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ANAI,ISIS MOLECULAR DEL GENE ompC DE Salmonella. typhi. 

La fiebre tifoidea (FT) es un problema ele salud pública en México La entcrobacteria Styphi, 

es el a9e11tt3 8lioiógico de la 1-T. Su diJ9nóstico se 11,JCe mediante el cultivo de SJngre o de módula 

ósea, el cual larda minimo 48 horas. Se anal11ó la var:,1bil1d«d del gene on>pC de S typhi que 

codilica para una proteína de membrana o,1i::rna (PME), ¡;ara colllprobar si esle podría ser un buen 

candidato con finos <ii.ionósticcos. [I ge:ne 011JpC de S typlii tiene siclo regiones vari.Jblcs con 

resp1:cto a su contr.iparte en t=.coli, seis de las cual1~s codifican para regiones hidrolilicas. Con el 

objeto de estudiar la cspccificidau del gón.:ro o especie de estas rcaiones variables y la estructura 

del gene ompC dentro del gi?ncro S.ilmonella. se disel'laron nueve olioodcoxirribonucleólidos (oligos) 

cornpl1Jrnenlarios a la secuencia nucloolídica de dichas rc:giones y se probaron tln e•p.::rinwnlos tipo 

"Soul11ern biol'' c.or1lra 15 cepas de Salmonella, correspondientes a ocho serotipos. Así mismo, 

comparamos los patrones de restricción parn diez en¿imas, utilizando como sonda el gene ompC 

completo. 

Las l1ibrid.iciones rno>lr;;ron que ompC eslá muy con'..1JrvC1do dentro del género Salmon,,11a· 

los oligos hibridaron con la banda de CcoRV correspondiente al gene en todas las cepas probadas, 

con excepción del oligo 5 que no l1ibridó con S arizonae, S abcrdeen, y S.gallinarum. En forma 

similar el oligo 6 no t1ibridó con las anteriores más S.worthinyton y S.enteritidis. Estos oligos podrían 

funcionar como sonda gónero especifica para la idcntilicación de Salmonella. Con el gene completo 

so observaron poli111011ismos en la iongilud de los fragmentos de restricción, únicamente con 

S.arizonae, aunque con Haelll s.ryphi presentó un patrón único. 

Por otro lado, el DNA del fago recombinante que contiene ompC fue marcado 

radioaclivamcnte y se hibridó contra el DNA de las cepas de Satmonc/!a antes mencionadas. Se 

ohsArvó una b~nd3 :::n:ca p.'.1rtl S.iyp/;; da 3.3~'1.>, la cual sur a clonada, secuenciada y caracteriznda. 

Tambitln con el objeto de encontrar secuencias de DNA especificas para S.typhi, se utilizó 

el método de cromatogralía por hidroxiapatita Se rnasoció DNA rndioactivo de S.fyphi con DNA no 

radioactivo de S.typtiimurium y poslüriorrnenfe se pasó por una columna con l1idroxiapatita. la 

frac<:ión en donde se encontraba el DNA de cadena sencilla se l1ibridó contra el DNA de diferentes 

aislJdos de S.typhi, otras c·spccies de S'11monclla, y otras enlcrobactarias. No hubo especificidad 

para S.typhi, ya que se observó helorogcnaidad en las seriales de hibridación, inclusive entre DNA 

de una wpa colocada en diferentes lugares de una mis111a m.cmbrana. Por lo tanto consideramos 

que la crom<1túQrdfía por l1idroxi.ipatila no es un buen m•~todo para aislar secu0ncias 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 pública en México. La enterobacteria S.typhi, 

es el agente 13tiológico de la FT. Su diagnóstico se hace mediante el cultivo de sangre o de médula 

ósea, el cual tarda mínimo 48 horas. Se analizó la variabilidad del gene ompC de S.typhi que 

codffica para una proteína de membrana externa (PME), para comprobar si este podría ser un buen 

candidato con fines diagnósticos. El gene ompC de S.typhi tiene siete regiones variables con 

respecto a su contraparte en E.colf, seis de las cuales codifican para regiones hidrolílicas. Con el 

objeto de estudiar la especificidad del género o especie de estas regiones variables y la estructura 

del gene ompCdentro del género Sa/mone//a, se diseñaron nueve oligodeoxirribonucleótidos (oligos) 

complementarios a la secuencia nucleotídica de dichas regiones y se probaron en experimentos tipo 

'Southern blot' contra 15 cepas de Salmone//a, correspondientes a ocho serotipos. Asf mismo, 

comparamos los patrones de restricción para diez enzimas, utilizando como sonda el gene ompC 

completo. 

Las hibridaciones mostraron que ompC está muy conservado dentro del género Sa/mone//a: 

los oligos hibridaron con la banda de EcoRV correspondiente al gene en todas las cepas probadas, 

con excepción del oligo 5 que no hibridó con S.arizonae, S.aberdeen, y S.gal/inarum. En forma 

similar el oligo 6 no hibridó con las anteriores más S. worthington y S.enteritidis. Estos oligos podrían 

funcionar como sonda género específica para la identificación de Salmonella. Con el gene completo 

se observaron polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción, únicamente con 

S.arizonae, aunque con Haelll S.typhi presentó un patrón único. 

Por otro lado, el DNA del fago recombinante que contiene ompC fue marcado 

radioactivamente y se hibridó contra el DNA de las cepas de Sa/monella antes mencionadas. Se 

observó una banda única para S.typhi de 3.31\b, la cual será clonada, secuenciada y caracterizada. 

También con el objeto de encontrar secuencias de DNA específicas para S.typhi, se utilizó 

el método de cromatografía por hidroxiapatita. Se reasoció DNA radioactivo de S.typhi con DNA no 

radioactivo de S.typhimurium y posteriormente se pasó por una columna con hidroxiapatita. La 

fracción en donde se encontraba el DNA de cadena sencilla se hibridó contra el DNA de diferentes 

aislados de S.typhi, otras especies de Sa!mone//a, y otras enterobacterias. No hubo especificidad 

para S.typhi, ya que se observó heterogeneidad en las señales de hibridación, inclusive entre DNA 

de una cepa colocada en diferentes lugares de una misma membrana. Por lo tanto consideramos 

que la cromatograffa por hidroxiapatita no es un buen método para aislar secuencias específicas de 

S.typhi. 
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1.- INTRODUCCION. 

La investigación en los países en vías de desarrollo ha sido enfocada 

al estudio de algunos problemas de salud. Por otro lado, los adelantos 

tecnológicos en las últimas décadas, han registrado un avance sin paralelo con 

el apoyo de las metodologías de Biología Molecular y DNA recombinante, lo 

que ha permitido abordar, de forma precisa, el estudio de la patogénesis, el 

diagnóstico, la respuesta inmune y la vacunación de algunas enfermedades 

que son problemas de salud pública en estos países. 

En México, siguen siendo las enfermedades infecciosas uno de los 

pricipales problemas de morbi-mortalidad; por ello, hay una gran necesidad de 

emplear estas nuevas metodologías que nos permitan entender dichas 

patologías, diagnosticarlas mejor para iniciar tratamientos tempranos y 

utilizarlos en la comunidad con fines de salud pública y en la detección y el 

control en la industria alimentaria. 

En la actualidad, la identificación de microorganismos es esencial en 

diversos campos de las Ciencias Biológicas, incluyendo investigación básica 

y aplicada en Biomedicina, en Microbiología, en Ecología y en Agricultura. En 

Medicina se requiere de pruebas de laboratorio que sean rápidas y seguras 

para el diagnóstico, y desde el punto de vista epidemiológico se requiere de 

pruebas que puedan ser usadas con eficiencia en un gran número de muestras 

clínicas y ambientales, que permitan identificar y clasificar los microorganismos 

aislados en una epidemia. 

Por otro lado, las metodologías utilizadas en la Microbiología 

convencional, no son rápidas para dichos propósitos, debido a que existen 
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microorganismos que requieren de medios de cultivo especiales, de periodos 

prolongados de incubación para su aislamiento, así como de procedimientos 

laboriosos para su identificación, sobre todo en los llamados exigentes; o bien, 

que existen en las muestras clínicas en un número muy pequeño y por lo cual 

no pueden ser aislados rápidamente. Además, el diagnóstico temprano a través 

de la identificación del germen infeccioso es muy importante para que el clínico 

pueda dar al paciente el tratamiento específico, ésto ofrece varias ventajas: los 

microorganismos no generan resistencia a antibióticos que no fueron 

específicos; el paciente podría reintegrarse a sus actividades en un tiempo 

relativamente corto; y el costo sería menor, tanto para el paciente, como para 

los hospitales. 

Por las razones anteriores, es fundamental desarrollar una herramienta 

de laboratorio con tecnología moderna que pueda ayudar, en forma rápida y 

precisa, a solucionar dichos problemas. 

Recientemente se han desarrollado técnicas moleculares basadas en 

hibridación de digeridos de restricción de DNA cromosoma! utilizando como 

sonda ANA ribosomal (Ribotyping) (Altwegg et al., 1989) y patrones 

electroforéticos que han sido aplicados a investigación de especies de 

Sa/mone/la (Reeves et al., 1989; Tompkins et al., 1986; Beltrán et al., 1988; 

Selander et al., 1990), Legione/la (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 Campy/obacter(Moureau et al., 1989; Romaniuk et al., 1987). Se 
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han elaborado sondas de DNA para diversas bacterias como Legionella, 

Mycop/asma pneumoniae. y Mycobacterium, entre otras (Tenover, 1988). 

Se han desarrollado dos sondas de DNA para identificar Sa/monel/a: una 

en la industria alimentaria (Fitts et al., 1983; Fitts et al., 1985) y la otra para 

diagnóstico clínico de fiebre tifoidea (FT) (Rubin et al., 1985) • aunque se han 

utilizado con aislados y no directamente en las muestras clínicas (Rubin et al., 

1988). 

Nuestro laboratorio ha tenido el interés de generar este tipo de 

metodologías, para ayudar a resolver uno de los problemas importantes de 

salud que prevalecen en este país, la FT, que es una infección generalizada 

producida por S.typhi. 

Salmonel/a 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 características fenotípicas que la diferencían dentro de 

su género, son la producción de ácido sulfhídrico y la no utilización de citrato, 

como única fuente de carbono (Ewing, 1986). Pertenece al serotipo 9, 12,d,Vi. 

Esta clasificación está basada en la unidad repetitiva del antígeno somático, 

también conocido como antígeno O (9, 12), el cual forma parte del 

lipopolisacárido de la membrana externa; el antígeno flagelar H(d), y el 

antígeno 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 diagnóstica con algunas secuencias que 

pudieran fungir como detectores específicos en la identificación de S.typhi, y 

proporcionar al clínico el diagnóstico 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 calculó una incidencia de 365 

casos por cada 100 mil habitantes de la población total, y hasta de 540 por 

cada 100 mil habitantes de la población de países en vías 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 

más afectado el comprendido entre los 15 y 44 años de edad (Dir. Gral de 

Epidemiología, 1991 ). 
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2.- PATOGENIA Y CUADRO CLINICO 

S.typhi es un patógeno intracelular facultativo, porque es capaz de 

penetrar (invadiendo), sobrevivir, y multiplicarse dentro de diferentes tipos de 

células eucariotas (Finlay 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 patógeno especie· 

específico. El modelo más aceptado para el estudio de los mecanismos de 

patogenia es el del ratón, hospedero natural de S.typhimurium. Esta bacteria 

produce salmonelosis murina en ratón y nos da un modelo análogo 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 aún con certeza; sin embargo, los hallazgos en una biopsia de yeyuno, 

en un paciente infectado revelaron inflamación, sugiriendo la posibilidad de que 

el yeyuno pudiera ser el sitio de penetración en algunos pacientes ( Hook, 

1990). 

La dosis infectante ha sido estudiada en voluntarios sanos, siendo 

aproximadamente de 106 -109 organismos (Hornick et al., 1970). Sin embargo, 

el desarrollo de la enfermedad después de la ingestión de S.typhi está 

influenciada por la virulencia de los organismos, así como por múltiples 

factores de resistencia del hospedero (Hook, 1990). 

La infección por S.typhi es generalmente por vía oral, mediante Ja 

ingestión de agua o alimentos contaminados con heces de humano; 
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posteriormente, la bacteria pasa a través del estómago, en donde la mayoría 

de los bacilos son inactivados por la acidez gástrica. Las bacterias resistentes 

a la inactivación en esta barrera natural, invaden la mucosa del intestino 

delgado, en donde son ingeridas por células epiteliales, hasta alcanzar la 

lámina propia, donde se reproducen en el tejido linfoide de las placas de Peyer. 

Las bacterias son fagocitadas por las células del sistema retículo endotelial, 

causando daño citotóxico al epitelio, en donde se multiplican dentro de los 

fagocitos mononucleares en el hígado, bazo, nódulos linfáticos y médula ósea. 

Los mecanismos por los cuales la bacteria lleva a cabo estos procesos 

invasivos aún se desconocen. Algunos de los bacilos son transportados a la 

vesícula biliar, en donde pueden eludir todos los mecanismos inmunes. La bilis 

infectada produce una continua reinfección del intestino (Germanier, 1984; 

Groisman et al., 1990). Durante el padecimiento, del 50 al 80% de los 

enfermos excretan S.typhi en las heces. 

El tiempo de incubación 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 propósitos de diagnóstico (Calva et al., 1988). 

Se ha hipotetizado que la mayoría de las manifestaciones clínicas son 

causadas por metabolitos como el ácido araquidónico, 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 síntesis 
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y liberación de pirógeno en lesiones inflamatorias locales (Hook, 1990). 

Entre las manifestaciones clínicas que se presentan durante la 

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

diarrea, náusea, vómito, pérdida del apetito, dolor abdominal, escalosfríos, tos 

y dolores musculares. Las complicaciones más frecuentes son hemorragia 

Intestinal y cambios inflamatorios en el hígado (Calva et al., 1988). 

3.· DIAGNOSTICO CLINICO 

En la actualidad, el diagnóstico definitivo de la FT y de otras infecciones 

por S.typhi se realiza mediante el aislamiento del organismo de sangre u otros 

sitios normalmente estériles como médula ósea y biopsia de tejido. El 

aislamiento del microorganismo en heces, en áreas endémicas, no establece 

el diagnóstico, pero da una evidencia presuntiva de que el paciente pudiera 

tener FT, siempre y cuando éste curse con un cuadro clínico sugestivo y se 

hace el diagnóstico de estado de portador crónico asintomático. El hemocultivo 

tiene una sensibilidad del 80%, pero presenta el inconveniente de requerir un 

período de incubación mínimo de 48 horas, el cual puede prolongarse hasta 

siete días o más. Además, para aumentar la probabilidad de aislamiento de 

S.typhi, es necesario tomar tres muestras de 10 mi de sangre, en intervalos de 

media hora cada uno (Washington, 1986). Un método que mejora la 

sensibilidad hasta 90% es el cultivo de médula ósea (Hoffman et al., 1984; 

Edelman et al., 1986). El microorganismo puede aislarse de esta muestra aún 
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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 

incubación 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 microbiológicos para mejorar el aislamiento de bacterias, 

pero es necesario esperar de 2 a 7 días para la recuperación del 

microorganismo ( Kelly et al., 1983; Wilson , 1992). 

Existen métodos serológicos para el diagnóstico de la FT, pero no son 

tan específicos como el cultivo. Estos tienen muchas limitaciones y los 

resultados deben interpretarse con precaución. La prueba de Widal es la más 

usada, en donde se detectan anticuerpos contra los antígenos O y H de 

S.typhi. En áreas endémicas, existe la posibilidad que no haya un aumento en 

el título de aglutinación durante el curso de la infección. Al mismo tiempo, otras 

enfermedades, especialmente infecciones por otros bacilos gramnegativos, 

pueden causar elevaciones no específicas de aglutininas por reacción cruzada 

de antígenos (Hook, 1990). Por otro lado, en áreas endémicas con la pru&ba 

de Widal se pueden detectar títulos altos de anticuerpos (1 :160) sin haber 

infección, y es sólo sugestiva en individuos no vacunados de áreas no 

endémicas y en niños menores de 10 años de áreas endémicas, por lo que en 

estos casos tampoco podría ser útil esta prueba (Levine, et al., 1978) y, por lo 

tanto la prueba de Widal presenta inconveniencias para el diagnóstico de la FT. 
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Se han realizado estudios serológicos en paises endémicos sugiriendo que, 

para considerar positiva la prueba de Widal, se necesitan títulos altos (1:160). 

Otros estudios sugieren que la prueba de hemaglutinación es comparable con 

la prueba de Widal (Coovadia et al., 1986). Se pueden determinar también 

anticuerpos contra el antígeno Vi por hemaglutinación y por EIA, pero 

solamente son de utilidad en la detección de portadores crónicos de S.typhi 

(Nolan et al., 1980). 

En el First Asia-Pacific Symposium on Typhoid Fever (1991), se 

describieron varios métodos serológicos como ELISA, EIA, hemaglutinación 

pasiva, pruebas que emplean el uso de lipopolisacárido purificado o extractos 

de proteínas 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 metodologías para poder utilizarlas como 

una herramienta de diagnóstico en el laboratorio clínico (Sedallah et al., 1990; 

Pang et al., 1992). 

En la etapa temprana de la FT el diagnóstico diferencial es muy 

importante, ya que hay una gran variedad de padecimientos infecciosos que 

presentan síntomas y signos inespecíficos que pueden confundirese con FT, 

como son la brucelosis, mononucleosis, influenza, y otras ( Hook, 1990). Por 

lo tanto, es necesario tener un método diagnóstico sensible, específico y rápido 

que pueda diferenciar FT de otras infecciones; Verdugo et al., (1992), han 

reportado un ELISA altamente específico en la primera semana de la infección; 

sin embargo, la utilización de sondas de DNA podría resolver este problema, 
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con una mayor sensibilidad y especificidad. 

4.- MEMBRANA EXTERNA 

Las bacterias gramnegativas tienen una cubierta celular que está 

compuesta de: una membrana interna o citoplásmica y una externa, las cuales 

están separadas por una pared de peptidoglicano. La membrana interna se 

compone de una bicapa fosfolipfdica y de una variedad de polipéptidos. Sus 

funciones son la generación de energía, el transporte activo, la biosínstesis y 

excreción de componentes tóxicos del interior. La región que separa la 

membrana interna de la externa se llama periplasma, el cual está 

probablemente localizado entre el gel de peptidoglicano y la membrana. Esta 

región contiene proteínas y oligosacáridos aniónicos como el peptidoglicano y 

la membrana citoplasmática (Hancock, 1991; Nakae, 1986). 

La membrana externa (ME) juega un papel muy importante en la 

fisiología de las bacterias gramnegativas, ya que es una bicapa totalmente 

asimétrica compuesta de fosfolípidos y de lipopolisacáridos (LPS), estos 

últimos confieren a la ME sus propiedades de barrera física y funcional entre 

la célula y el medio que la rodea. El LPS es un componente característico de 

Ja membrana externa. Es una molécula anfifílica, que contiene una región 

hidrofóbica, determinada en gran parte por la fase lipídica del lado interno de 

la membrana; ésto permite la entrada selectiva de moléculas hidrofóbicas a la 



membrana citoplásmica, por lo que protege a las células de agentes nocivos, 

como la acción detergente de sales biliares, y de la degradación de enzimas 

digestivas. El LPS tiene un papel relevante en la relación huésped parásito, y 

en la resistencia que poseen las bacterias gramnegativas a una serie de 

antibióticos (Nikaido et al., 1991; Nikaido y Vaara, 1985) y en procesos de 

resistencia a complemento, fagocitosis y otros fenómenos de respuesta 

inmune (Nakae T., 1986} 

5.- PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (PME) 

La ME posee tres o cuatro proteínas principales, presentes en un alto 

número de copias (105 por célula), algunas de las cuales forman poros de 

difusión pasiva (porinas), que permiten el paso a través de la membrana de 

pequeñas moléculas hidrofílicas (400·600 Da), y sirven como receptores de 

fagos y colicinas. Las porinas tienen una composición de aminoácidos y peso 

molecular similar (35 - 45 kDa). Cruzan inmunológicamente y la unidad 

funcional formadora de los poros es un trímero (Mizuno et al, 1983). Se ha 

observado, por estudios de microscopía electrónica, que presentan orificios 

separados en la superficie externa, que forman un canal único 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 cómo cada monómero se integra en la ME, de tal forma que 
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cruza varias veces. Se sabe que las PME tienen regiones hidrofóbicas cortas, 

que son las partes fundamentales para que la proteína pueda atravesar la 

membrana. La estructura secundaria de las porinas es predominantemente de 

hojas beta, y conforman dos terceras partes del esqueleto de la proteína. 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 

microscopía electrónica y por cristalografía de rayos X (Nikaido y Vaara, 1985) 

(Fig.1). 

La porinas más estudiadas son los productos de los genes ompC, ompF 

y phoE de E.coli K-12. Las proteínas OmpC y OmpF, están reguladas por la 

osmolaridad y la temperatura del medio. y PhoE se expresa en condiciones de 

limitación de fosfatos (Nikaido and Vaara, 1985). La proteína estructural OmpA 

es un monómero 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 conjugación (Nikaido y Vaara, 1985). 

En los últimos años, se ha dado mucha importancia a las PME de las 

bacterias, no sólo por sus posibles implicaciones en la patogenia, sino como 

antígenos de superficie, al observarse la presencia de anticuerpos específicos 

en el suero de enfermos, tanto en fase aguda como en fase convalesciente 

(Calderón et al, 1986; Verdugo et al., 1992). 

Se ha comprobado que las PME inducen inmunidad protectora en 

ratones, contra S.typhimurium y S.typhi, (lsibasi et al., 1988). Además de ser 

inmunogénicas, las porinas, son capaces de conferir proteccción duradera y de 
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inducir el desarrollo de hipersensibilidad retardada, considerada una 

manifestación de la inmunidad celular (Udhayakumar and Muthukkaruppan, 

1987 a,b; Matsui y Arai, 1991), también se ha demostrado que las porinas 

pueden inducir inflamación durante la infección y que probablemente participen 

en la activación del complemento durante dicho fenómeno (Galdiero et al., 

1990). En el caso de las porinas de S.typhi se les ha atribuído un efecto 

hemolítico en eritrocitos de humano (Calderón 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 proteína de membrana externa OmpC. Se ha 

observado que esta proteína 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 expresión de OmpC de S.typhi es dependiente del 

activador transcripcional OmpR de E.co/i, lo cual demuestra que existen 

diferencias entre los mecanismos de osmoregulación 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 infección, 

debido a que la osmolaridad del suero humano (0.9% de NaCI) es equivalente 

a la alta osmolaridad utilizada en el laboratorio (10% de sacarosa) (Nikaido y 

Vaara 1985). Además, se ha demostrado la presencia de anticuerpos 

específicos en sueros de pacientes (Verdugo, et al., 1992), lo cual sugiere que 

esta proteína es un buen antígeno candidato para ser evaluado en diagnóstico 

y vacunación. 

Recientemente, se ha propuesto un modelo común de la estructura de 

las porinas, incluyendo a OmpC de S.typhi (Nikaido, 1991). Dicho modelo se 

basa en la estructura tridimensional de una PME de Rodhobacter capsulatum, 

obtenida a baja resolución por rayos X, en donde cada poro del monómero 

consiste de un barril de 16 hojas beta (Weiss et al, 1990). Asimismo, se basa 

en la secuencia de aminoácidos de OmpC (Puente et al., 1989) y del 

alineamiento de las secuencias de aminoácidos 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 proteína 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 señalan también las regiones en 

donde hay diferencias con su contraparte en E.coli (denominadas 

a,b,c,d,e,f,g,), además de los aminoácidos conservados entre ambas proteínas. 
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11.- ANTECEDENTES 

Nuestro grupo ha realizado investigación en el área de las infecciones 

producidas por S.typhi y Campy/obacter spp., con el fin de saber más acerca 

de la biología molecular de estas bacterias y generar conocimiento básico, en 

regulación genética, en la relación huésped -parásito, en la definición de 

inmunógenos referentes para marcar la pauta en el desarrollo de medidas más 

eficientes para diagnóstico, control y prevención de las enfermedades que 

producen. 

Los trabajos previos utilizados como cimiento para la realización de esta 

tesis fueron : 

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

1059 (Puente et al., 1987). 

b) Se clonó y caracterizó el gene para la proteína de membrana externa 

OmpC (Puente et al., 1987; Puente et al., 1989); así mismo, se 

estudiaron aspectos de la regulación del gene (Puente et al., 1991 ). 

c) Se ha demostrado, por experimentos de ELISA. que pacientes con 

FT generan anticuerpos específicos en contra de preparaciones de 

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

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

el desarrollo de una sonda específica que sea útil con fines diagnósticos. 

IV.- OBJETIVOS ESPECIFICO$ 

1.-Anallzar si existe polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción (PLRF) de diferentes aislados clínicos de S.typhiy de otras 

especies de Salmonella spp., generados por el gene ompC. 

2.-Comprobar si existe PLFR, utilizando oligonucleótidos diseñados a 

partir de las diferencias nucleotídicas en los genes ompC de S.typhi 

y E.coli, en aislados clínicos de S.typhi y en otras especies de 

Salmonella spp. 

3.-Determinar la especificidad de los oligonucleótidos probados para 

S.typhi 

4.-Comprobar si existe polimorfismo en el DNA de las áreas aledañas 

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

Las cepas de Indonesia tienen el antígeno H llamado z66 por Le Minor, que 

las hace tener movilidad diferente a la de S.typhi con antígeno H conocido 

(d)(LeMinor et al, 1981). 

3.- Salmonella arizonae, aislada de líquido articular de una paciente con artritis 

séptica (laboratorio de Microbiología Clínica del Instituto Nacional de la 

Nutrición Salvador Zubirán INNSZ). Seroiógicamente sólo aglutinó con el 

antisuero polivalente de Salmonella spp., de los grupos A hasta el 1 más Vi 

(serobac antisuero S-1, Bigaux Diagnóstica México,D.F.). 

4.- Salmonel/a worthington serotipo G2 (1, 13,23, z), aislado clínico 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 Microbiología Clínica del INNSZ. 

6.- Salmonel/a aberdeen serotipo F (11, i, 1,2), cepa de referencia (Bigaux 

Diagnóstica). 

7.- Salmonel/a anatum serotipo E1 (3, 1 O e,h 1,6), cepa de referencia (Bigaux 

Diagnóstica). 

8.- Salmonella typhiTy2 D 9,12 d,Vi, ATCC 19430. 
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9.- Salmone/la gallinarum serotipo 9, 12, cepa de referencia de la Facultad de 

Veterinaria, UNAM. 

10.-Salmonella typhilMSS-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 co/iQ359 (hsdA-, 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 

Diagnóstica). 

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

Diagnóstica). 

14.-Salmonella spp. aislado clínico serogrupo B de un paciente con 

gastroenteritis (Laboratorio de Microbiología Clínica del INNSZ) (serobac 

antisuero S-4, Bigaux Diagnóstica). 

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

Diagnóstica). 

16.-Salmonella typhimurium L T2, cepa de referencia SL937; cepa silvestre de 

Herzberg. 

18.-Salmonella typhi "JM", Salmone//a typhi "La Raza", Salmonel/a typhi "H-

185", serotipo D (9, 12,d Vi), son aislados clínicos 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 clínico de un 

paciente con FT en una comunidad de Chiapas. 
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20.-Salmonella typhiMK04, MK12, MK13, MK15, MK20, MK24, MK27, MK28, 

MK29, MK30, MK31, MK33, aislados de pacientes con diferentes cuadros 

clínicos de FT, incluyendo: cuadro clínico clásico con fiebre, hepatitis, 

diarrea, y portador asintomático. El aislamiento y la identificación de la 

especie fue hecha en el Departamento de lnfectología del INNSZ. 

21.-0tros bacilos gramnegativos: Klebsie/la pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 

Shigella boydii, Yersinia spp., Enterobacter cloacae, Enterobacter 

aerogenes, Serratia marcescens, Citrobacter ama/onaticus, Citrobacter 

freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Kluyvera 

spp., Pseudomonas aeruginosa, estas cepas fueron aisladas e identificadas 

en el laboratorio de Microbiología Ciínica del INNSZ. 

2.- EXTRACCION DE DNA 

Las cepas se crecieron inicialmente en placas de agar Mac Conkey, se 

tomó una colonia y se inoculó en un matraz con 50 mi de caldo soya 

tripticaseína. Las cepas se incubaron en agitación a 37ºC toda la noche. La 

extracción de DNA cromosómico se realizó 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 µg de DNA de las cepas de Sa/monella spp. con las 

siguientes enzimas de restricción : BgAI, EcoRI, EcoRV, Haellla, Hhal, Hinfl, 

Mspl, Rsal, Sal13A y Taql. Los fragmentos generados por las tres primeras 

enzimas fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, 

con amortiguador tris-acetatos al 1 X. Los fragmentos obtenidos con las 

enzimas restantes fueron separados mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 6%, con amortiguador tris-boratos al 1 X. 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 

fijación del DNA se llevo a cabo mediante el secado del filtro en un horno a 

vacío a 80ºC, durante dos horas (Maniatis et al., 1989). 

Se marcaron 200ng de DNA del gene estructural ompC por el método de 

translado de corte ("Nick translation"). El intervalo de actividad específica fue 

entre 106 
- 1 Oª cpm/µg . El filtro fue prehibridado con una solución de 

Denhardt 10X {0.2% de ficoll, 0.2% de polivinilpirrolidona y 0.2% de albúmina 

bovina), buffer de fosfatos 0.1 M, SSC SX (citrato de sodio 0.075M, cloruro de 

sodio 0.75M) y de DNA de timo de ternera 0.1mg/ml, durante tres horas. La 

solución de hibridación fue la misma que la de prehibridación. La hibridación 

se llevó a cabo con 106 cpm/carril a 65ºC, durante 12 a 16 horas, después de 

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

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

Se digirieron 5µg de DNA de las enterobacterias con EcoRV y los 

fragmentos se separaron por electroforesis en gel y se transfirieron a un filtro 

como se describió en el párrafo anterior. 

Los filtros se prehibridaron con una solución de SSC 5X, formamida 

30%, Denhardt 1 OX, Tris-HCI pH 7.5 50 mM y DNA de timo de ternera o. 1 

mg/ml por tres horas. La hibridación se hizo con la misma solución, con 106 

cpm/ carril de sonda radioactiva, a 42°C, durante 12-16 horas. Los filtros se 

lavaron en condiciones estrictas (SSC 1 X, SOS 0.1 %, 65ºC, 60 min) y se 

expusieron en un cassette con una película de rayos X. 

4.· DISEÑO E HIBRIDACION TIPO "SOUTHERN BLOT" CON 

OLIGODEOXIRRIBONUCLEOTIDOS 

Se diseñaron nueve oligodeoxirribonucleótidos (oligos C1-C9), 

complementarios a la secuencia nucleotídica de siete regiones variables entre 

los genes ompC de S.typhiy de E.coli. Todos ellos están en dirección 5'~ 3' 

y son 100% homólogos a la secuencia de S.typhi (Puente et al., 1989) (Fig.3, 

Tabla 1). Se marcaron 10 pmoles de cada uno de los oligos, con 70µCi de 

gamma-ATP-32P y 10 unidades de polinucleótido cinasa. La marca no 

incorporada se separó en una columna de 800 µI de Biogel P-30 contenida en 
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un tubo Eppendorf utilizando una centrífuga clínica (Maniatis et al., 1989). Se 

cuantificó la radioactividad en un contador de centelleo. La actividad específica 

estuvo en intervalos de 1 oª - 109 cpm/µg de o ligo. El filtro de nitrocelulosa fue 

prehibridado en una solución de SSC 6X, Oenhardt 5X, pirofosfato de sodio 

0.05%, ONA de timo de ternera 0.01 mg/ml y SOS 0.05%. La solución de 

hibridación fue: SSC 6X, Denhardt 1X, ,ANA 100µg/ml, pirofosfato de sodio 

0.05%, SOS 0.1 %. La hibridación se llevó a cabo con 106 cpm, del oligo 

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

condiciones relajadas (SSC 2X, SOS 0.1 %) hasta condiciones muy estrictas 

(SSC 0.1 X, SOS 0.1 %). La temperatura de lavado se hizo en base a Ja Tm de 

cada uno de los oligos. Posteriormente, Jos filtros se expusieron en un cassette 

con una película sensible a Rayos X (Maniatis et al., 1989). 
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS DE LOS OLIGOS UTILIZADOS 

SECUENCIA (5'~3') L o/oG+C Tm 

c1 GÁCGACAAA~GCAGCGÁC 18 61 58 

C2CAGACTGAAGGCAGCAACGAC 21 57 66 

C3GCGTGAGCGGTGAAAACACC 20 60 64 

C4CAATCGGCGAAGGCTTCTCTG 21 57 66 

C5ACACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 23 56 82 

C6GGTGGACGGGTTGCTGCCGTTAGAGGT 27 62 87 

C7GCCGTTGCTGATGTCCTT 18 55 56 

C8CTGGTCGCCATAGCTGGCGC 20 70 68 

C9CGCATCGCGGGTAAAGTCGTTTTTA 25 48 89 

L= longitud (nucleótidos) 

GC: o/o guanina + citosina 

Tm: temperatura de disociación (50%) 

El punto arriba de cada nucleótido indica homología con el gene de E.coli. 
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5.· HIBRIDACION TIPO "SOUTHERN BLOT" CON FAGO VFC1 

En nuestro laboratorio, se construyó un banco de genes de S.typhi en 

el vector fago lambda 1059, del que se aisló 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 hibridación tipo "Southern blot" 

contra DNA de las cepas de Salmonel/a spp. digeridas con EcoRV y Bgfll . Las 

condiciones de hibridación fueron: 40% de formam ida , 42ºC, 12-16 horas. Les 

filtros se lavaron en condiciones estrictas (SSC 0.1 X, SOS 0.1 %, 65ºC, 30 min) 

y se expusieron en un cassette con una película 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 Salmone//a el gene 

ompC se ecuentra conservado dentro del género Salmone//a spp., se hizo 

análisis de PLFR en DNA de quince cepas de Sa/monella spp., con diez 

diferentes enzimas de restricción. 

Los hallazgos fueron: 

a) No se observó PLFR ya que todas las cepas mostraron un patrón único para 

cada una de las enzimas probadas (Fig.4A), con excepción de Haelll con la 

cual S.typhi presentó un patrón único diferente a todas las demás especies 

(Fig.48). 

b) S.arizonae fue la única que presentó polimorfismo con todas las enzimas 

probadas (datos no mostrados); más aún, cuando el lavado fue en condiciones 

estrictas la señal desapareció (Fig.4A y 48). 

En la figura 5 se muestra la hibridación tipo Southern del gene ompC de 

S.typhi contra el DNA de diierentes especies de Salmone//a cortado con 

EcoRV. Se observa que el gene híbrida con todas las cepas de Salmone//a 

spp. probadas en una banda de 2.3kb como se había demostrado 

anteriormente en S.typhi (Puente et al., 1987). 

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

homólogas a ompC están contenidas en un fragmento del mismo o de otro 
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tamaño, en otras enterobacterias, se hizo un experimento control en el que se 

hibridó el DNA de 13 enterobacterias, digeridos con EcoRV, contra el gene 

ompC. En la Figura 6 se muestra el resultado, en ella se observa que hubo 

señal de hibridación con bandas de diferente tamaño para cada una de las 

cepas probadas; nótese que solamente S.typhi hibridó con una banda de 2.3 

kb. 

2.- HIBRIDACION CON OLIGOS 

En los resultados obtenidos en el análisis de PLFR, pudimos observar 

que el gene ompC está conservado en las diferentes especies de Sa/monella 

probadas. Sin embargo, para hacer un estudio más fino de la variabilidad del 

gene y comprobar si podrían generarse patrones de hibridación heterogénea 

entre diferentes especies de Salmonella, así como entre diferentes aislados de 

S.typhi, se probaron nueve oligos llamados C1-C9. Estos fueron diseñados a 

partir de las regiones variables entre los genes ompC de E.co/iy S.typhi (Fig.3) 

(Puente et al .. 1989). 

Los hallazgos de la hibridación tipo "Southern blot," del DNA de 

diferentes salmonelas contra los oligos fueron :C1, C2, C3, C4, C7, es y C9 

hibridaron con todas las salmonelas en una banda de 2.3kb, con excepción de 

S.arizonae, que no hibridó con ninguno de los nueve oligos probados; ni con 

E.coli, que fue la cepa utilizada como control negativo (Fig. 7A,B; Tabla 11). El 

oligo C5, no hibridó con, S.arizonae, S.aberdeen ni con S.gallinarum (Tabla 11); 
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el oligo C6 no hibridó con las tres anteriores ni con S.worthington, S.enteritidis, 

(Fig. 7B, Tabla 11). 

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

Los resultados obtenidos al hacer el análisis de la variabilidad del gene 

ompC, mediante el uso de PLFR y con la hibridación de oligonucleótidos cuyas 

secuencias se encuentran contenidas en dicho gene, nos mostraron que se 

encuentra conservado en el género Salmonella. 

En vista de ésto, se decidió comprobar si había variabilidad en el DNA 

de áreas aledañas al gene o si dichas áreas estarían también conservadas. 

Para ello se marcó radioactivamente el fago lambda VFC1 y se hizo hibridó 

contra el DNA de quince aislados de Sa/monella cortados con EcoRV y con 

BgAI, se encntró una banda de hibridación única en un fragmento de 3.3kb con 

EcoRV para S.typhi (Fig.8). Con BgAI se encontró también una banda única 

para S.typhi de 1.7kb (Fig.9). Posteriormente, se digirió el DNA del fago VFC1 

con EcoRV y con Bgnl. Con EcoRV aparecieron varias bandas de 

aproximadamente 3 a 3.5kb, lo cual no nos pudo ayudar a distinguir la banda 

que buscábamos. 

En la digestión con BgAI, encontramos bandas separadas, una de 

aproximadamente 3kb y otra de aproximadamente 1.7kb. Estos resultados nos 

sugerían que probablemente una de estas bandas o las dos pudieran hibridar 

sólo con S.typhi. 

Por lo tanto, el siguiente paso fué digerir el DNA del fago VFC1 con 
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BgAI. Se cortaron cada una de las bandas obtenidas de un gel preparativo 

(19.B Kb, 3kb, 1.7kb), se purificaron se marcaron radioactivamente y se 

hibridaron contra el DNA de salmonelas cortado con EcoRV y se encontró que: 

con la banda de 3kb, no se presentó polimorfismo (Fig. 10); con la banda de 

1. 7 kb se presentó polimorfismo para la mayoría de las salmonelas (Fig.11 ); 

con la banda de 19.Skb del fago, como sonda, apareció nuevamente una 

banda única para S.typhide 3.3kb (Fig.12). 
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Flg. 1.- Modelo esquemático de la membrana externa de E.coll y S.typh/mur/um. 

Esquema donde se muestran las porinas (trímeros de proteína) de la membrana 

exerna, se observan los orificios separados que forman un canal único 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 proteína OmpC de S.typhl. 

Esquema hipotético en donde se muestran las regiones que se postulan están expuestas. Las secuencias 

encerradas en un cuadro, son las siete regiones variables entre S.typhiy E.co/i (a-g). Los aminoácidos (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 círculo son aa altamente conservados entre las dos secuencias, y participan 

en la formación de poro. 
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Fig.3.· Secuencia de aminoácidos del gene ompC de S.typhl. 
Abajo de la secuencia de aminoácidos del gene ompC de S.typhi, se encuentran 
los aminoácidos que difieren con su contraparte en E.coli. Las secuencias de 
aminoácidos encerradas en los cuadros corresponden a las regiones del gene 
para las cuales se sintetizaron los oligonucleótidos utilizados en los experimentos 
de hibridación {C1-C9). Todos están en dirección 5'-)3' y son 100% homólogos 
a la secuencia de S.typhi. 
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TABLA II.- OLIGOS UTILIZADOS Y RESULTADOS DE LA HIBRIDACION. 

SECUENCIA (5'--~3') L GC Tm l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Cl GACGAClvV•GGCAGCGAC 18 61 58 + + ± + + + + + + - + + + 
C2 CAGACTGAAGGCAGCAACGAC 21 57 66 + ... - + + + + + + - + + + + + + 
CJ GCGTG!,GCGGTGMN,Cl•CC 20 60 6"' + + + + + + + + + + + 
C1l CAATCGGCGlu'\GGCT'l'CfCTG 21 57 GG 

úJ C~ ACACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 23 56 82 

01 C6 GGTGGACGGGT'l~C'!'GCCG'I?AGAGGT 27 62 87 + + - - + - + ... + + + ... + 
C'l GCCGT'l~CTGATGTCCTT lll 55 56 + + + + + + + + + + + + + + 
Cil CTGGTCGCCATAGCTGGCGC 20 70 68 + + + + + + + + + + + + + + 
C9 CGCATCGC=TAAAGTCGTTTTTA 25 43 89 
----------------------------------------------------------------------------------
L= Longitud (nucleótidos) GC: i guanina + ci~oc5.na; Tm = ten;peratura de disociación (50i). 

1.- S.typhi Ty403 5.- S.enteritidís 9. - S'. gall inaru.m 13.- S.paratyphiB 
2.- s. typhi '!'¡~04 6.- S.anatwn 10.- E.coJ.i l~. - SaLmonellaaruooB 
:t.- S.arizonae 7.- S.a.b~rdeen l.!.- 8.typlli !MSS-1 15. - .r;".manhattañ -
4.- S.worthington 8.- S.typhi 'I'y2 12. - :J.paratyphill l6. - s. typhimuriumSL937 
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O> 

Fig.4.- Hibridación del gene ompC de S.typhi, contra DNA de salmonelas. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del gene radioactivo ompC de S.typhi contra DNA de 
salmonelas cortado con Rsal (A) ó Haelll (B):1.-S.typhiTy403 2.-S.typhiTy404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington 
5.-S.enteritidis 6.-S.antum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhiTy2 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.- Hibridación del gene ompC de S.typhl contra DNA salmoneras cortado con EcoRV. 

Autorradiograma de la hibridación tipo Southern con DNA de 1.-S.typhiTy403 2.-S.typhiTy404 3.-S.arizonae 
4.- S. worthington 5.- S.enteritidis 6.- S.antum 7.-S.aberdeen 0.-S.typ/Ji Ty2 9.-S.gallinarum 10.-E.coli 11.-S.typhi 
IMSS-1 12.-S.paratyp/Ji A 13.-S.paratyphi B 14.-S.manhattan 15.- S.typhimurium SL937. 
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Fig.6.- Hibridación del gene ompC de S.typhi, contra DNA de diferentes enterobacterias, cortado con EcoRV. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern con DNA de : 1.-E.cloacae 2.-E.aerogenes 3.-S.marcescens 
4.-P.mirabilis 5.-P.vulgaris 6.-Koxytoca 7.-Kpneumoniae 8.-Kluyvera sp. 9.-S.typhi 10.-E.coli 11.-E.coli 
12.-Sh.fexnerii 13.-C.freundii. 
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Fig.7.- Hibridación de oligos contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV. 

Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del oligo C1 (A) ó C6(B) contra DNA de salmonelas: 1.-S.typhiTy403 
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.gal/inarum 10.-E.coli11.-S.typhilMSS-112.-S.paratyphiA 13.-S.paratyphiB 14.-S.manhattan 15.-S.typhimurium 
SL937. 
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Fig.8.- Hibridación del DNA del fago lambda VFC1 contra DNA de salmonellas cortado con EcoRV. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del DNA del fago lambda VFC1 con DNA de salmonelas: 
1.-S. worthington 2.-S.enteritidis 3.-S.anatum 4.-S.aberdeen 5.-S.typhi Ty2 6.-S.gallinarum 7.-S.typhi IMSS-1 
8.-S.paratyphi A 9.-S.paratyp/ii B 10.-Salmonella grupo B 11.-S.manhattan 12.-S.typhimurium. 



-~·-·· ------------

Bg l Il 

kb 2 3 4 5 6 7 8 9 JO 11 12 13 

t ')_4--

23.1~ 

6.!J--

4 3----

.¡,.. 

. .,. .,. 

,. 

S.typhi S.typhi s. t yphi 

Fig.9.- Hibridación del DNA del fago lambda VFC1 contra DNA de salmonellas cortado con Bgnl. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del DNA del fago lambda VFC1 con DNA de salmonelas: 
1.-S.paratyphi A 2.-fago lambda Hind 111 3.-S.typhi IMSS-1 4.-E.coli 5.-S.gaflinarum 6.-S.typhiTy2 7.-S.aberdeen 
8.-S.anatum 9.-S.enteritidis 10.-S. worthington 11.-S.arizonae 12.·S.typhi Ty404 13.-S.typhi Ty403. 



.¡:::.. 
f\) 

kb 

23.1--
9.4-
6.5--

4.3--

2.3--

2.0~ 

Eco RV 

234 5 6789 

¡ 

---------

10 11 12 13 14 15 16 

~ 

• 
-· • ---- - .. 

Fig.10.- Hibridación del fragmento de Bgnl contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del fragmento de 3kb obtenido de la digestión del fago lambda 
VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.-S.typhiTy403 2.-S.typhiTy404 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.manhattan 16.-S.typl1imurium SL937. 
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Fig.11.- Hibridación del fragmento de Bgnl contra DNA de salmonelas cortado con EcoRV. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del fragmento de 1.7kb obtenido de la digestión del DNA del fago 
lambda VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.- Marcador lambda cortado con Hindlll 2.-S.typhiTy403 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.co/i 12.-S.typhi IMSS-1 13.-S.paratyphi A 14.-S.paratyp/ii B 15.-Sa/mone//a grupo B 16.-S.manhattan 
17.-S.typhimurium SL937. 
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Fig.12.- Hibridación del fragmento de Bgnl contra DNA de salmonclas cortado con EcoRV. 
Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del fragmento de 19.Bkb obtenido de la digestión del DNA del fago 
lambda VFC1 contra DNA de salmonelas: 1.-S.typhiTy403 2.-S.typhiTy404 3.-S.arizonae 4.-S.worthington 
5.-S.enteritidis 6.-S.anatum 7.-S.aberdeen 8.-S.typhi Ty2 9.-S.gal/inarum 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 polimorlismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción. Esto probablemente nos podría permitir clasificar a las diferentes 

cepas de acuerdo a su origen geográfico, o bien, a los síntomas clínicos que 

inducen (Calva et al, 1988). 

El objetivo principal de este trabajo fué estudiar secuencias específicas 

de S.typhi, que nos permitieran obtener conocimientos básicos acerca de la 

estructura de esta bacteria y determinar la posibilidad de su aplicación como 

una sonda diagnóstica. Para ello, se utilizó 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 genómico con una frecuencia promedio de 256 pb. Por los 

resultados obtenidos, pudimos constatar que dicho gene se encuentra 

conseivado ya que no se observó PLRF con ninguna de las salmonelas 

probadas, con excepción de S.arizonae (datos no mostrados). Por ello, este 

gene, podría ser utilizado como un marcador genético en la identificación del 

género Salmonella. 
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Observamos que utilizando la enzima Haelll se obtiene un patrón unico 

para S.typhi (Fig.48); ésto nos proporciona un marcador adicional para 

diferenciar o corroborar los aislados clínicos 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 importante señalar que S.arizonae no hibridó contra el gene ompC 

de S.typhi, lo que la hace diferente de todas las cepas probadas del género 

Salmonella. Ewing (1963) clasificó por pruebas bioquímicas a Salmone//a y 

Arizonae como dos géneros distintos, y propuso el nombre Arizona hinshawi. 

Después Cresa et al. (1973) demostraron, por estudios de reasociación de 

genoma a genoma, una similitud del 70-80% entre los genomas de 

S.typhimurium y S.arizonae. Posteriormente también con estudios de 

reasociación parecidos a los de Cresa (1973), se demostró 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 clínico 

producido por S.arizonae es siempre una infección de tipo localizada, como 

resultado de la diseminación del microorganismo de sangre o de médula ósea. 

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), 

realizó un estudio retrospectivo de seis años en donde se encontraron diez 

casos de infección por S.arizonae. La infección currió predominantemente en 

pacientes inmunocomprometidos. El cuadro clínico 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 

Salmonelfa puede ser atribuída a: 1 o.- S.arizonae puede ser más invasiva que 

Salmonelfa en el hombre y 2o.- 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 bioquímicas 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 adaptación del hospedero. Sin embargo, cuando 

nosotros probamos aislados de diversos grupos antigénicos y diferentes 

especies por pruebas bioquímicas, encontramos que todas hibridan con el 

gene ompC de S.typhi. Así mismo, en un estudio (Galán et al., 1991) de la 

distribución de los genes inv A, B, C y D de S.typhimurium entre 91 aislados 

clínicos de diferentes serotipos de Salmonelfa, se mostró que todas, con 

excepción de S.arizonae, fueron capaces de penetrar en células Henle-407, 

más aún cuando se hizo hibridación tipo "Southern blot'' de los 91 aislados, 

utilizando como sonda los genes inv A, B, C se mostró que éstos se 

encuentran conservados en el género Salmonella, en tanto que S.arizonae 

presentó un patrón de hibridación significativamente diferente, sugiriendo con 
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ésto que el operen inv A B C no es funcional en esta bacteria y por lo tanto su 

comportamiento no es como el de las demás salmonelas, cuando se probó 

como sonda el gene inv D, éste se encuentra también conservado en el género 

Salmone/la, con excepción nuevamente de S.arizonae con el cual no hibridó. 

Los resultados que obtuvimos y los datos de Galán (1991) nos apoyan 

para sugerir que S.arizonae filogenéticamente no debe incluirse en el género 

Salmonella como se ha postulado por estudios de reasoclacción elaborados 

por Crosa (1973). 

Sin embargo, es necesario profundizar este estudio, ya que en este 

trabajo solo se probó un aislado de S.arizonae. Debido a ésto, será 

conveniente probar más aislados de S.arizonae y 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. 

Además, independientemente de los resultados que se obtengan, sería 

importante que se aislara y caracterizara el gene ompC de S.arizonae con el 

cual se puede obtener conocimiento básico, taxonómico y de patogenicidad y 

compararlo contra el gene ompC de S.typhi para determinar sus diferencias y 

semejanzas. 
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2.-HIBRIDACION CON OLIGOS 

Como ya se ha dicho an:eriormente, es importante hacer la identificación 

del microorganismo en diversas áreas incluyendo investigación básica y 

aplicada. Las técnicas de hibridación de DNA podrían incrementar la rapidez 

y disminuir los métodos laboriosos de identificación de microorganismos, 

además se podría incrementar la precisión, porque el uso de marcadores 

genéticos de identificación es independiente de la expresión fenotípica de los 

microorganismos. 

El principal objetivo del diagnóstico de las enfermedades infecciosas con 

sondas de DNA, es la deteccción e identificación temprana de un organismo 

patógeno directamente de una muestra clínica. Esto debe realizarse de forma 

rápida y específica para el cuidado y tratamiento del paciente. 

El primer paso para desarrollar sondas de DNA es encontrar una pieza 

de DNA única 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 están expuestas, las cuales podrían ser 

utilizados corno sondas para la identificación de diversas especies de 

enterobacterias (Spierings, et al., 1989). Por otro lado, se ha propuesto la 

utilización de oligonucleótidos complementarios a regiones específicas del gene 

ompCde Styphipara la identificación de aislados clínicos de Sa!monel/a (Calva 

et al., 1988). 

En este trabajo se probaron nueve oligonucleótidos totalmente 

homólogos 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 aminoácidos que forman parte de epítopes 

probablemente expuestos (Fig.2). Nuestros resultados mostraron que todos los 

oligos hibridaron en una misma banda con todos los aislados de Salmonel/a 

probados, con excepción de los aligas C5 y C6. 

El aligo C5, se encuentra en la región E de la proteína (Figs.2 y 3), entre 

los aminoácidos 203-210 la cual se ha postulado como expuesta en la 

membrana externa; el aligo C6 corresponde a la región F (Figs.2 y 3) entre los 

aminoácidos 247-255. Nosotros hubieramos esperado que este aligo fuera un 

buen candidato para probarlo como sonda género o especie específicos ya que 

este aligo corresponde a una región de S.typhi que no existe en E.coli (Fig. 3); 

sin embargo, es éste el que mostró mayor variabilidad entre las especies de 

Sa/monella, lo cual podría indicar que es una inserción obtenida por el género 

Salmone//a en forma evolutiva, pero que tiene cambios de uno o más 

aminoácidos en esta región. No sabemos si estos cambios pudieran determinar 

una característica diferente de la proteína, como por ejemplo servir de receptor 

para diferentes bacteriofagos o inclusive conferir la especificidad hacia el 

hospedero. 

Los resultados obtenidos con los aligas, corroboraron los resultados 

obtenidos con el análisis de PLRF, demostrando que el gene ompC está 

conservado dentro del género Salmonella. Esto pudiera deberse a que las PME 

de las enterobacterias están en contacto con el medio ambiente, el cual 

probablemente ejerce presión selectiva para la conservación de la proteína a 
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través de la evolución. 

En este trabajo se empezaron a probar parejas de eliges con la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR), para determinar las condiciones de la 

reacción y poder probarlos en muestras clínicas. El sistema PCR, produce un 

enriquecimiento selectivo de una secuencia específica de DNA por un factor 

aproximado de 106
• La metodología requiere de dos eliges sintéticos que 

funcionen corno iniciadores y que flanqueen una secuencia blanco, la cual es 

amplificada durante la reacción (Saiki et al., 1985; Saiki eta al., 1988). La 

reacción procede con ciclos repetidos de desnaturalización del DNA por calor 

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

cual varía dependiendo de la Trn del elige) y de la extensión de los iniciado;es 

apareados con DNA polimerasa (72ºC). 

Esta última es una enzima terrnoestable de Thermus aquaticus. De las 

combinaciones que se probaron los eliges C2 y C7 (datos no mostrados), son 

los que se podrían empezar a probar directamente en las muestras clínicas, 

ambientales y en control de calidad de alimentos. 

Este tipo de estudios no se han realizado directamente en el laboratorio 

clínico, aunque ya se han probado algunas metodologías para la identificación 

de aislados de Salmonella en Perú e Indonesia (Rubin et al., 1988) y 

posteriormente en muestras de sangre, utilizando un método de concentración 

de células (DuPont lsolator) en filtros de nylon, el cual es colocado en un 

medio de cultivo e incubado toda la noche para la amplificación 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 hibridación para E.coli enterotoxigénica y C.jejuni, cuando se utiliza 

DNA purificado en lugar de colonias crecidas toda la noche en filtros de papel; 

además, con el DNA purificado se puede utilizar directamente y en conjunto 

con la PCA. 

Se ha descrito un método de purificación de DNA de muestras de heces, 

el cual consiste en lisar la muestra con una solución de proteinasa K, urea, 

SOS, lauril sulfato de sodio y EDT A y luego pasarla por una columna 

extractora, la cual tiene propiedades de intercambio iónico y exclusión de peso 

molecular, junto con el uso de diferentes concentraciones de sal para unir, 

purificar y eluir DNA (Coll et al., 1989). 

Nuestros oligos podrían ser utilizados con DNA de muestras de heces 

de pacientes a quienes se les sospeche tengan infección por Sa/monella, se 

purifique DNA de la muestra con el método antes descrito y utilizar la PCR 

para amplificar la región de DNA que flanqueen estos oligos. 

La sensibilidad de un ensayo adecuado se logra, acoplando al detector, 

una molécula que genere una señal facilmente detectable (reportera). Las más 

comunmente usadas son las moléculas orgánicas fluorescentes y los grupos 

fosfatos marcados radioactivamente. Estos últimos tienen algunas 

inconveniencias: su vida media es muy corta, el costo es elevado, se requiere 

de una área especial de trabajo, son peligrosos en su manejo y es 

problemática la disponibilidad de sus desechos. Hay formas de marcaje no 

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

blctlna. 

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 señal de 

quimioluminiscencia; este consiste en unir el oligo a un éster de acridina (esta 

es la sonda marcada) y se pone a hibridar en solución con el DNA de la 

muestra previamente desnaturalizada, la sonda marcada se une al DNA 

blanco y se mide la quimioluminiscencia, la cual será proporcional a la cantidad 

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

3.- HIBRIDACION CON EL FAGO LAMDA VFC1 

Como ya se mencionó anteriormente, se ha visto que se puede utilizar 

el gene ompC de S.typhi como un marcador epidemiológico para la 

identificación de aislados del género Salmonella. Asimismo, se pueden también 

utilizar secuencias específicas del gene como oligos, con un sistema de 

amplificación (PCR) y acoplarlo a una molécula señal para la detección de 

Salmonella en muestras clínicas, alimentos contaminados y muestras 

ambientales. Existen además otras formas de obtención de sondas para la 

detección de patógenos. 

Las primeras sondas para identificar especies de Sa/monel/a han sido 
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desarrolladas por Fitts (1985), en la deteccción de Sa!monella en alimentos. 

Estas fueron obtenidas de un banco de genes de DNA cromosoma! de S. 

typhimurium, clonadas en un plásmido 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 mínimo de 18 horas de crecimiento 

y se han probado pocas muestras . 

Se ha reportado una sonda para detectar S.typtii (Rubín et al., 1985) 

obtenida a partir de la clonación de la región del antígeno Vi que codifica para 

el locus viaB de C.freundii. 

Sin embargo, se observó 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 Perú (Rubín et al., 1988), 

haciendo hibridación en colonia. Posteriormente fue utilizada en muestras de 

sangre de pacientes con fiebre, utilizando un método de concentración de 

células y amplificando con la incubación de las bacterias en filtros de nylon, 

durante toda la noche (Rubín et al., 1989). Esta sonda tiene el inconveniente 

de la incubación de la muestra para amplificar el número 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 cósmido vector pHC79. De los fragmentos contenidos se selecccionaron 

dos cósmidos y cada uno se probó como sonda con diferentes aislados de 

Sa/monella de brotes epidemiológicos de distintos lugares geográficos. 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 ANA ribosomai. 

Los genes que codifican para ANA ribosomal son el material genético más 

conservado en el reino de las bacterias y con frecuencia se producen más de 

103 copias por célula y, por lo tanto, es un excelente blanco para una sonda 

de DNA, debido a su alto número de copias que sirve como un sistema de 

amplificación in vivo. Este concepto ha sido explotado en el desarrollo de 

sondas diagnósticas para Legionella spp., Mycoplasma spp., algunas especies 

de micobacterias (Tenover, 1989) y bacterias gramnegativas (Barry et al., 

1990). 

En nuestro laboratorio se ha construído un banco de genes de S.typhi 

en el vector fago lambda 1059, del que se aisló un fago recombinante llamado 

lambda VFC 1. En este fago se tiene clonado un fragmento de 

aproximadamente 15 kb, el cual porta el gene ompC de S.typhi (Puente et al., 

1987). 

Al hibridar este fago versus DNA de diferentes salmoneias encontramos 

un patrón único de bandas para todas las salmonelas, pero lo más importante 

fué que se identificó una banda única para S.typhi. Estos resultados 

preliminares mostraron que podríamos encontrar secuencias específicas para 
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S.typhi a partir de este banco. 

En este trabajo sólo se llegó a determinar que dicha secuencia se 

encuentra pegada al brazo izquierdo del vector (ver resultados). Con esta pista 

se sigue trabajando sobre dicha región para obtener una secuencia especifica 

de S.typhi, la cual se pueda secuenciar y caracterizar con el fin de obtener 

información básica acerca de esta bacteria. como pudiera ser la especificidad 

de huésped, patogenicidad e información sobre procesos de inmunidad, etc. 

Por otra parte, se podría contar con una sonda específica para el diagnóstico 

temprano de la FT y, una vez conocida la secuencia, se podrían diseñar oligos 

para ser utilizados con sistemas de amplificación de señales, como PCR o con 

la Qbeta replicasa, los cuales se aplicarían a muestras clínicas acoplados a un 

sistema de detección no radioactivo. 
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XII.- CONLUSIONES: 

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

Salmone//a. 

- La enzima Haelll, genera un patrón de restricción único para S.typhi, con 

todas las demás enzimas utilizadas, no se generó PLFR. 

- Sa/mone//a arizonae presentó diferencias significativas con respecto a las 

otras salmonelas, ya que no hibridó con ninguno de los oligos, y presentó 

polimorfismo con todas las enzimas probadas. Estos resultados sugieren que 

S.arizonae debe ser considerada como un género aparte de Salmone/la. 

- Las secuencias que corresponden a los oligos es y C6 no están conservadas 

para todas las salmonelas probadas. 

- Algunos de los oligos probados en este trabajo, podrían ser utilizados para 

la deteccción de Salmonella. 

- La hibridación con el fago lambda VFC1 mostró una banda única para S.typhi 
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ABSTRACT 
Radioacti\'C oligodeoxynuclcotidcs, complcmcnt.ary to t.hc nucleolide (nt) portions that 

code for "ariablc regions bctwecn Salmone/la typrJ and Eschcrichia co/i OmpC protcins, 
wcre hybridized against Sout.hcm blot.s of genomic D:-;A from 15 srrains of Salmor.c/la. 
These compri~ j2 diífcrent sp:.cics drH.i inch.1d~j S. ;~·phi Ty2. L'.fSS-1 (3 ~k"i~'1 
rcference strain). Ty-403 and Ty~ (from Indonesia). An aligo corrcs¡:xinding to 
variable rcgion g did not hybridizc to ompC from S. worthington (group G\, S. 
gallinarum (group B), S. en1cn'1idis (group D), and S. abcrdeen (group F). Sim1larly. 
an elige from rcgion f did not hybridizc wit.h ompC from t.he lattcr threc st.rains. 

Sitc-directed mutagcncsis of a hydrophylic "ariablc rcgion was pcrfonned in arder 
to produce a gene coding for a chimeric OmpC protein with a 22 amino acid (:ia) inscn 
between rcsidues 160 and 161 of thc native prowin. Thc inscn contains an lS aa 
sequence comsponding to a rota\'irus c<Jpsid VP~ protcin neut.ralizing epitopc. The 
chimcric OmpCRVJ60 was cxprcssed and asscmbled within the outcr membrane. 

By oligodocx)11uclrotidc hybridization it is possible to obtain sorne information about 
Lhe gcnctic "ariability of Lhc Salmonclla ompC gene. and sitc-direi:te<l mutagencsis can 
be lL<ed to bcuer understand Lhc topology of t.he S. 1:prJ OmpC protcin. 

l. Introduction 

\Ve have previously reponed the cloning of the S. t)phi ompC gene1
• This 

gene cedes for a major outer membrane protein (0~1P) and consists of an open 
·reading frame of 1134 nt, corresponding to a protein of 378 aa; with a 21-aa 
signa! 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 leve!, and 77% similarity at the nt leve!. Seven ma.in 
variable regions in the OmpC protein were identified. Five of them correspond 
to hydrophilic regions and contain aa observed most frecuently in rurn 
configurations in soluble proteins. This suggest~ that these aa stretches could be 
locared on the exterior of the outer membrane·. 
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S. typlzi (i/11/>C gene c.\prc>>ion is 1101 inílucnccd by mcdium osmolarity in 
the same manncr ;is <'111/'C in E. coli. The OmpC protcin is highly cxprcssed 
when S. ryphi is ¡::rown in nurrit'nt hoth (\"!3; of k"' t \" B + ll'.c sucrosc) or 
high (;\B + 20'il sucrosc) osn10l:!rity 3. This .:-0;;:r.1.,1' 11 ith thc cxprc>>ion of E. 
co/i OmpC, which is clcarly inhibi1cd in low osmolarity and cnhanccd in high 
osmolarity. as has hcen dcscribed prcviousl/·5

. \"e1·cnhcks<;. cxpression of S. 
t)phi OmpC is dependen! on 1he E. coli OmpR transcrip1ional activator. These 
findings suggcst diffen:nces bc1wcen the mechanisms of osmorcgula1ion of gene 
expression in bo1h bac1cria, al1hough common effcctors appear to be shared3

. 

2. Genetic 1ariability of the Salmoncl/a ompC gene 

The entire S. ryphi ompC struc1ural gene hybridizes 10 a 2. J kilobase pair 
(kb) EcoRV fragment in the D\"A of alJ the Sa!mo11c/la s1rains tes1ed (see Table 
I); with the exccp1ion of S. ari:onac, wbich prcsents a polymorphic pattem, 
aside of a less in1ense hybridization signa!. This n:sult suggesrs that ompC is, 
in general, well conserved be1ween salmonelbs. 

As mentioned abo1·e. the comparison of the nuclcotide and deduced aa 
sequences oi S. ryphi and E. co/i OmpC, re1 ealcd the prescnce of variable 
regions rhat. in most of 1hc ca;es. co;;csp0nd 10 hycirophj]1c putatively exposed 
regions (Fig. 1 ). To de1ennine if these regions are also \·ariable between 
different species or sero1ypcs of the Salmone!la gcnus (Table I), nine different 
oligodeoxynucleotides. corresponding 10 the coding sequences of these regions 
in the S. typhi ompC gene (Fig. 1), were sy111hc:sized. 

Table 1.- Salmonclla species used in rhis srudy 

S. arizonae 
S. worthington (group G) 
S. enteritidis (group D) 
S. anatwn (group E) 
S. aberdecn (group F) 
S. gal/inarwn (group B) 
S. parat)phi A 
S. pararyphi B 
S. manhatan (group C) 
S. f)phimurium (group 8) 
S. sp (group B) 
S. !)phi Ty403 and Ty404 (from Indonesia) 
S. f)phi Ty2 (ATCC reference strain) 
S. f)phi L\1SS- l (reference strain from Mexico) 
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3. ,\ stud~ on S. typhi OmpC topology 

In ord,~• :0 ,kf.m: thc:: ioc:dization of putativc hydrophilic exposed regions 
of the OmpC protein, we are using thc following molecular approach. lt is 
based on thc use of site-direct.:d mutagencsis techniqu.:s. to imc::rt tht: scquenct: 
that codes for an 18 aa hcterologous reponer epitope frorn the VP4 rotavirus 
capsid protein. in defined coding rcgions of the S. r.1phi ompC gene. This 
peptide cornprises ;ia 296 to 313 from thc:: VP4 protein and is n:cognize<l by the 
~on.ocl~nal antibody Y0-2C2, 11 hich is capa bit! of neutralizing the 11 hole virus 
1n 1·uro·. 

The first selected site 10 cam· out the insertion describcd above is located 
betwecn aa 160 and 161, 11!lich ~re incluclcd in a put~ni1·e hydrophilic rcgion 2

. 

Different studies 011 the E. c,1/i porins kad to the suggeqion that this region in 
S. ryphi OmpC has a high probability oi bcing exposed outside the bacteria! cell 
and to be pe:rnissi1·e for thc imenion of heterologous sequcnces. Punctual 
mutations in this regio_n in E. coli OmpC affect the phage receritor function but 
not thc pore function'. Also. 111 E. coli rhis region contains 6 aa more with 
respect to S. f_\phi OmpC: funhermore, it contains 14 and 15 more aa with 
respect to E. coli OmpF and PhoE. respecri,eh-'. Recently. in a '111dy whcre E. 
coli OmpF antigenic ep11opcs \1 ere dcfi ned, i t 11 as f ound that thc 160-161 
equivalen! ~egion in OmpF is recognizcd by monoclonal antibodies even in 
whole cells'. succesting that it could be facinf! the cell exterior. 

After site-dT;ecred-mutagenesis of this r;gion, the chimeric prorein \1as 
expresse<l in E. co/i. The molecular and immunological characteri,tics of the 
fusion protein 11 as detennincd by PAGE of O'.\lP preparations and by an ELISA 
with a rota,·irus-specific monoclonal antibody, Y0-2C2. reacting against 0'.\1P 
preparations and whole E. coli cells carrying thc chimeric protein gene. The 
leve! of expíession of the hybrid protein was nom1al and the protein was 
incorporate<l into the outer membrane. The VP4-epitope appeared to be exposed 
at the cell surface sincc intact cells were recognized bv thc monoclonal antibodv 
specific for ro1a1·irus. The results obtained s1(011gly indicate that variable regio~ 
e is indeed exposed in wild-typc OmpC, and that it can be useful for the 
insenion c.nd presenw:ion of htterulugous epi topes (1-'uente eral., in preparation). 

4. Conclusion 

The analysis of ompC genetic variability in Salmn11rl!a ~howt>d, by 
hybridization experimcnts with oligodeoxynucleotides, that the gene is, in 
general, consen·ed between different species of Sal111011e//a. :\evertheless, the 
sequences corresponding to regions e and f are not conserved in the Salmone/la 
tested. Ali the enzvmes used so far did not gencratc restriction fra!!ment length 
polymorphism in dmpC. lnterestingly, the ex~eption was S. ari:ona-e, which did 
not hybridize with all thc oligos used and prescnts rcstriction fragmcnt length 
polymorphism for a!l thc cnzymcs tested. Thesc rcsults suggcst that S. ariwnae 
might be considered a genus apart from thc Sa/mom://a, as has bccn shown with 
other techniques. 



Genomic D:\'A uf 1hc s1rains Jh,ied in Table 1 was digcstcd with EcoRV 
restriction endonuckase and subjcc1cd to agaro'e gel cl¡ctrophoresis. Afler 
transfer 10 a nitroccllulosc membrane. thc n:sullin!! Southcrn blot 1\ as hvbridized 
to either of the nine J:P-r;1diolabellcd (l]i~os, as described beforc~. -

Ali the olicos hvbridizcd 1\ilh the 2~ 1 kb band of the salmoncllas teS1t·d: 
with the exception ~f o!igos .:orrcspL>mling to vanablc rcgion g that did not 
hybridize to ompC frn:n S . .,., . .,r;/;;"¡¡¡;ion (group GJ, S. ¡;allinamm (group B), S. 
enteriridis (group D), and S. abcrdccn (group F) and v:iriable region f that did 
not hybtidize with ompC from the latter thrcc strains <Fig.l ). }\onc of the nine 
oligos hybtidized with S. ari:onac D:'\':\. 

Restriction fragme111 Jength polymorphism, for severa! restriction enzymes 
teste<l so far, was dctected onlv in S. ari:onac when the cntirc structural gene 
was use<l as pro be. -

p 
N 

Ro~.w1RL'S 

EP1"."0PE: 

Fig.J.. Schematic represent;uion of 1he S. 1)phi OmpC structure. The modei is based on 
different data obtained by the analysis of E. coli OmpC, OmpF and PhoE mutants and the use 
of polyclonal and monoclonal antibodies against thcsc protcins, reponed elsewhcre6

·
7

• The 
definition of out.cr membrane spaning scgmcms ar.d puWLive cxposed rcgions, was done with 
respect to a structural analysis reponed bcforc2 and a general porin protcin alignmcnt publishcd 
recenlly8

• Shadcd bars represent the pcptide rcgion corrcsponding 10 cach oligo uscd in this work 
and thc insen shows the rotavirus hc1crologous cpi1opc inserted in onc chimcric OmpC protein 
described herein. OM (outcr mcmbranc), P (pcriplasm). 
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Aside of the possible rekvance of OmpC conserva1ion to thc biology of 
Salmone/la, this work 'hows that 'omc nuclcotide >cquenccs of the S. ryphi 
ompC gene could be uscd for detection of Sa/moncl/a in general: say by 
establishíng a nuclcic acid amplification se heme '' ith thc polymerasc chain 
reaction. 

1l1e OmpC variabk regions are belllg altercJ l•y tlle mscrtion oi an 
antigenic detcrminant of rota virus, in ordcr to define the topology of tl1e prott:in. 
For the case reponed hcrc, it appcars that region c is cxposed at thc cell 
surface. 

The metodoloQy dcscribcd mi~ht not onlv allow thc obtcntion of a better 
knowledge about Ó~1pC structure ;nd functio¡1. but al!'.o could be useful in the 
design of live vaccines using this protein as carrier of hctcrologous epitopes, as 
has been shown for othcr outcr rnembrane protcins10·n 
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Thc S.almti'1.lL'¡; r;.;i11. , ,..._.,,_~ 1·:r-.: : -.j:, fri• fJT.f'C a rn~,.,)~ ;;>.;t:;r mt::iri· .:.•.: 

PTOltLn 10\IP· \ L'1i~•:·t ~ :.:- ·~·;<("~I :i' ;'.·.;· ~-.. =·;;~:::~ •• : r.1•1r. fr:r.:• i! 

maml) c1r;urr.1.;r.~ :r ~:,:•. •:¡:•:,~l ,,~.: :.i .. 1.\.': (ll.f.'n..i;]:i;u.::1 
tO'Te'!j"Ond•:'Jt t;:- !."!~ ••¡-·~·< "r•r ~,,.,. :• .-~~ 'Í~ "'' S,•,d,::'T• ti:.-:• ri( 

¡::.nomi.: O~._ !ror-r, :~ ~-- •. ~ .• r-' !~ ... ~ ,.r .. :. 7n~'t :0:11;-·=~e.;:! :: :: ~::·:·.: 
spe.;ict1J1~1nclu.:l:c5 :-<·· ¡,:: ;'.'.'.'5: ~ ·-~:~;;.;1.· ~::ci:r .• c t:·.;.r .1~..:'.} 

an~ T)-A~ (!rO!i. l:\~:··:~.1 7•: {:.F ;.,~:';·"'·.:: ~f 1< ,._·.~t-:: •t¡-1:r ~ ;:,: 
no: h~·bnd.:z: t~e>rr~...C j•c-:"":"; ! ... -·:• .. •.;:. • .,.,: -1 G' 5 ¡:.; .. ,..:.;;•...,., •f'0.; f. 
S tr.:rru.tW~J;::" .. ~.:! .:.'r·.:11•·;.''.;F -:-~~"'cr~·f·t"~r•tf!W~c·: 
n0rt h~·bnd11t 11.11?'. e,....., ... : !'. ... ~. -"= i~ ::r 1:::t •:: •. n~ '' '-i.'1-..i.1r. .. ..._, 
obt.erved in tht {l;h~ r:f.e>l'! nN ""l:r. :~.: ... r.:-it rene"ª' i.;':~ .i..• r:.-~oe 
Rt.it:'l::.tion fta¡;'!len~ •::':¡'.! ;--·~ r .. '"'"'\-i .,. ,,_· . .:c<r; :.: r:.!~ in 5 .J•.;. ~..:! 
funhumorc. neo colif;.>< t-.•:---• .:.u.; .. ,;~ S .:;• .•.• _,, L''.:. ...- . .: n.,¡,·,:i .. J.1:'~ ~ .:: 
lht 11.·hok ¡;c.ie ... ,e J:~~ 1·.1::-:-.:- :~ . ..:- "·~~ "»:· •¿·-:1:-~,:!.¡,: 

S1tt-dite:1r~ 1ru.e,'\lo~. :-:-.;:,~·::.:•.~ •:: .• :>.e r:f:•:1r,: ::~~· :~ 
in 1 re.lle th¡¡ cNn f~· l :-;:-:-.:•; .. ::, o :: ;.._~.,:i~ ... 1~ .~ . ...::-. 

conammt a 101h1:-u~ "-'-;""! \'?.:. ~-=~:· ..... ·~ •;-·:"i': T!.: :ti.rn:·1; ;'";1::.r .< 

r~prtst.e<l ir. f. cvii l."1~ L\<:r.;~ :.: ,.,¡;:.r 1:1: ,,:...::• r,err.!'ril:.c. L'ie ro:~•.-.:• 

cpiltr¡'CCOru.cr..u1~ &."l\;~:111~ St!".i:1 .. ~e J..,~;< r•;-.-~~ c-111.ic •ell ~1.:'.!•:c T".~ 

v.as dc.1czmincd 1') PACE ('f 0'.ff pcp;i.:¡:i»r.~ &.,! ¡..~ &.". LLl>A "lLT a 
ro11viru1 rnotl>lelor.ll v-:1lx">~~ re~::1r.r a~.11~s1 O\lí' r·~;a'Jl1f'"'l• :ti.:""·' e 

~ :f~~J;~: ~t,:.::~.J~;;~~~·~ ~·r-= -~~~~~:~:11.~~;~~·:'.~;_:·~~~;:~~ 1' ~,1;~: 

D-1SC Cl".a·a:-.e·:¡.,:- :' ··~ ;··:-:s:-;o .=._.;_:: ;¿- .. ~ :• ~ 
1l!l:.!!. s1•:·.<:-t. : 1.• 1.• "=. r,~ .:. -=.:: .:." · a..,: .. ' 11 E .·•·s:;::::. 

Wanet Ree::' J..im¡· 1-is: :~·t :•;=;;Ha·:~ \'.~~·· "';·:- .. : : :.-::-:-.5· :·: 

Tllt ~ ye~e e~ ;_~~H·:·.::~ 5 1!.t'a•l'l 1.·;.::-1 
en:o::lel a ma¡o11M":'1.;ri:;E~ o;c:.,;:: .:e ::e·e:·e:.,, ... ::"'ª''!°!:E-ti' !'1.,-a•, 
11~ mon .. ey a'lt·sera -. t ::.L: ;;t-.e ::::-;> ~-., .. :, .. .S. ~~ ~ ~::r"';.· ~¡.s 

five cap.es o! me a11e •t : •. : k ~ , ... "~': .. : a~..., : .: ,\ - , • . .; n: 1 'e e::· t ~ : ~ 
the chicm::~·yne F:-.i1 c.·~·:~ .t ;.";':':.· :: ;::: t~ "?.; ue'1 ~e::..:c·.,:e: .a·=: 
lwo l!!C.;, C.::O•ltH1:"1:l "'; ·: ..::!:::• ~ a~.::.~'~ a•t :;;"1:e..,.,. 1 .-, .... : a-: 
11X:a1eoad,a:e"l:1:tt•e .,::--.:..::;~··e:..:~·e· S:-":·e·.-a·ai,f!c'::....:: · 
d1¡;ieste:' S. 1!.!l.:!!. ~ :··:-.:~:-~ :""' .. 1:": :t: .,, '." oi.;::-iu: 0.-:' :e 
p1o:>es dtn~e: h:;- i•e ..:..!::.- : !e.::-·,::-i:e .-~,;~·e: ~-a· a c: .. ~e·.e: '!;:· 
o! !he plasm;C"·:>:1"t _:¡_-:~<'-e ~e::_e-.:cs ""ll as: :: .. !t'\!'C ..... •.·~•.e 
ctlfomcsoma1 CC;>·H :' :·~ ;,•., -~ ... t . .-· h:. • .-·.;t.; -.:,:-.: :;;:· .. ! ;: ··~ 
vana::i1e arnnt·'.t·r-i·a· t•: e·.:;.:~-: r: ~.:; ~.e·t .,:: :::i~:(·:•;-: :· ~-. 
ol ll'le chrem~s::-.a1 ::: f! :.. ::!-: : : .. ~ ::·~ -t: ~,, ... a ::rt'i ll ~-::.. 
ge-nom1: l•tl•a•y et a;¿~-: :~·t-: ~ ~!' ::··a-(;:':-• o;' l"E '.;. 
Cl'llomc~oma•t:J;>·t-! t'.;...;;.:,: .-.;¡~,: ·; ,·., .. · n. "'e e:" L' ... ;~ 1 . •o:_ 
lht .S. !lfJ..~ c-;!lro'"'l:~:-~ :•.t. H•::.t<··:!'~ 'il"• •; t. '•!'r ! ..,= :• "!' 
pWRiCO ~ 5 a•1: ~~.:. ;;:•.r! ~.~·e•:_ ... :~= l".-::··: :e "'1,/:;.c =~-=~ 
o:i SoU:htrn ti1c1 a ... a'¡! ! t' .ri.;;.!·:r'i ;:.e~f"' =""=,~.:~.=~=--a.• :•.t. t·:-i 
severa!~ t;Jece~ $ "l;e 1~.e ~a-.;:,·.;: ;a·:er" :' l'l·~e ·1.a~~·"1; 't;;:¿'!" 

was d·Sl•n:! t1om 11"a1 c!::cJ..~e: "'·· 1• ~ :;...::..::: ~:·e Ei: .. c "•:f 1'•1 :;a:::!-~·.:·_ ·a 
oe-nes are most h•e1y t-:.::.::~= ..,,. •. ~. !.-:: .. ~..,:~i :~.;,:¡:,•e 1·1~r-H'.f~ 

1ei1er111ed Stci.ie~! a-ia1_.; ! :' 1l"e S.~ c.•:-i-.:~:r-;<i" ::.:.!.:' c::·H ;;..,: 
ct.arae1er1:aloon 01 tr.e- '!.a•.,,·,; re;~;.·~· •S t-t-";; :- .. 1~:..ie:: 1c :~"'"Y 1~.e 
m.:ilec:u:ar a•tan;¡emen~ :• ~·e~e óc:~!~ ·a·1'! ,~ _:; ~ 

;:.~¡,,::.··~1,liS;f j,::,·~:::·:,';.::.:;::?·~,:!}~:~·:::::;::~:···. 
'.I~~':i~.;;c::'.:.:t~:~ i ;::: ;~~'.::1· ·j,·;::; t:'.; ':~:(;~ f :::,~ ::-, r) i!:·.; 
i~P:'.:;;· :~~:;:'.;_~ .. :~r~ ~·::' ;:'.·,·.:;' ,:· ~ :··::·:f ~:~'; :\:::'{ ·;~~;: "~ " 
-~~~s;,~~: ~ºi:t~~~:~~ns1•.t~!.c1r~~~ 1 /;· •• ¡.:1,;i~:1 ,;:~t~:¡:r;;~,t~~;~~ t, ! 

t'tí'll1Jt5 ""CIC a:~D 1t,1i:1,•C "'1'.r1 J!,f hd!a~C d lt'.,Un: 

~~~~¡:~[ut~~~nt~·~~ ;ir.:~~~:;~~~· ~~:~~'~;,::J~::1:.1~ :,11:~:j:' 2~~i:~: .~·.:.: t 
lnttrc1ur.¡:!~. lcr <\(.) Ww•i tG1:\ N C.lCl~) ma:lc onl~ \',~. 
Thcsc 5:a;m ":re ~~\e ir; m'.i..!c 1·s•llt cul:Lrt ctlls u>:: f~--::-

~~:~;c:~~~~tr.;~;¡~::~'.1;~1L~~ . .! ~n~~r~·~';:~ ~:;:• :·~~~ ;;t~~/f ~:=,·~~~c~~~· t t~·~: 
:;,1¡:u ÍC"rr. :-f \ i:G , 1 :;· i "'~s r.,: 1~1: í·:1.::.ir 
1q~u1J1t<! ir.: C'-''~"r, ( ! \ .~.·~1 fl1'1 ~;!'~~r \.'.' :•: í""~. , 
;·ocrnir¡: d 1 :.,-;e ~r~:L~<cr t .. : 1~.i:t~.! r:-~~ t~ a te<., 
i:ar.s:nrurra1 •·r n~n·~:.:·r.~: ~q·.,',.¡,~r, 

0-25E ACr;:rci:e I';,:.:;~:.-:t:1 ,.,!~;:-1:;~t!'.d w::~ \;,... .... 
,.,:o:;:iti.J E.D. 7.:..LL'. R L ~.:t.:RPHREE. !>! l 

'iA!'-fPLlS .. z...B G'\Y!..E, P J S:iSGER. ;;,·,; :l S. SH:..H r:.4. 
Wi:1r.ir.¡1c1:., :)C.;;.~ . .: l'r.:1. C'; l'L, (1;,:n:~1i:ie. F!. 

\'!.~·;(' H • .'o:;'fú<!, 1:.". !:~:-;:,:;:,e l;)~::e:i:.:¡,. !S 1:.f. C~;x'~'..~.S:: 

; ... ~!;~p:r. :~.;:.: ;;.:.._:,:~ !.:';''.::~.":'.:l <:-:~ ;e:!:-·:: ::.'.: .. :-:-,. 
¡r.fe;;til'r.\ ;r, hJ!":,.,.~.s r.e::.;:.:.:~r.;~ d od:.e:er.:e G.!t :::-ce:·.!:..: 
\\'e 1rin;:.:p.:e.: <: ;x-rnti.c <.!~:·:.:::.,-.:-. ('f ne:;.2g!"..!Jf.a::on. f.ie:..C ::. 
aCh::!er.c:. ::.;,C ::.:.!::::c:s:i:~ ;;.~.0::~ s::<.:t.~ :~o.i·:-: 

:·:c-m cn\;:0.-:me."::.::.~ :~;.-:::.::.:~:;;.:.·es T::: ::s-::s S~O\O.~ :~.~· :.·: 
1::am1, m~e;.::,o::,; ,.;· ~-·~:,t, r.c.:. .. i .. : ;.::: . .:i,¡,1 .... ;,,,.,,,l- .:;;M '• .•, .:.­

St ~ of E: s::<:.i::~ :::s::.~ 11e·e ~'.:t•~f~~ t-~C:c·p~.;;¡c, anC tt.i:t tl".e:e ... ~: 
no d1fft:e:i:: Cl:-~e:. e~· .. :::-. ::5?:'.:: to i1:!:1::e .... :c 10 He~ e::::! o.-i:·-; 
:~e ~::ain~. Eie,er. :s:-re-:.: l~;o;,::Je •:1:.f~.lit • J ;,'.'lé t:«.-:~i.:r· 

•:¿;-si.lle-¡ p~.H: •<.:-,:.:.:;.;,,;:s. ;r.;:qe'.'léC;.: C"~ so;.:re. "'"' 1 ~-:·:· 
e1a1..;,,1rG fe.:;;.!".~ :c-::::;;'..C'.'I. ":::.::,e ::":>:>•e ;ia~!':".ete:s. Tr.: '(; .. ·• 
~~1t•,,.eG i!. ::c'1C: :.:-";:.re ~~c0;:fr1.~:-,;:1·; 1:·,;..~:.au.:i::¡ a."lC H:U. :e 
aé:i::cn:e fo: :~t'ft::-.1: ::ar.~~J:::-.1 }'.;c.;r.s •e;s¡¡s iso~eni: ci;,;;;_: 

s::-;;.:r,s. The1e re~L::1 co:re:;::c v.,;h ir.e ~.~¡io:ksis tl-.a~ ~= 

:rar;slu:cnl opaque p~iH: 1;;.::;;.:10'! cb::;:d ir. \'. 1·ulmficw 11 ' 
\Jt.;len=: e~~.;:;i:c;n:r.t ;..e:L:.n:~;.. i.'.'ld s~g~:~: 1~.a: ao;a1e ~o..:::r 

.r.G:!~nd~r.1 o: '-,c:e>;'''.'~:;.·1. ~::::-.::~~l"'::~.;.:w; .. ¿-:C ~et..:;.::: 

::c:1::!cnc: 

0·2S7 !.~,,ix"J:Jr Ar .. l!~ ~t} of-;- a~.~,m '.~u\:,plc Gcnr~ Enwdm~ :.: .: .• 
._lcmbunc 1'r.-.1cirn m r.t.·~ 2~ C. L ML'Rf'HY". l C 
\'.'HJnVOF.íH. 11nd A \\'. CO~..:FiF.. Oo.!i!n:irr.a Stite l'nJ\Crnt:-. 
(e>llt"¡;t of \'rcennu~ r.kd1cine. 5:1n ... .a1cr, 01': ;.;o;e 

~~ t-.~,...,... . ..,,_ 11? A 1. 1• 1'oc· (11pnam mcut lr"'1'H·nlly ap .. -.,· . .\t.·~ 

"·11t-, thC 5'('\C!C /il't>n¡>U~ r1•Cl.ol1"K'r.,J Ch~rJ;t~n•h: Cll p._,,.lfl{' lh1¡'j'1r; 
f1.•1 cr. A n"Jmt'>er O/ {>\.ll•'I rn¡•mt>ranc rrl\l,~,'l~. in:nldlllf: a ,J.' ~Ü• rr•·l•·'n 
rr.a~ toe 1mporu:-,1 1n d1;;itin¡; 1mrn:..imt~ !t• t, ~ inf\...::\1l'r.~ 7,• 
;-.,,'llN tmd(·,.~.iri.~ r)ip n.1!tm· r>l 1l,r '~' O.t\1 .1r.r1grn "<' d('lt'rrninC'.! 1ht 
;)~A s.toquen:c of a rrc> wu~J_, . .-i•·~l·C C:••ne. cnco.:hn¡:; 1h1~ prc>1c1n. ';l-i·~ 

~na!~·sii in~1ca1N ¡},_,¡ l"C' ¿,~:in;.-1 ;'!'nt'~. C.lf...,1'k C\f rn;('ld1n¡; -'.'.'.' !..::",, 
;rNL'1M, are L\f\dC"~.1;. .H/.U>¡":•'J nr. !Lt r_ 2r,...,,-.', 11·1 Al ChrN'fl('l<.('l:T>(' . .:, 
;':"lt!J('ln rf a 1l-.1rJ, Mrri:~.n ¡:nr. ,.,1,,rrn1 Ir tl.c-">C. ~·~· ,.1.._, t><.'l'fl "1'1m·r.~:.: 

;.~:.~.~;~:~1111;
1~ 1:.:;~·~~-~i ~t·:~.~~;;~~ ~r~~l:i;·~~ ~1~~-r:t~ ~~. i~~ad ~? = ~:-

:h,\t hyt-r1d1n \(' .. rr.:•t ... • ')':1r.•,.t';: 1h.- 11.,,.,, p¡xr. a,,j¡ri¡;: frllm«< !'.-i· .·· 
ftr,~)l·\(-1' l>"!lh ~0Ulhdn r:r•?< \• ,j,,,,h J :',.'1 ,,1 h·,><t NIC' t•th{'t 
Ci".f(•;.,,O~(lm.i! j¡.._'U!· "l.._~ J.~ Í'»J.: •. , Wl 1h \ 1 '' rr11!'x- !rr.m\/1"10r\I"~! h~ t.". 
,"lr,t1·3Co lD~ f"''l~dP:•.,\ <,.,.·r.-•. ~,·rn:•1·<::~1d t",.\\ ;¡lea•! rnc t>f 1hr ¡:~11,•< 
cn:-c,~M ,, '.'.'.' \,!),, ír:-t::n. "!,i:h 1~ ·''~»:•."t-..:! ''uh Nnh ~ri. ro•~ 1 ~~lut-:.· 
hr.11('t mrm1'r~nc-~·nri:!"od) ""j 5.u~ •'~11u1t.,'\ul-'.t101ittr mcrn1'r:mr• 
l'nnchC'dl crllul.u fr"".''"' ,,¡ !:.. ~-~l .. .':.!i:.l~~.:! ,.!, l. 7h~ drJucc-..:1 a~in.~ ,,:,J 

;:~; ~;';~m~r .~~~ ~rr,~\':::~' 1~~.: ~;7 ~~1;; ~' :: ~-;~: ~ ;~;:~. ~-11~ 1~11:;:,~~ 11'.'

1
r" ~:,.~i..,.:.~. · '1 · < 

tr..~f'.'j'C'Bl>!r,,:M 



130 AllSTR~CTS OF nn: GESERAL MEETISG-1""' 

hn ext:-a::e:::.::!:- r·::-~;.1. ;::·:•.t::.:e :::~ ~:_:_r_:;:_:_~.:_..:.:_ 

~~ f !~~ ~~;t~.!~:-~~·~.;. :.;.~: ~~.;.~ ;;,; ~·~~~~e;~·~~~~~;:~;~~". 
broth. f':-ctea:.f: .... ;::. ;::•.:!1::-.: !!~1·; -~::• ~ ~. ;::":;. 
::.n TYG, tL.:':. \o.ar :-::·: =~ :c.::c:! -.;:::.:.! a!:1:: ::c. :--, :,.;. 
1::-a::.n hear: :.r.!L'r:c~ :'-"":' !-;:-<:"" !':-:·.~;.:,: .. 
.t.ct!.v::.t:,· ·.;e::. =.L::.:.~·.:~:l·:! .;t::.r;· e::=-:::. ~.::.::.:•: 
~lue, a:.:: cace::.::. :.:-.-:.. ;:-::::.:c;.C' r:.:: ! ::-.·,.:-:.-
11.rr¡;o::.:-.::.:-.e t'e':.~.j''.i. i:'.t!" 7:-.e ¡::::::c!.!"L r.!:!" ::~·;r:;.· 
l:.r.e act::.•;:.-;.y, :.~.;.::~:e::. ':.j,' rc;-.~:..::·.·::r :::: 
ccrte.::.~ ::.:;!o:!::::::-~. :.:::::\·:..:¡• 1<>!.r ::-.~.:..=::c·:! ~:\ ~:i· 
phcnrl tlc:?-:yl :::.::!::-.:·: !:·.;:;::.=.e, "'.~\ =·l :¡·::tt:.:-.e 
8nd ~C\ l:}' ::cj'=-E:.:: ::-~-;-:::-. ::-.:-.::=:t:r. :::;:t.i.o!i: ;:H 
!cr act::.\•::.ty we:: • t .'.:-.:: ~;::~rrt: t!·rr;:,tri.t-.::c •!'.: 
~Je.e. ':'!':e t'-:.:c:..:::.:- ....-i::;:-.: :! t:.e rr::!:e:c ~.!::: 
cvcr !CO t=.:e, .,. .. :::-.:.;:;:.~:-e.:~.:::::..::-.::: :! :'( ~.:t 
':'~.e t.er~:-.e ;:::-:tt!!! ::~::-:"t.'.:!:! !::t ::-;··.:::;:: 

:~~~~~~~. ~~ ~~.~~~;.~~-~~-~ 7 ~==~,.i .. {~F:F-E~~~-~~:.e 
:;:-. !r.=:-tl.re :!". !t:-::-.t ;:·:=~~::" r:·:::_:::::-. ::-. -· -
e:..:: -; :..: :- P ! .•. :-. :: : :-. : : : ~ : : : :-. :. :: ~ { :- : :-. t ;: :- : ·- t !'.:: e 
;:rod .... ::-:.::::-. =-:: -:·~::. 

D-2'05 Rei.t:1;~1(1n E:-,j,~:iJ;iNH Ar.al~~a c•f Chr:'m"'h'm-1 
DSAs ftOl:l (;-~,¡ .~,:.t: ... -. .;! H.::i~Jt .. -..:.'. Sre;1:~ v. R 
EDWARDS', K M H .\~l .. l"E a.:d P. EDMOSDS S~ti,.._.1 C'f 
Biolo~·. Gt(lr¡:ia Jru:i:· .. :~ '! ~ c~:.n.:>;\'f~ . .\tl.n:... Ge.:.r¡1a 

\~'i:<!i¡~·.e.! ~.::.m,::;..,: ;':-,...: ::~ • ..._, ;,, :r. 1.l1t.cr. C1mr.D~l..hl.t: na1M 1.r.:.._ 
ltllmi, .&¡ C. f~:",;!. f~:;;! 4, e b_:;:_:~tn!. ... ..LJ!, 4, ;.:-,j fr(lm f"uf 
~ r.rai:\! iH ';,!L.:;.:. ~!H. .. r:..i.!lt'..~. :¡ ... I!!. :.>.e 
foliowin¡ res:<i:ti:ir. 1::i.:i:'r~:.c;._,e5 l:l.~!11. S~l. Rot:iHL D;:.:Jl. M~l. 
L'ld ~.llijA Res·.ri~10:-. ~1;:-,:'i'•.! .,. e·t '.!'.cr ~~¡a: ~1~J t>~ e' t;1r1•rhM~•:~ 
in 1~ trrr"! <'" '~'<:.; :.:·;.:.::-. ~: ;::i :.:;.l,.~ ;'; .. ,T ••• , \;r,uru 
tcsted v.crc Ci¡ots:f'.! c~ú;1:1e\~ "'r.i'. fl¡::,H!. H1.:;.!tll, ~:JL ln iome 
insun:es res::í:ti.:in r1::c~r,! iL'!l;•~f !:J¡,~J \lJU-.:n l ~rr:ie!' -..e¡e 
d1ffi:.an1. &di ú..=:tl::.':~~ ;i:,~ Ei'.t~:~.it>.:!Z ~-.:;,in~ uhil"nr.;! 
consid~.!t \'l.'Í4!>111:~ 1..·ri- •¡; ~e.s::1:i1:r. ra:ir:n.• c•h:.1.ne.J .,.1L'1 D:r:t. 
J.~1, a.'ldS:;.;3A Onl~ DI\.\ fr<'m r~c H.:~~Lltí ~:~ ... ~. ir.thi~ ~'.u;!~ 
a;ireued to tic rut1,¡J~~ C.;e~:r.:: .,. 1:!". D;..:.!. l<J¡;p~.c:in¡; :.t.t r1e,:r.:c t'f 
mc:hyla:ed ajtnint 1i1: G'-'TC H.:¡.,rr.;:s \!.e 1at'\! M~.:J ,n.:! St.3'- 10 

cocfum i.lic p:~tn:c e>f 1.:~.~::.~~:::~ G"'iiC le..;ucn:C! 1r. \J,r.'r DSA~. 
Additior.&I uptnm~:iu ur 1n rr.,peH w Cc:c:rnine 1f d1n•rnri~(orr.1l 
DSAs from .Cl!:l.''"1"1,1- .. • Ar.d H .. :, •. , ... - ... s:a:ru air.:.iir, me:!",~?Jtt,,¿ 
C)'\OSll!CS. 

0-206 Dciec:jon o~Ctlr'.;:•l,:ó.J.:rt:r ¡rJ"rii a.'ld Campyfob.:Jcu:r col• 
using L~c pol~::"t:~sc .:!".::.in re11:1ion. B. A. OYOFO•, S. A. 

TiiORJ\"TOS, O. H. BL'RR, T. J. TRL'Sl. O. PA \'LO\'SKJS and P. 
GUERRY. ~av~ Mcj. Res lns:., Bcthc~di. MD ~nd Dcpt. B1ochcm. 
Atld Mjcrobiol., t:niv. of \'1:1r:ina., \'1rn1:i~. B.C .. Üi.rl:ida.. 

C. jrj~ni :tnd C t.~!: ;;.'t' amO.'lJ; ¡Ji: nios; fm:¡u:nll) i.!>ob1ed 
caus.ativc a¡cntS of b3::cn.ll c..~"":tlc.a -... o~Jd.,i.:idc. C!inical l'Ocótirm nf 
the5.e fasu::ml.!1 mi<:ro~ero?h.l.1; o:¡a..r.1s:m rcquucs s...--t::al 1;ru .... 1h 
condiciom, and is of1:n p;o'::!e;r.:i:.ic. \\'e c\:Juated 1hc u!.e oflh: 
füi;ellin i;c:ic of ca.'il;'yb~a=:e: as 11 :.;;:~et ftnc for. ¡¡ du1gnostic as~:!.)' 

~~~~~·~1¡~~~0c:,;~~ ~~~~;;:~:J~.~ j:~~ o~~~~"~f ~º~.~:~ ~:~~; 
"a.su~ The a.su) ,¡;:ne~te.'.! thc J;';tu¡:m:.1c m.e T'CR prto:L,1.:t usini; 
DS'As fro::i 12 Strain~ of C ((l!l ;u-,j -!i !::'11.HIS flf C.p:¡uril, hui -..:i.s 
nc¡:ativc \loÍlh st.--ams <?f C ftr-'J, C /c:.r1, C. Ll,'>.hJ!1en.JU, C. 
1':1)~rv;ir.:;i;, C. i:_H,,r.<1:..1;,~..;;is, hc;,,,.,1-u:ur ,.,,, l •ri, H'ufu1c:l.; recta. 
Erckrichia coli, Shi¡;~/la sr .. \ '1..'1rio cJ.""/rr;JC, C1:rob.x:rr /rcur.4Ji, and 
Atromo/1dS sp. Thc ass.:i> -..u cJ¡:i.;blc o[ ~ctc..tmt:. <6~0 ÍG of \'CJ67 
OSA, a.s dcicnnined b~ ai;a.-os.t ¡;e! ;u-,:J~ sa. Thc PCR as Y y "':is tc11e.d 
on fecal swabsof rahbm t~r:ir.ltr.:.ally ir.fc.:tcJ -..nh C. co/i. f'CR 
producu "crt dot bbneC a:.~ j':-O~...d "'1~~ a no;i·r-Jd1ooc1i\cl~ l:.hcllcd 
probc intcm1tl to lhc pnr.~t pl:t. Fl:i.,!:cllin 5~~ific PCR pm1u;1 "U 
dc1ec1ed in lS/15 infected r;ó~1ts, a:1d in 0'15 uninfectcd anim:i.ls. Thc$(: 
rcsults indicatc lhat :.he IS\ay 1s scn~1:1\'C a."ld spo.:1í1c for C.Jl'JWli and 
C. coU and is applicablc 10 C.rt"Cl tcs:int offccal s.:1mp!cs. 

0-"'7 - Cllc-~:1c:-.;¡1,¡r .,¡ T .. , '\;·;r; =-1' ._ ( -··1t,;.·,.,,.., Jr• ht·~,.. 1 
E c .... u ... \ ht ST>,\\•,S~L·. "-! f-1.fl. ..... ,~,rz. 

M 110R . .l...DILL" l. ~ ... '.{"'H! !. : L J'l L ">lt: ln<t11-1,' J~ r.; •t~:i., ; 
4 

l'SAM.. C~tnl•l:.c. )o.1r>.' '·1oi.» 

e \l.;:,~"tr~~.,~·1,~~.~:;~~~,;~;.<~: r ~~r.;j; "':"/,~:~,~~~~·};~: ;~~(::~,·:.rr ~ .. ;- .. 
Thc !rapncn~ 11.f'('.i)I, t'~~··ll.h1r• •¡>:".:lt. .. :.~ "'·'-"· [l'.-, !r:er-. l _.r_,"".._ :•r 

f'l¡:-~· ;: ;:1:'.':::~ ,'.¡;, .. ..: .. ..:_ i,._, .. ,.4 ... • •»1· ._,·,Ó\ lf\:¡¡. L .lf• .. 'L i.'1= ¡~""!. 

~.:1;~: ;:u,~,::.~ ~~~-7-.1.r,~~ ~: .. ~'~:~,1~:·:.'.:'.:.' :~~~~~~:~··~~:1.~: r~' :r·:~·~ 
hum mo~ t."'.J.r• t•rn:~ o·Ji~r cm~l'Pi'•i'i"f~N i.~ei~ Lt• l'c ;;e 11.:,:.¡,e.::: ... :: 
Ca.'f'\,.,_\'J..:>l,.;K:t,., ~\i;:.!. 1..\ /h.,.- .... .-.. ;r• r.:, ''· 1 ,!,,,, •~~··r• .. t e:1:er.•t: "re~ ... 
v¡j cn~m¡i.¡:Ji"¡:cm~ 1:1:,.,.~·.;'1.,J <.•! .. , .. n,,~• s_.;,.,.,,"'4'; ... s:.r ... ~.i. c .... .:...: 
l.nm!i!.a a,.'}j f;.,,;.;.'11.,rl'.'>.: /\:J:.:i/q,(.l a.'1'\"!"i" l•L'ltr".. 

TilC rC'J::?O fn¡:m~m h~ bnj.1.!<! ... i:J·, D" .t. flTl:r l.,.C"!t~ runt ( a..,.~ .... ;,.,•"1:it• 
f1cld i!'IO!at.el. fmm c..•·ui;J.~11 \L1:1'1 a_•~'TT"·;';n~a:i:: r~ d'a.mit~-a~\X,1:.:.: 

lnfe.:--Joru Twcn1~ cf &.e~: !'~°';'~~1.c~ 1!\" -..1:.l". rCJlft. >Ju·: sur.¡ t:-.;i:. :..'r• 
are C. Jt¡u.11.. n1~1." ls.;:,:~1~· ... :~ h.rt.'11:'.r =l-• .i.'1l:::"::ti! r~ r=n~;:""~ D' •. 
O'\>. hybnd.u:iar .. •hi:~. dJ:' .. :.= c'.l!:.;w:"- ¡,f ;--_,x J;>e':·f1:1·~ 

E.tpcnmCT1?.J 1r. E (o;. rr-,,~ .. ~c::' !'1,,,.e.; ::.~: :~1r .,c::r. !~~;me~• ;;>J~· ,. · 

ioe\'t~ rmi.:::r.5 ... 1::-, -~~;:~: .. r.,:>.r:~:;.r ~~:-.¡w¡ ::-:,~. ;~ a t: 1 : .. ~ 
W/'cther L'le<.: a~ de¡::-... ~ .. :'''" j'':>.~J::~ p:-.e ¡'m::•n :i~ ¡¡re C·:~'!":::. 

pmtcllu l.'4."'J.:a:!C :r.>!f, (''t'~.4í';'·r•t: ;~·i:< i~ l r..a:;:-: r: :·.-;-.. 
m~csu¡:.loo:i. ni~ 1n..<.::r: 1r. ,.CJ:c. 11 n,1' n;-:l''~~ .r. E:,!, 

S:ahihT> of tx-111 rCJ:~ a:.~ rO~O t\ m.;-r;'•r..: t-' r:~;-~ra•i:-i¡ lf' E . , 
BMH 71·1E 1'1.l.!L, 1n1t!.t.:! ,-...! 1~. f :0:, 11~ :: i 

e.roa ~'.~)·~Pk":.c1º'".:'·)~~tf:rt·':~'.~1'~fg{.~~~-f~~-:~'t~-~~ 
Rcs. lnsL. Bc:.h'!~:.a. ~D ::.:-.: t1:7~ !'.~1::0':-1,:'!~. L'r,i'. o! ~\D. C0:·1:¡:e 
Parl. t.ID 

of ba:i~:i~~-~~;;e ;~~=~~''.~~¡.!Jl~;:~'11;~;_~~ :~~~1~7 ~~~~~~1.:~~~~:! 
t>iolo¡;y. c.orÚ."lf 0~tr.:y:-:-l'!~ l."'('!1:.:: u·. f'!:'l'!:-..l.z!'O:: r~o:=-.:-.:;a:io;o: ;r. 

~s~~;;~~~~:f~1~¡~;,~~~ :~~~!~;" b;~~~~-~~~·~~~:~~~1c~~~;~ 

~Eo~~'~i;~f~+~~:~~R'~:/;~,~?'i~~~;r ~fl~i!'.,: 
cn/1 DH5 re.:,..i, -...1:..~ !.b:-.:.¡:1 of C c(•l· \ Ci6-; DSA hl\t b:.cn 
UMUCC'CSsful Mo~01er ..... : h~lt to::n (;:-,::bl: IC• demO;':S~:: D'.'\A 
i.equ:nc: ho.-nol0¡;) bet"' e.en .::.:.:-:~1: l.1~ .. ;1:r DSA and p:-o::C~ ro:.s:~~-:¡ 
o! cloned Rc.:A f'!r.:s !ro:.. E c.-.:~. ~¡ .. ·.r;r!J::; l',.-',J,:1i.~¡;;.~:::. Rr~:.~ . .,,,,. .... 
mtlilori, \':fll'W ch ... .,'u.::.r. fir1r;:.r:t.'.".; ;·c·~_,;s.s. e>: H<f"1..··pi-.1.''4J 
ir,/luclt!JU. !"on~tl~d'!H, "': h•c i:::~r.·~:-ie.'.! al'\' t."IC~=1~·.c :L(I):) "~r 
p:-01cin in C. co/J -..r.:.:h CTú!\::.:.:a.,., 1th :i.;:::·R~A an;.ix.6:~. 
5uggestin¡ tha1 ca:ri;ylob.l:.1~r!. r.H~ 1 f~'l.:~o:i:J Re.:A a:-,a.l('J,!:. 
Synlhctic oti,ronud'!o:i.:!:1 cn:.c>i:::¡ h:p·.?~ co:-.s::vc..! rer1ons of Rc.:A 
ptO!CinS WC'C C!.CJ ~$ p:i.'11::1. ÍO ¡¡pe]~ m:~ ch:un rt..;;;:on \lolt.'i e c,1/, 

~1 h;?¿~::·~~~~füif fi,~;j~~~~f ~:1~;rr:,~,;;~tR 
Campyloba::tr. 

0-209 Ttansforma:1on 1nd Pi;ufl':d \'ccrN Ct<Mtni:11N. 
H'I Htli:cf.1u:n ;-.-./"'' y \\.· . .r.. .... c· UlC: D. E. TAYLCR 

Univ. or Albena, ECmC1nron •. ".1t>ena, Car.ac!1. 

L111Jc 1r.fr.rrr¡,•.H'n :, nail~';:.Je cc-ncernir.¡o :t-r 
ftncllc~ of H1/u,.b.-:n1r r.\:on, no"· recctn::c:l u a rr.1,1c~ 
h~1or 1n 1~.c 'ntltr·n-,cn1 o1 psir1t11 an~ dcrr C:iseHt -.~. 
rr.1n. Thi:ri:forc, .,., t:.1.1c Cc•cJc.¡'eC 1 s1mp:e prr>:eC:ure f:Jr 
r.1111111 1ran~forr.-.~11cn tn H r.1:cr1. Sine out c:f ien !tn1::i 

;~~"~,~~c,~.e t~~,;i~!.!~ ,:;~:e~.1 1e:~'. :u ;~r.~·~ e~•:.ª~¡·/' ~.i~nti.;~:·~ 
conurucicd i.:s1r.¡; .'•.:>ti u,d \·, .. 1 Tri::Sfc~n"a1:::: 
frcqucndcs for t-'lh s1repc~~:1r, ~r.1 nf~r:-.r1.:1r. rB1S:l~.:e 

mar len .,. ere ~;;rnirr-.;i.al ~ I ";: ! 1· ::.,~c:~.H~S ¡'tr 11::-'.: 
::)!. ';;:t C.;.,,.;,,;,.!.,,ur ''"' ,-,¡¡ ¡;cr.: ••I Jr:H:1Cd ir.to l f'I 
f'.\lcri cr~r11c ¡_.J~1:-r.1d ;:L'A 4

::.: t-.~ 1r~~,forr.trncn 1r.1;;1 H 
r.dcri UA"l':<1¡rl'..\-:'::!) te cct.s:r:.;;1 rl'OA::E Tl':c 
chloramph1:nicol-rcus111r.1 1rar.sfo¡r:-ar.u of H p)/r.-1 
con11incd both rl;nm1.!i rL' . .\;~.: ar.d rl'0 . .\::6 11:\en a'te~ 
u1·c11l suticuliuru Tt.11: rh\mod ;'l'0-1,::!í "H s:r•~11ed fr>::-:'l 
pl'A7::4 t>y elc~1r;;Mar.1(t11m~:1on 1r,10 p\a~rr.1C·frtc JI f,'lf'' 1 
UAS4S and sclernon for chloam;-hcn1cc•I ruu:ancc. Thc 
pU0A~6 plurr.1d D\'A -..,.s p;.r1füd frn":'l 1h1s ne.,. t-.CHL ThcH 
1tchniqu1:1 should t>c i.icf1Jl fot dcHlc•rmcn1 of i;tncuc 
11r11e¡iu for }/ r_i!(1•1 1nctud1ng, 1t.e cC1nsuuc11on o! 
Euhtrichia rr>/1to11 r.dv11 1hu11le •c.:wn. 
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I~~·-~7_¡,_ .. t~ .. f .. ! ~H.• :-¡:-.1. ;,t "lt~V..1'J lJ~ll..h.A 

:.....;< • ! ~!-! .. !:E.!,>•___:_"~ !!.!.'..:: : '· · re .. cc1>tte1 s.1-."' -1: •. 
!.2l.:.~'..!. :..c..:.:.~.~-'--'-----· ---.-~~~·.!.!:!.!.:..:.!...~}_.-_!~~-
:-,,1~. 1 .... 1¡.~. "t .: • • u, •'"Li..:.•.t:-:·\;._".ApJr.l~·:;;l 

:: , c .. ,.• ••.~a. "" • .. • . L;: · ! , "I; 1 1 ce 

u• :~f ';~~·::~~::·t:~ ~~ 1 ;~; '·;: ~~t~:J ·~-~~:/~.~-;~~ 
c .. •~r11 l'l.1hotJ(,r1~~··i.t1 •1t1 11>0dc, t.u. 1ld1> l~H•t:!1• 
:1!•1 ;;. ... ;,.;_,; .1 •·•" :•,l<-"U• •arl•bltt, dt l•1 c .. !. 

~:~e'~~':~~:·~~~~~~:::~:.:;~:~::~ :!";;~;;:t;•~,'::r:;::t 
t• •ti 11 "'!"'" f '1n.1, .11 ~· ;, ••t r.in.,ra .:!t l i11a ':!-.!~ 

~:~~:.:: ~~:: '. :~:: ~ • ~+}:~~;;; :'~=:; .~;;:; :~~.' ;.'.r~-:;~;,!.:1 
h(lOr.t1 ) " ).ar. T'J"l.-1.<' C~'"l:JI rr.,1, CI Clhrtnttl 
S1la~:u:~1' 11> 1.c;-1:1o;c1'"'' t~rc "s~"th1u.H r ·ccr ttlo1•·, 
A '" "••• ~··~• ro.,ria11c: ;c.1 ¡..'"l!o,•rl!l,.<'I 1r .• a lDr.¡1-
t .. ~ 41 ;ca !~•J••nH• et rt•tr:cclfri ¡P:.H.J 1•r• ••~~11 

:~~ 1::;~1~~: 1 ~t t~ :~:=~~ •; =~~=~~;:e~; rw.-:~::~~i;.~~~ :;;._ 
•C •cr . .:1 t! J•l'lt !!.i'~ ;:c:;:itc, to .. 1•11<01 t••":t1ar'i 11>ll1-
Cll'1 e¡ ... 1! t•:• !.'!:.": •• ttitLtf\11 ":ta:Ul>ll CC1n1tr\•d<' 

ttr:•: .:.: 1ieotC-[:~t..!;.!• ~· ~·· lo• ;,lt1Da t,!tne1r. 
:..r .1 r1~e1 H'r:•1rc•:.•~:1 1: i••t ,r 1:.I!•• !11 ¡1p11 

~:e ~:~·::.~:J-~7~~ ,: : :·~e~ 1 ~~:~~~:·~:;r:r ~ ;:~. '·~~!~~;r, 
:-~' f·~:•!• r1r1 ll1 C:~1 ;1r.t1• •r: •rrl:" :tr1••· !nt1 
c:t101 ;.:1:1r. ~ .. :i::;.-p cr;-a: 1c•.C~ ,;,,, :e-1•ptr~tt:1 1·•· 

~::~;,,::::~;;~~:=~:~·;~;,:;:,.::\:!¡~~ 1:1t1i.u .Je n;:111 

L-081 

;;¡: ,¡;: ~¡ ¡¡ ¡ ¡ if ¡ :i!'. t[: '. i' ;¡ ! ;;; : ~ ;! ~ ;ij l :¡;: 
r,.1l'=Jr, !tr i. .. :::!1:~.:.ir.$ Cc:-:;.-ft ,_,, ur. ~l'l~~·c .:.e 
:-.~tr;:.•;1~r. :!t .;;.~:1 r_,:r;::!. ;-.;a Ctrcnri1 
1.1 ••l".1: ¡¿.,¿ ;!e r~:a ''ªª, c1·iarrt"l::.r..c1 -h lfl• 
~ª"' •r~~·~;,. e•:;~~ :a ;,,~1:::(!' ~rl r,,:r:\':· 

~ ~;.','.;·~:·e~;~ ~e~~ ~=r.~~r. ~"~~~~~ Í~~it~!t~~; ~:~;:~~ 
!-t''.:rs .. !'> .,·\'·l 1 .::ut ;'..tc!cr. '-t: :r;'11c .. ;!~~ tr. 
fe!"-~ r:·cri<":o-,;:;t"i 1.~.~.:o.:.:~ :;. rc;:.:.ts4 .. tl 
f1~.- ::. :·.e :::t ):1 >-'"' '"f':cr.t::o-.:.!'IH~ ,,r:~~ .. :;? 
.:.!"r.:~~r.::: -:'.;~ ~.( 'J:1:¡:;.C: C~i"C sc.r . .::a tl'l t.n 

~?'~ ~~- ?~: ~:~~ ~ ~ ~ ~~ ! r~. ~~:~:: ~~:~~ ~~~~, ¿~./'!'~:.: 
¿¡ e :.r • .::: n .: ~¿) e;.•: u!a.:.!c~ .;.t t l.an:c-1 ¿e 1-:!\ 1; 

~~r.~~~·~~~ ~ ~~, ~~ ,;~~ r: ~~; ~ ~ ~ '¡~¡,~;~~. ~~~': ~ !~~;.~; 
'ºi;1)~.~;~~;~~! 1 p;~~t~~~~~;'.~~ H ~t¡:rd :1 cnrc 
ci'!'. i;:_. q._¡,r.r· ~~,.:.:e' ·si: ó!t':icstr~ !a ci.:~;.11· 
t-~11-..::1.:.! cr: r..t~~~:. Le! res~;!ai.n dt-:.:r:tc-~ 

~~~; 1 ~.~~· ;; ~~ ~; ~ ~. :·'~1• ~t ~=r~:.: ~ ~ .!~~ l ~;, .~~·~; l~~i 
• ; !' ,, • t • , t JC f ; • ~ • 0 • t' l. ~ ; t • '; i )' il 1,. t L ,;,t t : • •'" 

L-083 
~---·-----

C-1.f.A,:'ti!J.COI> ~[ t.'?.A ~c•r.-:OA C[:J;[i< .. -[HE."H::A f/.IJ. 

~~t:!Ue, \',)< •• fu.-n:r •• 1.L., !:i~t•dt:~ •• l'!., 
r.:o-~.,nctr. I" .. v .,:, : ~" L : •;:e. l':olc·i ~ .. Hcltc.._ •• r. 
;,::.:.;.::.;, ....... , ... pe ... r~.: •i : . .. -.:. """r·••·•c•, M~r.c.;r J 

C1-,r•::;1n•r •1•~ti1 •• 1~c,.;t,.tr• tntrf :11 t1111r•.•• 
tr.1~~:;-;-;-r.t,·nar. :·r •u~•.,r f••r.1.111.:!1 ~-. 
c11:1 d• C!arr•• t: r .. i.o :.11::.t :.r.:td1r,::• :!1 tfa 
~•ttor11 ~1t1 r.H•••::: •l c•1•1rc; ;;.r et 1!1t1.:..<1• ~ur 
p•=ltan •~ :t•rt¡f:.c•::!r tt :.or.1r1 rlftt• y •'•rt!\•, 
11~ :o .. <'"'º :1;cr t"":t:;~r-.:c ~~!!CO <'el :1,rf'":>Tf•r.11:.'>. 

h -.a cl\H'•~r ~~· ol :-"" ~. f·!!~ 11 ~·~:~: .. ~u­
rtr.:t i~tl!&\>:I 1:" [.~~;1 I; Hf t~e~dC •'I \'t':::i:tl 11fO 
.-U1i:clc: : !1ic. :..::.:::--¡; .11:>, •·•::.~• '"'·Jcr.,!d" t .. ncl.'I 

~.:~;=!:::: ~:, r~ ;;;~: 1 ~:~ L: ::: e~-::.:,~~-~;:~'.~:~~.~::·~~.~, -
!!• fl tll ::CJT•ll, :1 t.1. 1 o l'll !l '>1 ~n !rt(:ztnt:i o;f ~ • Z • t • 
~.I ~ .• 1:a:< aft ~;M:,•1l;>1:~!::c1 •1'1 u;tr;t'cr.101 dr h:­
cr!Cu:lt. 1:;~ "'; .• c !:~th) "S• .. t:11ro" ~ ~-• reri..aldc <'t-· 
11n·•r pc:1::ar!~1r:"1 '" h !on(1t"~ ~. lo• fu.¡;1::1,.tc\ dt 

ru~~1~:~!;::~~ ;:: :~~¡;~~~1 ~ ~!~! ~;: ~: ~;;::~, :-n~;füf f 
;~;: :: :::~ .. !~:~~:··~~¡r·;:/:~~":!~!1~~~·:·!"f.~:i~: !:i 
c~•o &!,urrcilor .:nCJ1 :- ;.: ... ;-u.:i h !d~,.11!H•:1.~11 ch 
~~ tn 11t .. :::1 '" o;~~·-=.!:C:¡~• <t.::•:•.'.•t 
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L-080 
~~;~~~:,~;,-:~~i-.:~- ¡::~~' ! / ~' l ,~;1;t/:-;f ~- ·-:: 
:uuc (!t !"'•H:p ... · :"•"•''!"' :.,.;. 
•ect .• !r-¡h, _:'.;.."'!,' rr· .. , ....... ,, 1;; .. 

l.• !:.1•11 i:Jr: .... •-: •" •: • ·'"Po •• :. "• .: •• r1::bn 
<.tTiH• dt ur• lC:•:<.1' f•'.:•:~, .. ~• a~.,;·:,,1 ¡<1 S. 
,!.!'~• 1-A n ti •:N<!"~~~ <• <;;!•HI• ff\ .:r.~1Jut dol -
)01 dt lCJI CIJ,.t 1'; ., • ''":•• :, ~~.'...__:_~ ¡.11,u. 
1ctf•l~1<! cct•:nr-~••"''•· ~· .• ~11•ncc •~·1o: <rirn:r ol 
i•nt C"'t fl'>.!l' ! a ! '"1 • '.•: ~. ' ' ~t :a ¡:: ", ;, ~ ·"• 
ti'Lll 11 ,,;~¡u L_o_.¿_;__:...:.! .:...':......! t·•t.r. :.~ t· 
11:.~nili:H.11 1,.:1:<:.,1. " 110 .e . f•'• !..:.! ~• !.· :..:.:.!.':• 
[•11 cc-,;:f:r• t•r• ~·.i ocl"d, • l'. ¡:r •• : •• .• ~•• t ¡ _ .< • 

¡.te•, c¡ .. 1 1, ... ~, r.r -••• •" 1.1:~ .;, "'·'~'· ~: ¡.or,::~1;· 
co C>'l, un r-:0;1t1 ":"" ;.-• n:al ••u1:~>.1r.1•. 5t 

;:~": ~~!!. "~ i •: ~.~~::: 1 r;; r 1 ; ~=iS :.: ~; •: ~; l l'~; ,.~"; r: ~ ~ ~ ~~= 
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GE:\ETIC \':\Rl:\TIO:\ OF TllE S.11 .. \10\F/ l.\ 0.\1/'C (IE:>.:E: liSE OF 
0\1PC :\S C\RRIER OF llETEROI.O<IUl ;s EPIT< >l'ES. 

Ctr. Res. Gcnctic En¡!. & Bi01cchnoln¡!)'. U:\:\.\1: :\pdo. Po,1al 
510-3; Cuerna\'aca. Mor. 62271. \1EXICO. Fax (:'\2) l731 172.'188 

Thc Sa/monclla typhi ompC ¡!ene codcs for a major muer membrane 
pmtein <OMP). OmpC. whose expression is no! inílucnccd hy mcdium nsmolarity 
in the samc manncr as ompC in E. co!i. Thus. so far. unckr lahoratnry conditions 
this O\IP is expresscd rnnstituti1·ely. S. 1.vphi om{'C sharcs a 77<;( and a 79'7c 
amino acid (aa) anJ nucleotide (nt) scqucncc similarity with r:. roli om{'C 
\'ariation bctween both genes is mainly circumscrihcd In sc1-cn rcgions. ranging 
in si le from 4 to 1 S aa. Six of thcsc rqliuns arL• h: urtlpl;ylic and 1h11' might be 
exposed. :'\ine radioacti\'C oligonuclco1idcs. compkrncntary 10 1hc nt pr•nions 1hat 
c0de for these l'Jriable regions. were hyhridi1cd :tt:ain\I Sou1hcm blots of genomic 
D:\A from 15 strains of Sa/mo11c/111. Thcsc comrriscd 12 diffcrcnt speries and 
included S. ryphi Ty2, l\1SS-1 (a \1c\ic:i'1 ~efercncc '1r:iin l. Ty .rn:i and Ty--10~ 
(from Indonesia¡. An oligo co1Tcspondin;.: 10 l'ari;1hlc rcgion 6 did nc11 h: hridi1e 
to nmpC from S. "·rmhingtnn tgroup Gi. S. ¡.:o/li11arn111 1group Bl. S cmcritidis 
(grou? D).;md S. ;:hc:·dccr: {.;,ro~p FL Si::~:l~:1:;. ;.:¡ n!i~;.) fr;J:11 r-c;::.:Hi .'. ~~i.J :¡o: 
hybridize with om{'C from the latter 1hrce strains. :\o l'ariation was obserl'ed in 
the other regions nor when 1hc whole gene was uscd as pwbe. Rcs1riction 
fragment length polymorphism was dc1cc1cd only in S. ari:onac: runhermore. no 
oligos hyhridized with S. ari:nnac D:\A and hybridizatinn wi1h 1hc whnle gene 
was lcss intense than with 01her salmoncl:ae. 

A JOOmer oligonuclco1idc "as u sed fnr si1e-direc1ed mutagencsis 
cf hydrophylic variable region 3, n:<ulting in a t:ene th:1t n>des for :1 chimeric 
OmpC. with a :22 aa insen betwcen aa 160 and 161. The in sen conwins an 18 aa 
sequence corresponding to a rotal'irus capsid VP4 neutralizing e¡iitope. The 
chimeric protein is cxpressed in E. coli and assembled wi1hin 1hc ou1cr membrane; 
the rotavirus epitopc conserves its antigenic strncture and is cxposed on thc cell 
surface. This was determined by PAGE of 0\1P prepara1ions and by an ELISA 
with a rotavirus-specific monoclonal antibody rcac1in¡! a¡!ainst 0\1P prcrarations 
and whole E. coli cclls. This result mongly indis·a1cs 1hat variable region 3 is 
indeed exposed in wild-type OmpC. and that ir can be uscful for the inscnit'n and 
presentation of hcterologous cpitope.;. 

Thc rcsrarch of E. Ca/\'(1 was .rnpportcd in pan hy 1111 /11t«mlllio12al Rcscarch 
Sclznlar Award fr0m the Howard !f11ghcs .\fcdical l•1<1i1111e (USA). 
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COMPARATIVE STUDY OF TWO DNA PROBES SPECIFIC FOR 
CAMPl'LOBACTER. 

E. Calva, V. Bustllmante, M. Fernández, !\1. Bobadilla, L. Sánchcz*, 
and~~~ 

Crr. Res. Geneüc Eng. & Biotcchnology. L':-.':\\1; Apdo. Postal 
510-3: Cuernavaca, \1or. 62:71. \1EX1CO. Fax (52) (7:;) 172:;gg 

Two recombinan! plasmids, pCjl'J and pCj20. harl:>oring C. jcjwii D:-\:\ 
Hindlll fragments of 2.1 and 2.2 kiloba>erairs. re<pccti' ely. wcre isolated from 
a random genomic librar~', consrructed in pBR.'22. 

pCj 19 contains a D'.\':\ in sen specific for C. jcj11ni, "he reas the imen 
in pCj20 is specific for C. jcj1111i :ind C. coli. This was dctcnnincd by 
hybridiza;ion cx¡ieriments with D:"<A from nrious C. Je i:mi. C. cali. C. laridis. 
and C. fc111s rcfercncc strains, :is wcl! as from more than twenty other 
enteropathogens likely to be co-isolatcd with Campylohacrcr. such as 
He/icúbacrcr pylori. hbrio clwlcrac, .:nterntoxigenic and enteropathogenic 
Escherichia coli. various Salmo11e//a strains. Giardia lamblia and Enramocba 
/1is10/y1ica, among others. 

pCj20 hybridizcd with D:-."A from t\\enty-nine thermophylic 
Campylobacrer field strains. isolated from children "ith diarrhca. Twenty of 
these hybridized with pCj19, indicating that they are C. jcj11ni. In order to 

va\idate the specificity of the probes. outer membrane protein, restriction 
fragment length polymorphism. and genomic D:\A-D:-.':\ hybridization profiles 
are being correlated with 1he probe data. 

pCj20 is unstable in E. co/i HBIOI: its propagation is stabilized upon 
transformation into E. coli BMH 71-18 mur L. pCj 19 is stable in both E. coli 
strains. 

Experiments in 1:;. co/1 miniceiis shuwe<l tl1iit tr.c ir.sen in pCj20 codes 
for severa] proteins 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 maner of curren! investigation. 
The in sen in pCj 19 does not appear to be expresst:d in E. coli. 

•Stanford liniv. Regional Center, San Cristóbal de las Casas, Chis. Mexico. 
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