contenida en
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un tubo Eppendorf utilizando una centrifuga clinica (Maniatis et al., 1989). Se
cuantificé la radioactividad en un contador de centelleo. La actividad especifica
estuvo en intervalos ds 10° - 10° cpm/ug de oligo. El filtro de nitrocelulosa fue
prehibridado en una solucién de SSC 6X, Denhardt 5X, pirofosfato de sodio
0.05%, DNA ds timo de ternera 0.01 mg/ml y SDS 0.05%. La solucién de
hibridacion fue: SSC 6X, Denhardt 1X, RNA 100ug/ml, pirofosfato de sodio
0.05%, SDS 0.1%. La hibridacién se llevé a cabo con 10° cpm, del oligo

marcado, por carril, a 37°C, durante 16-18 horas. El lavado se hizo desde

condiciones relajadas (SSC 2X, SDS 0.1%) hasta condiciones muy estrictas
(8SC 0.1X, SDS 0.1%). La temperatura de lavado se hizo en base a la Tm de
cada uno de los oligos. Posteriormente, los filtros se expusieron en un cassette

con una pelicula sensible a Rayos X (Maniatis et al., 1989).
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TABLA I.- CARACTERISTICAS DE LOS OLIGOS UTILIZADOS

SECUENCIA (5'—3) L %G+C  Tm
C1 GACGACARAGECAGCGAC 18 61 58
C2 CAGACTGAAGGCAGCAACGAC 21 87 66
C3 GCGTGAGCGGTGAAAACACC 20 60 64
C4 CAATCGGCGAAGGCTTCTCTG 21 57 66
C5 AGACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 23 56 82
C6 GGTGGACGGGTTGCTGCCGTTAGAGGT 27 62 87
€7 GCCGTTGCTGATGTCCTT 18 55 56
C8 CTGGTCGCCATAGCTGGCGC 20 70 68
C9 CGCATCGCGGGTAAAGTCGTTTTTA 25 48 89

L= longitud {(nucledtidos)
GC: % guanina + citosina
Tm: temperatura de disociacion (50%)

El punto arriba de cada nuctedtido indica homologfa con el gene de E.coli.
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5.- HIBRIDACION TIPO "SOUTHERN BLOT" CON FAGO VFC1

En nuestro laboratorio, se construyé un banco de genes de S.typhi en
el vector fago lambda 1058, del que se aislé un fago recombinante llamado
VFC1, en éste se tiene clonado un fragmento de aproximadamente 15kb, el
cual porta el gene ompC de S.typhi (Puente et al., 1987).

Se marcaron 200ng de DNA de fago VFC1 por el método de "Nick
Translation” (Maniatis et al., 1989} y se hizo hibridacion tipo "Southern blot"
contra DNA de las cepas de Salmonella spp. digeridas con EcoRV 'y Bghl . Las

condiciones de hibridacién fueron: 40% de formamida , 42°C, 12-16 horas. Les
fitros se lavaron en condiciones estrictas (SSC 0.1X, SDS 0.1%, 65°C, 30 min)

y se expusieron en un cassette con una pelicula sensible a rayos X.
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Vi.- RESULTADOS

1.- ANALISIS DE POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS
FRAGMENTOS DE RESTRICCION (PLFR).

Con el fin de saber si en diferentes especies de Salmonella el gene
ompC se ecuentra conservado dentro del género Salmonella spp., se hizo
analisis de PLFR en DNA de quince cepas de Sal/monella spp., con diez
diferentes enzimas de restriccién.

Los hallazgos fueron:

a) No se observé PLFR ya que todas las cepas mostraron un patrén (nico para
cada una de las enzimas probadas (Fig.4A), con excepcién de Haelll con la
cual S.typhi presenté un patrén tnico diferente a todas las demés especies
(Fig.4B).

b) S.arizonae fue la Unica que presentd polimorfismo con todas las enzimas
probadas (datos no mostrados); mas aln, cuando el lavado fue en condiciones
estrictas la sefial desaparecié (Fig.4A y 4B).

En la figura 5 se muestra la hibridacion tipo Southern del gene ompC de
S.typhi contra el DNA de diferentes especies de Salmonella cortado con
EcoRV. Se observa que el gene hibrida con todas las cepas de Salmonella
spp. probadas en una banda de 2.3kb como se habia demostrado
anteriormente en S.typhi (Puente et al., 1987).

Posteriormente, con el fin de determinar si el gene ompC, o secuencias

homologas a ompC estdn contenidas en un fragmento del mismo o de otro
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tamano, en otras enterobacterias, se hizo un experimento control en el que se
hibridé el DNA de 13 enterobacterias, digeridos con EcoRV, contia el gene
ompC. En la Figura 6 se muestra el resultado, en ella se observa que hubo
senal de hibridacion con bandas de diferente tamarfio para cada una de las
cepas probadas; nétese que solamente S.typhi hibridé con una banda de 2.3

kb.

2.- HIBRIDACION CON OLIGOS

En los resultados obtenidos en el andlisis de PLFR, pudimos observar
que el gene ompC esta conservado en las diferentes especies de Salmonella
probadas. Sin embargo, para hacer un estudio més fino de la variabilidad del
gene y comprobar si podrian generarse patrones de hibridacion heterogénea
entre diferentes especies de Salmonella, asi como entre diferentes aislados de
S.typhi, se probaron nueve oligos !lamados C1-C9. Estos fueron disefiados a
partir de las regiones variables entre los genes ompC de E.coliy S.typhi (Fig.3)
(Puente et al., 1989).

Los hallazgos de la hibridacion tipo "Southern blot," del DNA de
diferentes salmonelas contra los oligos fueron :C1, C2, C3, C4, C7,C8 y C9
hibridaron con todas las salmonelas en una banda de 2.3kb, con excepcién de
S.arizonae, que no hibridd con ninguno de los nueve oligos probados; ni con
E.coli, que fue la cepa utilizada como control negativo (Fig. 7A,B; Tabla li). El

oligo C5, no hibridé con, S.arizonae, S.aberdeen nicon S.gallinarum (Tabla II);
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el oligo C6 no hibridd con las tres anteriores ni con S.worthington, S.enteritidis,

(Fig. 7B, Tabla II).

3.- HIBRIDACION TIPO "SOUTHERN BLOT" CON EL FAGO VFC1

Los resultados obtenidos al hacer el anélisis de la variabilidad del gene
ompC, mediante el uso de PLFR y con la hibridacién de oligonucledtidos cuyas
secuencias se encuentran contenidas en dicho gene, nos mostraron que se
encuentra conservado en el género Salmonella.

En vista de ésto, se decidio comprobar si habia variabilidad en el DNA
de dreas aledarfias al gene o si dichas dreas estarfan también conservadas.
Para ello se marcé radioactivamente el fago lambda VFC1 y se hizo hibridd
contra el DNA de quince aislados de Salmonella cortados con EcoRV y con
Bghl, se encntré una banda de hibridacion Gnica en un fragmento de 3.3kb con
EcoRV para S.typhi (Fig.8). Con Bgfl se encontré también una banda tnica
para S.typhide 1.7kb (Fig.9). Posteriormente, se digirio el DNA del fago VFC1
con EcoRV y con Bghl. Con EcoRV aparecieron varias bandas de
aproximadamente 3 a 3.5kb, lo cual no nos pude ayudar a distinguir la banda
que buscdbamos.

En la digestion con Bgh, encontramos bandas separadas, una de
aproximadamente 3kb y otra de aproximadamente 1.7kb. Estos resultados nos
sugerian que probablemente una de estas bandas o las dos pudieran hibridar
s6lo con S.typhi.

Por lo tanto, el siguiente paso fué digerir el DNA del fago VFC1 con
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Bghl. Se cortaron cada una de las bandas obtenidas de un gel preparativo
(19.8 Kb, 3kb, 1.7kb), se purificaron se marcaron radioactivamente y se
hibridaron contra el DNA de salmonelas cortado con EcoRV y se encontrd que:
con la banda de 3kb, no se presentd polimorfismo (Fig. 10); con la banda de
1.7 kb se presenté polimorfismo para la mayoria de las salmonelas (Fig.11);
con la banda de 19.8kb del fago, como sonda, aparecié nuevamente una

banda unica para S.typhi de 3.3kb (Fig.12).
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Fig. 1.- Modelo esquemdtico de la membrana externa de E.coliy S.typhimurium.
Esquema donde se muestran las porinas (trimeros de proteina) de la membrana
exerna, se observan los orificios separados que forman un canal Unico y se

unen al final del otro lado de la membrana como un solo canal central.
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Fig.2.- Estructura de la protelna OmpC de S.typh.
Esquema hipotético en donde se muestran las regiones que se postulan estdn expuestas. Las secuencias
encerradas en un cuadro, son las siete regiones variables entre S.lyphi'y E.coli (a-g). Los amino4cidos (aa)
representados con letra hueca son los aa diferentes entre ambas bacterias; los aa en letra negra son los aa iguales
en ambas. Los aa encerrados en un circulo son aa altamente conservados entre las dos secuencias, y participan
en la formacién de poro.
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Fig.3.- Secuencia de aminoécidos del gene ompC de S.typhi.
Abajo de la secuencia de aminodcidos del gene ompC de S.typhi, se encuentran
los aminodcidos que difieren con su contraparte en E.coli. Las secuencias de
aminodcidos encerradas en los cuadros corresponden a las regiones del gene
para las cuales se sintetizaron los oligonucledtidos utilizados en los experimentos

de hibridacién (C1-C9). Todos estén en direccion 5'-»3' y son 100% homdlogos
a la secuencia de S.typhi.
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TABLA II.- OLIGOS UTILIZADOS Y RESULTADOS DE LA HIBRIDACION.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

C1l GACGACAANGGCAGCGAC 18 61 58 + + x o+ + + + 4+ =+ - + + + + + +

C2 CAGACTGAAGGCAGCAACGAC 21 57 66 + 4+ = 4 4+ + + + + - + + + + + +

C3 GCGTGAGCGGTGAAAACALCC 2 60 64+ o+ - o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + + + + + +

C4 CAATCGGCGAAGGCTTCTCTG Z1 57 66 + + - &+ o+ o+ o+ 4 - - + + + + - -
. €5 ACACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 23 56 82 + 4+ = & & + = + = - + + + + + +

Ch GGTGGACGGGTTIGCTGCCGTTAGAGGT 27 62 87T + + - - = 4+ - + - + + + + + +

C'7 GCCGTTGCTGATGTCCTT 18 85 56 + + - 4+ o+ + + + o+ - + + + - + +

CH CTGGTCGCCATAGCTGGCGC 20 70 68 o+ o+ - = 4+ 4+ o+ o+ o+ - + + + + + +

C9 CGCATCGCGGGTAAAGTCGTTTTTA 25 43 89 + + - + 4+ 4+ + + + - + + + + + +

L= Longitud (nucleéticos) GC:% guanina + citocina; Tm = temperatura de disociacidn (50%).

1.~ S.typhi Ty403 5.~ S.enteritidis 9.- S.gallinarum 13.- S.paratyphiB

2.- S.typhi Ty404 6.- S.anatum 10.- E.coil 14.- SalmonellagrupoB

.- S.ar:izonae 7.~ S.abherdeen 11.- S.typhl IMSS-1 15.- S.manhattan

4.- S.worthington 8.~ S.typhi 'Ty2 12.- C.paratyphih 16.- S.typhimuriumSL937
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Fig.4.- Hibridacién del gene ompC de S.typhi, contra DNA de salmonelas.
Autorradiograma de la hibridacién tipo Southern del gene radioactivo ompC de S.typhi contra DNA de
salmonelas cortado con Asal (A) 6 Haelll (B):1.-S.typhi Ty403 2.-S.typhi Ty404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington
5.-S.enteritidis 6.-S.antum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhi Ty2 9.-S.gallinarum 10.-E.coli 11.-S.typhi IMSS-1
12.-S.paratyphiA 13.-S.paratyphi B 14.-S.manhattan 15.-S.typhimurium SL937.
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Fig.5.- Hibridacién del gene ompC de S.typhi contra DNA salmonelas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacién tipo Southern con DNA de 1.-S.typhi Ty403 2.-S.typhi Ty404 3.-S.arizonae
4.- S.worthington 5.- S.enteritidis 6.- S.antum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhi Ty2 9.-S.gallinarum 10.-E.coli 11.-S.typhi
IMSS-1 12.-S.paratyphi A 13.-S.paratyphi B 14.-S.manhattan 15.- S.typhimurium SL937.
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Fig.6.- Hibridacién del gene ompC de S.typhi, contra DNA de diferentes enterobacterias, cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacion tipo Southern con DNA de : 1.-E.cloacae 2.-E.aerogenes 3.-S.marcescens

4.-P.mirabilis 5.-P.vulgaris 6.-K.oxytoca 7.-K.pneumoniae 8.-Kluyvera sp. 9.-S.typhi 10.-E.coli 11.-E.coli
12.-Sh.fexnerii 13.-C.freundi.
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Fig.7.- Hibridacion de oligos contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacion tipo Southern del oligo C1(A) 6 C6(B) contra DNA de saimonelas: 1.-S.typhi Ty403
2.-S.typhi Ty404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington 5.-S.enleritidis 6.-S.antum 7.-5.aberdeen 8.-S.typhi Ty2

9.-S.gallinarum 10.-E.coli11.-S.typhilMSS-1 12.-S.paralyphiA 13.-S.paratyphiB 14.-S.manhattan 15.-S.typhimurium
SL937.
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Fig.8.- Hibridacion del DNA del fago lambda VFC1 contra DNA de salmonellas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacion tipo Southern del DNA del fago lambda VFC1 con DNA de salmonelas:
1.-S.worthington 2.-S.enleritidis 3.-S.anatum 4.-S.aberdeen 5.-S.typhi Ty2 6.-S.gallinarum 7.-S.typhi IMSS-1
8.-S.paratyphi A 9.-S.paratyphi B 10.-Salmonella grupo B 11.-S.manhattan 12.-S.typhimurium.
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Fig.9.- Hibridacion del DNA del fago lambda VFC1 contra DNA de salmonellas cortado con 8gili.
Autorradiograma de la hibridacién tipo Southern del DNA del fago tambda VFC1 con DNA de salmonelas:
1.-S.paratyphi A 2.-tago lambda Hind Il 3.-S.typhi IMSS-1 4.-E.coli 5.-S.gallinarum 6.-S.typhi Ty2 7.-S.aberdeen
8.-S.anatum 9.- S.enleritidis 10.-S.worthington 11.-S.arizonae 12.- S.typhi Ty404 13.-S.typhi ~ Ty403.
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Fig.10.- Hibridacién del fragmento de Bgill contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacion tipo Southern del fragmento de 3kb obtenido de la digestidn del fago lambda
VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.-S.typhi Ty403 2.-S.typhi Ty404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington 5.- S .enteritidis
6.-S.anatum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhi Ty2 9.-S.gallinarum 10.-E.coli 11.-S.typhi IMSS-1 12.-S.paratyphi A
13.-S.paratyphi B 14.-Salmonella grupo B 15.-S.manhaltan 16.-S.typhimurium SL937.
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Fig.11.- Hibridacién del fragmento de Bgiil contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacién tipo Southern del fragmento de 1.7kb obtenido de la digestion del DNA del fago
lambda VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.- Marcador lambda cortado con Hindlll 2.-S.typhi Ty403 3.-S.typhi
Ty404 4.-S.arizonae 5.-S.worthington 6.-S.enteritidis 7.-S.anatum 8.-S.aberdeen 9.-S.typhi Ty2 10.-S.gallinarum
11.-E.coli 12.-S.typhi IMSS-1 13.-S.paralyphi A 14.-S.paratyphi B 15.-Salmonella grupo B 16.-S.manhattan

17.-S.typhimurium SL837.
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Fig.12.- Hibridacién del fragmento de Bglll contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV.
Autorradiograma de la hibridacidn tipo Southern del fragmento de 19.8kb obtenido de la digestién del DNA del fago
lambda VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.-S.typhi Ty403 2.-S.typhi Ty404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington
5.-S.enleritidis 6.-S.anatum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhi Ty2 9.-S.gallinarum 10.-E.coli 11.-S.typhi IMSS-1
12.-S.paratyphi A 13.-S.paratyphi B 14.-Salmonella grupo B 15.-S.manhattan 16.-S.typhimurium SL937.



DISCUSION

1.~ ANALISIS DE POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS
FRAGMENTOS DE RESTRICCION.

Se ha propuesto que algunos de los genes aislados de S.typhi puedan
ser utlizados como sondas en el estudio de genética molecular de poblaciones,
mediante el uso de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccién. Esto probablemente nos podria permitir clasificar a las diferentes
cepas de acuerdo a su origen geogréfico, o bien, a los sintomas clinicos que
inducen (Calva et al,1988).

El objetivo principal de este trabajo fué estudiar secuencias especificas
de S.typhi, que nos permitieran obtener conocimientos basicos acerca de la
estructura de esta bacteria y determinar la posibilidad de su aplicacién como
una sonda diagndstica. Para ello, se utilizé el gene ompC de S.typhi como
sonda para definir la variabilidad genética de diferentes especies de Salmonella
mediante el uso de PLFR con diez enzimas elegidas de tal manera que
cortaran el DNA gendmico con una frecuencia promedio de 256 pb. Por los
resultados obtenidos, pudimos constatar que dicho gene se encuentra
conservado ya que no se observd PLRF con ninguna de las salmonelas
probadas, con excepcion de S.arizonae (datos no mostrados). Por ello, este
gene, podria ser utilizado como un marcador genético en la identificacién del

género Salmonella.
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Observamos que utilizando la enzima Haelll se obtiene un patrén unico
para S.typhi (Fig.4B), éslo nos proporciona un marcador adicional para
diferenciar o corroborar los aislados clinicos de S.typhi, en un brote epidémico,
digiriendo el DNA de las cepas que se quieren identificar con Haelll y utilizar
como sonda el gene ompC de S.typhi.

Es imponante sefalar que S.arizonae no hibridé contra el gene ompC
de S.typhi, lo que la hace diferente de todas las cepas probadas del género
Salmonella. Ewing (1963) clasificé por pruebas bioquimicas a Salmonella y
Arizonae como dos géneros distintos, y propuso el nombre Arizona hinshawi.
Después Crosa et al. (1973) demostraron, por estudios de reasociacién de
genoma a genoma, una similitud del 70-80% entre los genomas de
S.typhimurium 'y S.arizonae. Posteriormente también con estudios de
reasociacion parecidos a los de Crosa (1973), se demostrd similitud entre el
65-74% (Le minor et al., 1982).

Por estos mismos estudios se sabe también que S.arizonae presenta
una gran diversidad antigénica. Se ha visto también que el cuadro clinico
producido por S.arizonae es siempre una infeccién de tipo localizada, como
resultado de la diseminacion del microorganismo de sangre o de médula dsea.
En el hombre, el 30% de los cultivos positivos para S.arizonae, han sido de
sangre o de infecciones localizadas (Guckian et al., 1967). Cazali (1989),
realizd un estudio retrospectivo de seis afos en donde se encontraron diez
casos de infeccién por S.arizonae. La infeccion currié predominantemente en

pacientes inmunocomprometidos. El cuadro clinico fue bacteremia primaria
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seguida de artritis séptica, en articulaciones previamente afectadas y de
colecistitis con bacteremia secundaria.

Edwards y cols. (1959) sugieren que la alta incidencia de cultivos de
S.arizonae obtenido de sangre y de infecciones localizadas comparadas con
Salmonella puede ser atribuida a: 10.- S.arizonae puede ser més invasiva que
Salmonella en el hombre y 20.- S.arizonae no se puede detectar en heces
debido a que posee beta galactosidasa, con la posibilidad de fermentar la
lactosa y confundirse con las bacterias fermentadoras que no son identificadas
habitualmente.

Se han hecho diversos estudios con pruebas bioquimicas y de
diversidad antigénica y se ha mostrado que todas las salmonelas presentan
diversidad en ambas (Edwards y Ewing, 1986), por otro lado se sabe que hay
diferencias en cuanto a la adaptacién del hospedero. Sin embargo, cuando
nosotros probamos aislados de diversos grupos antigénicos y diferentes
especies por pruebas bioquimicas, encontramos que todas hibridan con el
gene ompC de S.typhi. Asi mismo, en un estudio (Galan et al., 1991) de la
distribucion de los genes inv A, B, Cy D de S.typhimurium entre 91 aislados
clinicos de diferentes serotipos de Salmonella, se mostré que todas, con
excepcién de S.arizonae, fueron capaces de penetrar en células Henle-407,
més aun cuando se hizo hibridacidn tipo "Southern blot" de los 91 aislados,
utilizando como sonda los genes inv A, B, C se mostrd que éstos se
encuentran conservados en el género Salmonella, en tanto que S.arizonae

presentd un patrén de hibridacién significativamente diferente, sugiriendo con
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ésto que el operon inv A B C no es funcional en esta bacteria y por lo tanto su
comportamiento no es como el de las demds salmonelas, cuando se probd
como sonda el gene /inv D, éste se encuentra también conservado en el género
Salmonella, con excepcion nuevamente de S.arizonae con el cual no hibridé.

Los resultados que obtuvimos y los datos de Galan (1991) nos apoyan
para sugerir que S.arizonae filogenéticamente no debe incluirse en el género
Salmonella como se ha postulado por estudios de reasociaccion elaborados
por Crosa (1973).

Sin embargo, es necesario profundizar este estudio, ya que en este
trabajo solo se probé un aislado de S.arizonae. Debido a ésto, serd
conveniente probar mds aislados de S.arizonae vy corroborar su
comportamiento versus el gene ompC, y determinar si otros aislados pudieran
presentar polimorfismo o si se comportan igual al aislado probado cuando se
hibriden contra el gene ompC.

Ademds, independientemente de los resultados que se obtengan, serfa
importante que se aislara y caracterizara el gene ompC de S.arizonae con el
cual se puede obtener conocimiento basico, taxondémico y de patogenicidad y
compararlo contra el gene ompC de S.typhipara determinar sus diferencias y

semejanzas.
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2.-HIBRIDACION CON OLIGOS

Como ya se ha dicho antsriormente, es impartante hacer la identificacion
del microorganismo en diversas dreas incluyendo investigacion basica y
aplicada. Las técnicas de hibridacién de DNA podrian incrementar la rapidez
y disminuir los métodos laboriosos de identificacién de microorganismos,
ademds se podria incrementar la precision, porque el uso de marcadores
genéticos de identificacién es independiente de la expresién fenotipica de los
microorganismos.

El principal objetivo del diagndstico de las enfermedades infecciosas con
sondas de DNA, es la detecccidn e identificaciéon temprana de un organismo
patégeno directamente de una muestra clinica. Esto debe realizarse de forma
rdpida y especifica para el cuidado y tratamiento del paciente.

El primer paso para desarrollar sondas de DNA es encontrar una pieza
de DNA Unica y semejante a la del organismo que va a ser identificado.

Se ha mostrado que las PME de las enterobacterias tienen regiones
hipervariables que se postulan estdn expuestas, las cuales podrian ser
utilizados como sondas para la identificacion de diversas especies de
enterobacterias (Spierings, et al.,, 1989). Por otro lado, se ha propuesto la
utiizacién de oligonucledtidos complementarios a regiones especificas del gene
ompC de Styphipara la identificacién de aislados clinicos de Sa/monella (Calva
et al., 1988).

En este trabajo se probaron nueve oligonucledtidos totalmente

homdlogos a la secuencia del gene ompC de S.typhi los cuales fueron
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enumerados en forma consecutiva de C1 a C9 (Fig. 3), correspondiendo a
regiones que codifican para aminodcidos que forman parte de epitopes
probablemente expuestos (Fig.2). Nuestros resultados mostraron que todos los
oligos hibridaron en una misma banda con todos los aistados de Salmonella
probados, con excepcion de los oligos C5 y C6.

El oligo C5, se encuentra en la regién E de la proteina (Figs.2 y 3), entre
los aminodcidos 203-210 la cual se ha postulado como expuesta en la
membrana externa; el oligo C6 corresponde a la regién F (Figs.2 y 3) entre los
aminodcidos 247-255. Nosotros hubieramos esperado que este oligo fuera un
buen candidato para probarlo como sonda género o especie especificos ya que
este oligo corresponde a una region de S.typhique no existe en E.coli (Fig. 3);
sin embargo, es éste el que mostrd mayor variabilidad entre las especies de
Salmonella, lo cual podria indicar que es una insercién obtenida por el género
Salmonella en forma evolutiva, pero que tiene cambios de uno o mas
aminodcidos en esta region. No sabemos si estos cambios pudieran determinar
una caracteristica diferente de la proteina, como por ejemplo servir de receptor
para diferentes bacteriofagos o inclusive conferir la especificidad hacia el
hospedero .

Los resultados obtenidos con los oligos, corroboraron los resultados
obtenidos con el anélisis de PLRF, demostrando que el gene ompC estd
conservado dentro del género Salmonella. Esto pudiera deberse a que las PME
de las enterobacterias estdn en contacto con el medio ambiente, el cual

probablemente ejerce presion selectiva para la conservacion de la proteina a
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través de la evolucion.

En este trabajo se empezaren a probar parsjas de oligos con la reaccién
en cadena de la polimerasa {PCR), para determinar las condiciones de la
reaccién y poder probarlos en muestras clinicas. El sistema PCR, produce un
enriquecimiento selectivo de una secuencia especifica de DNA por un factor
aproximado de 10% La metodologia requiere de dos oligos sintéticos que
funcionen como iniciadores y que flanqueen una secuencia blanco, la cual es
amplificada durante la reaccion (Saiki et al., 1985; Saiki eta al., 1988). La
reaccién procede con ciclos repetidos de desnaturalizacion del DNA por calor

{94°C), del apareamiento de los iniciadores a su secuencia complementaria (la

cual varfa dependiendo de la Tm del oligo) y de la extensién de los iniciadores

apareados con DNA polimerasa (72°C).

Esta tltima es una enzima termoestable de Thermus aquaticus. De las
combinaciones que se probaron los oligos C2 y C7 (datos no mostrados), son
los que se podrian empezar a probar directamente en las muestras clinicas,
ambientales y en control de calidad de alimentos.

Este tipo de estudios no se han realizado directamente en el laboratorio
clinico, aunque ya se han probado algunas metodologias para la identificacion
de aislados de Salmonella en Perl e Indonesia (Rubin et al, 1988) y
posteriormente en muestras de sangre, utilizando un método de concentracién
de células (DuPont Isolator) en filtros de nylon, el cual es colocado en un
medio de cultivo e incubado toda la noche para la amplificacién del

microorganismo (Rubin et al.,, 1989). Seriwatana et al. (1987), y Tompkins y
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Kradjen (1986) han mostrado que hay un incremento en la sensibilidad en los
ensayos de hibridacion para E.colienterotoxigénica y C.jsjuni, cuando se utiliza
DNA purificado en lugar de colonias crecidas toda la noche en filtros de papel;
ademds, con el DNA purificado se puede utilizar directamente y en conjunto
con la PCR.

Se ha descrito un método de purificacion de DNA de muestras de heces,
el cual consiste en lisar la muestra con una solucién de proteinasa K, urea,
SDS, lauril sulfato de sodio y EDTA y luego pasarla por una columna
extractora, la cual tiene propiedades de intercambio idnico y exclusién de peso
molecular, junto con el uso de diferentes concentraciones de sal para unir,
purificar y eluir DNA (Coll et al., 1989).

Nuestros oligos podrian ser utilizados con DNA de muestras de heces
de pacientes a quienes se les sospeche tengan infeccién por Salmonella, se
purifique DNA de la muestra con el método antes descrito y utilizar la PCR
para amplificar la regién de DNA que flanqueen estos oligos.

La sensibilidad de un ensayo adecuado se logra, acoplando al detector,
una molécula que genere una sefal facilmente detectable (reportera). Las mas
comunmente usadas son las moléculas orgénicas fluorescentes y los grupos
fosfatos marcados radioactivamente. Estos Ultimos tienen algunas
inconveniencias: su vida media es muy corta, el costo es elevado, se requiere
de una drea especial de trabajo, son peligrosos en su manejo y es
problemdtica la disponibilidad de sus desechos. Hay formas de marcaje no

radioactivas y su sensibilidad ha sido mejorada mediante la incorporacién de
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diferentes moléculas reporteras a los probadores, como el sistema avidina-
bictina.

Después de que los detectores reconocen a sus blancos, se les une una
enzima, como la fosfatasa alcalina, al que se le une un acoplador que es la
avidina.

Otra forma de marcaje no radioactivo es medir la sefal de
quimioluminiscencia; este consiste en unir el oligo a un éster de acridina (esta
es la sonda marcada) y se pone a hibridar en solucién con el DNA de la
muestra previamente desnaturalizada, la sonda marcada se une al DNA
blanco y se mide la quimioluminiscencia, la cual serd proporcional a la cantidad

de DNA blanco unido a la sonda marcada (Engleberg, 1991).

3.- HIBRIDACION CON EL FAGO LAMDA VFC1

Como ya se mencioné anteriormente, se ha visto que se puede utilizar
el gene ompC de S.typhi como un marcador epidemioldgico para la
identificacién de aislados del género Salmonella. Asimismo, se pueden también
utilizar secuencias especificas del gene como oligos, con un sistema de
amplificacién (PCR) y acoplarlo a una molécula sefial para la deteccién de
Salmonella en muestras clinicas, alimentos contaminados y muestras
ambientales. Existen ademads otras formas de obtencién de sondas para la
deteccién de patégenos.

Las primeras sondas para identificar especies de Salmonella han sido
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desarrolladas por Fitts (1985), en la detecccion de Sa/monella en alimentos.
Estas fueron obtenidas de un banco de genes de DNA cromosomal de S.
typhimurium, clonadas en un plasmido vector. Se encontraron dos sondas que
hibridaron con DNA de 330 cepas de Salmonella, que no hibridaron con otros
organismos entéricos. Estas sondas han sido probadas en muestras de
alimentos contaminadas con Salmonella, (Fitts, 1983) y han sido también
probadas en muestras de heces y alimentos en un brote de salmonelosis
(Harris et al., 1987). Estas sondas tuvieron los siguientes inconvenientes:
fueron probadas con cultivos que necesitan minimo de 18 horas de crecimiento
y se han probado pocas muestras .

Se ha reporiado una sonda para detectar S.typhi (Rubin et al., 1985)
obtenida a partir de la clonacién de la region del antigeno Vi que codifica para
el locus viaB de C.freundii.

Sin embargo, se observé que esta sonda cruza con algunas cepas de
C.freundii y de Salmonella sp. Esta sonda ha sido evaluada para identificar
aislados de S.typhi de pacientes en Indonesia y Per( (Rubin et al., 1988),
haciendo hibridacion en colonia. Posteriormente fue utilizada en muestras de
sangre de pacientes con fiebre, utilizando un método de concentracién de
células y amplificando con la incubacién de las bacterias en filtros de nylon,
durante toda la noche (Rubin et al., 1989). Esta sonda tiene el inconveniente
de la incubacidn de la muestra para amplificar el nimero de bacterias y cruza
con aislados de C.freundii, como se habia visto antes.

Por otro lado, se han clonado secuencias al azar de DNA de S.enteritidis
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en el cosmido vector pHC79. De los fragmentos contenidos se selecccionaron
dos césmidos y cada uno se probé como sonda con diferentes aislados de
Salmonella de brotes epidemioldgicos de distintos lugares geogrdficos. Estas
sondas agruparon a los aislados en tres especies diferentes de Salmonella
(Tompkins et al., 1986).

Se han descrito también sondas de DNA que reconocen RNA ribosomal.
Los genes que codifican para RNA ribosomal son el material genético mds
conservado en el reino de las bacterias y con frecuencia se producen mas de
10° copias por célula y, por lo tanto, es un excelente blanco para una sonda
de DNA, debido a su alto nimero de copias que sirve como un sistema de
amplificacién in vivo. Este concepto ha sido explotado en el desarrollo de
sondas diagndsticas para Legionella spp., Mycoplasma spp., algunas especies
de micobacterias (Tenover, 1989) y bacterias gramnegativas (Barry et al,,
1990).

En nuestro laboratorio se ha construido un banco de genes de S.typhi
en el vector fago lambda 1059, del que se aislé un fago recombinante llamado
lambda VFC1. En este fago se tiene clonado un fragmento de
aproximadamente 15 kb, et cual porta el gene ompC de S.typhi (Puente et al,,
1987).

Al hibridar este fago versus DNA de diferentes salmonelas encontramos
un patron Unico de bandas para todas las salmonelas, pero lo mds importante
fué que se identificé una banda Unica para S.typhi Estos resultados

preliminares mostraron que podriamos encontrar secuencias especificas para
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S.typhi a partir de este banco.

En este trabajo sélo se Hegd a delerminar que dicha secuencia se
encuentra pegada al brazo izquierdo del vector (ver resultados). Con esta pista
se sigue trabajando sobre dicha regién para obtener una secuencia especifica
de S.typhi, la cual se pueda secuenciar y caracterizar con €l fin de obtener
informacién bésica acerca de esta bacteria, como pudiera ser la especificidad
de huésped, patogenicidad e informacion sobre procesos de inmunidad, etc.
Por otra pane, se podria contar con una sonda especifica para el diagndstico
temprano de la FT y, una vez conocida la secuencia, se podrian disefiar oligos
para ser utilizados con sistemas de amplificacion de sefiales, como PCR o con
la Qbeta replicasa, los cuales se aplicarian a muestras clinicas acoplados a un

sistema de deteccién no radioactivo.
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XIl.- CONLUSIONES:

- El gene ompC de S.typhi se encuentra muy conservado entre el género
Salmonella.

- La enzima Haelll, genera un patrén de restriccion Unico para S.typhi, con
todas las demas enzimas utilizadas, no se generd PLFR.

- Salmonella arizonae present6 diferencias significativas con respecto a las
otras salmonelas, ya que no hibridé con ninguno de los oligos, y presenté
polimorfismo con todas las enzimas probadas. Estos resultados sugieren que
S.arizonae debe ser considerada como un género aparte de Sa/monella.

- Las secuencias que corresponden a los oligos C5 y C6 no estan conservadas
para todas las salmonelas probadas.

- Algunos de los oligos probados en este trabajo, podrian ser utilizados para
la detecccidn de Saimonella.

- La hibridacion con el fago lambda VFC1 mostré una banda Gnica para S.typhi
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GENETIC VARIATION OF THE Salmonella ompC GENE; A
STUDY ON OmpC TOPOLOGY

JOSE LUIS PUENTE, MIRIAM BOBADILLA, CARLOS ARIAS AND
EDMUNDO CALVA
Department of Molecular Biology
Instituto de Biotecnologia, UNAM
Apdo. Postal 510-3; Cuernavaca, Mor. 62271, MEXICO
Fax (52)(73) 17-2388

ABSTRACT

Radioactive oligodeoxynucleotides, complementary to the nucleotide (nt) portions that
code for variable regions between Salmonella txphi and Escherichia coli OmpC proteins,
were hybridized against Southern blots of genomic DNA from 15 swrains of Salmorella.
These comprised 12 different species and included S, Hphi Ty2, IMSS-1 (G Mesican
reference strain), Ty-403 and Ty-24 (from Indonesia). An oligo corresponding to
variable region g did not hybridize 10 empC from S. worthingion (group G), S.
gallinarum (group B), S. enteritidis (group D), and S. aberdeen (group F). Similarly,
an oligo from region f did not hybridize with ompC from the latter three strains.

Site-directed mutagenesis of a hydrophylic variable region was performed in order
to produce a gene coding for a chimeric OmpC protein with a 22 amino acid (aa) insent
between residues 160 and 161 of the native prowin. The insert contains an !8 aa
sequence cormesponding to a rotavirus capsid VP4 protein ncutralizing epitope. The
chimeric OmpCRV160 was expressed and assembled within the outer membrane.

By oligodoexynucleotide hybridization it is possible 10 obtain some information about
the genetic variability of the Salmonella ompC gene, and site-directed mutagenesis can
be used 1o beuer understand the topology of the S. typhi OmpC protein.

1. Introduction

We have previously reported the cloning of the S. nphi ompC gene!. This
gene codes for a major outer membrane protein (OMP) and consists of an open
‘reading frame of 1134 nt, corresponding to a protein of 378 aa; with a 21-aa
signal peptide. This protein is 11 aa longer than E. coli OmpC, but it has an
identical leader peptide. The mature OmpC sequence shows 79% similarity for
both bacteria at the aa level, and 77% similarity at the nt level. Seven main
variable regions in the OmpC protein were identified. Five of them correspond
to hydrophilic regions and contain aa observed most frecuenily in tum
configurations in soluble proteins. This suggests that these aa stretches could be
located on the exterior of the outer membrane?,



S. ovphi ompC gene expression is not influenced by medium osmolarity in
the same manner as ompC in E. coli. The OmpC prowin is highly expressed
when S. nphi is grown in nutrient bro!h (NB; of low {NB + U% sucrose) or
high (NB + 20% sucrose) osmolarity®. This contrasts with the expression of E.
coli OmpC, which is clearly inhibited in low, oqmohm\' and enhanced in high
osmolarity, as has been described previously®?. Nevertheless, expression of s.
nphi OmpC is dependent on the E. coli OmpI\ transcriptional activator. These
findings suggest differences between the mechanisms of osmoregulation of aenc
expression in both bacteria, although common effectors appear to be shared’.

2. Genetic variability of the Salmonella ompC gene

The entire  S. rvphi ompC structural gene hybridizes to a 2.1 kilobase pair
(kb) EcoRV fragment in the DNA of all the Sa/monella sirains tested (see Table
I); with the exception of S, arizonge, which presents a polymorphic pattern,
aside of a less intense hyvbridization signal. This result suggests that ompC is,
in general, well conserved between salmonellas.

As mentioned above. the comparison of the nucleotide and deduced aa
sequences of S. nphi and E. coli OmpC, revealed the presence of variable
regions that. in most of the cases, comespond 10 hydrophilic putatively exposed
regions (Fig. 1). To determine if these regions are also variable between
different species or serotypes of the Salmonella genus (Table I), nine different
oligodeoxynucleotides. corresponding 1o the coding sequences of these regions
in the S. nphi ompC gene (Fig. 1), were synthesized.

Table I.- Salmonclla species used in this study
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3. A study on S. ovphi OmpC topology

In order io define the localization of putative hydrophilic exposed regions
of the OmpC protein, we are using the following molecular approach. It is
based on the use of site-directed mutagenesis techniques, to insert the sequence
that codes for an 18 aa hererologous reporter epitope from the VP4 rotavirus
capsid protein, in defined coding regions of the S. nphi ompC gene. This
peptide comprises aa 296 10 313 from the VP4 protein and is recognized by the
monoclonal antibody YO-2C2, which is capuable of neutralizing the whole virus
in vitro®,

The first selected site to carry out the insertion described above is located
between aa 160 and 161, which are included in a putative hydrophilic region®.
Different studies on the E. coli porins lead to the suggestion that this region in
S. vphi OmipC has a high probability of being exposed outside the bacterial cell
and to be permissive for the insertion of heterologous sequences. Punctual
mutations in this region in £. coli OmpC affect the phage receptor funciion but
not the pore funciion®. Also, 1In £. coli this region comzins 6 aa more with
respect to S. nphi OmpC: furnthermore, it contains 14 and 15 more aa with
respect to £. coli OmpF and PhokE. respectivcl_\'f Recently. in a study where £,
coli Ompk antigenic epitopes were defined, it was found that the 160-161
equivalent region in OmpF is recognized by monoclonal aniibodies even in
whole cells’, suggesting that it could be facing the cell exterior.

After site-directed mutagenesis of this region, the chimeric protein was
expressed in E. coli. The molecular and immunological characeristics of the
fusion protein was determined by PAGE of OMP preparations and by an ELISA
with a rotavirus-specific monoclonal antibody, YO-2C2, reacting against OMP
preparations and whole £. coli cells carrying the chimeric proiein gene. The
level of expression of the hybrid protein was nommal and the protein was
incorporated into the outer membrane. The VP4-epitope appeared to be exposed
at the cell surface since intact cells were recognized by the monoclonal antibody
specific for rotavirus. The results obtained strongly indicate that variable region
c is indeed exposed in wild-iype OmpC, and that it can be useful for the
insertion and presentation of heterologous epitopes (Puente er al., in preparation).

4. Conclusion

The analysis of ampC genetic variability in Salmonella showed, by
hybridizadon experiments with oligodeoxynucleotides, that the gene is, in
general, conserved between different species of Salmonella. Nevertheless, the
sequences corresponding 1o regions e and [ are not conserved in the Salmonella
tested. All the enzymes used so far did not generate restriction fragment length
polymorphism in ompC. Interestingly, the exception was S. arizonae, which did
not hybridize with all the oligos used and presents restriction fragment length
polymorphism for all the enzymes tested. These results suggest that S. arizonae
might be considered a genus apart from the Salmonella, as has been shown with
other techniques.



Genomic DNA of the strains listed in Table I was digested with EcoRV
restriction endonuclease and subjected to agarose gel electrophoresis. After
transfer to a nitrocellulose membrane, the resulting Southern blot was hybridized
to either of the nine *“P-radiolabelled oligos, as described before?,

All the oligos hybridized with the 2.1 kb band of the salmonellas tested;
with the exception of oligos corresponding 10 vanable region g that did not
hybridize 10 ompC from $. weerihingion (group G), S. pallinarum (group B), S.
enteritidis (group D), and S. aberdeen (group F) and variable region f that did
not hybridize with ompC from the latter three strains (Fig.1). None of the nine
oligos hybridized with S. arizonge DNA.

Restriction fragment length polymorphism, for several restriction enzymes
tested so far, was detected only in S. arizonae when the entire structural gene
was used as probe.

RCTAVIRLS
EPITORE

Q
i 34
om
P N

Fig.1.- Schematic representation of the S. nyphi OmpC structure. The model is based on
different daia obtained by the analysis of £. coli OmpC, OmpF and PhoE mutants and the use
of polyclonal and monoclonal antibodies against these proteins, reporicd elsewhere®?, The
definition of outer membrane spaning segmenis and putative exposed regions, was done with
respect 1o a structural analysis reporied before? and a general porin protein alignment published
recently®. Shaded bars represent the peptide region corresponding to each oligo used in this work
and the insert shows the rotavirus heterologous epitope inserted in one chimeric OmpC protein
described herein. OM (outer membrane), P (periplasm).
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Aside of the possible relevance of OmpC conservation 1o the biology of
Salmonella, this work shows that some nucleotide sequences of the S. wphi
ompC gene could be used for detection of Salmonclla in general; say by
establishing a nucleic acid amplification scheme with the polymerase chain
reaction.

The OmpC variable regions are bemng aliered by the nscrtion of an
antigenic determinant of rotavirus, in order to define the topology of the protein.
For the case reported here, it appears that region ¢ is exposed at the cell
surface.

The metodology described might not only allow the obtention of a better
knowledge about OmpC structure and function. bui also could be useful in the
design of live vaccines using this protein as carrier of heterologous epitopes, as
has been shown for other outer membrane proteins'®H,
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in Helicobaczer pylori. Y. WANG® and D. E. TAYLCR.
Univ. of Alberta, Edmonion, Albena, Canada.
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GENETIC VARIATION OF THE SALMONELLA OMPC GENE: USE OF
OMPC AS CARRIER OF HETEROLOGOUS EPITOPLES,

1 L. Puente , M. Bebaditla, C. Arias, and E. Calva

Cir. Res. Genetic Eng. & Biotechnelogy. UNAM: Apda. Posal
510-3; Cuernavaca. Mor. 62271, MEXICO. Fax (32) (73 172388

The Salmonella tphi ompC gene codes for a major outer membrane
protein (OMP), OmpC, whose expression is not influenced by medium osmolarity
in the same manner as ompC in E. coli. Thus. so far, under laboratory conditions
this OMP is expressed constitutively. S. ivphi ompC shares a 77% and a 79%
amino acid (aa) and nucleotide (n1) sequence similarity with £, coli ompC
Variation between both genes is mainly circumscribed (o seven regions, ranging
in size from 4 to I8 aa. Six of these regions are hydrophylic and thus might be
exposed. Nine radioactive oligonucleotides. complementary to the nt portions that
code for these variable regions. were hybridized against Southem blots of genomic
DNA from 15 strains of Salmonella. These comprised 12 different species and
included S. qyphi Ty2, IMSS-1 (a Mesican reference straind, Ty 403 and Ty-404
(from Indonesia). An oligo corresponding 10 variable region 6 did not hybridize
to ompC from S. warthington (group G). S. gallinarwmn tgroup B). S. enteritidis
{group Dland S. akherdecn (group TP S K o from T
hybridize with ampC from the latter three strains. No variation was observed in
the other regions nor when the whole gene was used as probe. Restriction
fragment length polymorphism was detected only in S. arizonac: furthermore, no
oligos hybridized with §. arizonae DNA and hybridization with the whole gene
was less intense than with other sialmoncilae.

A 100mer oligonucieotide was used for site-directed mutagenesis
of hydrophylic variable region 3, reculting in a gene that codes for a chimeric
OmpC. with 4 22 aa insert between aa 160 and 161. The insert contains an 18 aa
sequence corresponding 1o a rotavirus capsid VP4 neutralizing epitope. The
chimeric protein is expressed in £. coli and assembled within the outer membrane;
the rotavirus epitope conserves its antigenic structure and is exposed on the cell
surface. This was determined by PAGE of OMP preparations and by an ELISA
with a rotavirus-specific monoclonal antibody reacting against OMP preparations
and whole E. coli cells. This result strongly indicates that variable region 3 is
indeed exposed in wild-type OmpC. and that it can be useful for the insertion and
presentation of heterologous cpitopes.

s 8 did not

The research of E. Calva was supported in part by an International Research
Scholar Award from the Howard Hughes Medical Institnre (LSA).
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COMPARATIVE STUDY OF TWO DNA PROBES SPECIFIC FOR
CAMPYLOBACTER. '

E. Calva, V. Bustamante, M. Ferndndez, M. Bobadilla, L. Sdnchez*,
and J, L. Puente

Cu. Res. Genetic Eng. & Biotechnology, UNAM: Apdo. Posial
510-3; Cuernavaca, Mor. 62271. MEXICO. Fax (52) (73) 172388

Two recombinant plasmids, pCil9 and pCj20, harboring C. jejuni DNA
HindiH fragments of 2.1 and 2.2 kilobasepairs. respectively. were isolated from
a random genomic library, constructed in pBR322

pCj19 contains a DNA insert specific for C. jejini, whereas the insert
in pCj20 is specific for C. jejuni znd C. coli. This was determined by
tivbridizaiion experiments with DNA from various C. jciuni, C. coli. C. laridis,
and C. ferus reference strains, as well as from more than twenty other
enteropathogens likely 1o be co-isolated with  Campyiobacter, such  as
Helicabacter pylari. Vikbrio cholerae, enterotoxigenic and enteropathogenic
Escherichia coli, various Salmonella strains, Giardia lamblia and Entamocha
histolvrica, among others,

pCi20 hybridized with DNA  from twenty-nine  thermophylic
Campylobacter field strains, isolated from children with diarrhea. Twenty of
these hybridized with pCjl9, indicating that they are C. jejuni. In order 10
validate the specificity of the probes. outer membrane protein, restriction
fragment length polymorphism, and genomic DNA-DNA hybridization profiles
are being correlated with the probe data.

pCj20 is unstable in E. codi HB10I; its propagation is stabilized upon
ransformadon into E. coli BMH 71-18 murl. pCjl9 is swable in both E. coli
strains.

Experiments in £. coli minicells showed thai the insent in pCj20 codes
for several prowins with an apparent molecular weight of 36, 38, 50, 60, and
62 kDa. Whether these are degradation products of one protein, or are different
proteins translated from overlapping genes, is a matter of current investigation.
The insert in pCj19 does not appear to be expressed in E. coll.

*Stanford Univ. Regional Center, San Cristébal de las Casas, Chis. Mexico.
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