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INTRODUCCION

Sin duda, en 1la actualidad muchas 1lineas de investigacion
cientifica estan enfocadas en la generacion de informacion que ayude a
la resolucién de algun problema de salud. En especial, las
enfermedades infecciosas son las que han levantado un gran interés en
el desarrollo de sistemas adecuados de prevencién y diagnéstico. Estos
enfoques han tenido un gran desarrollo gracias a la aparicion de
tecnologias modernas de la biologia molecular, 1la cual ha tenido
avances sin paralelo en la ultima década. El surgimiente de las
metodologias de DNA recombinante ha permitido obtener adelantos en el
estudio de determinantes esenciales de virulencia e inmunidad de
microorganismos infecciosos. Asimismo, ha abierto la posibilidad de
que estos determinantes puedan ser utiles, a través de la manipulacién
del gene que codifica para ellos o del prbducto mismo, en la
generacién de sistemas de deteccién y vacunacién.

Nuestro laboratorio ha tenido el interés de generar este tipo de
conocimientos, para atacar uno de los principales problemas de salud
es el agente causal de esta enfermedad entérica de caracter invasivo.

Las generalidades sobre esta enterobacteria y los aspectos mas
relevantes acerca del campo, como su importancia y los principales
avances Yy conocimientos obtenidos a la fecha, Bon revisados en el
apéndice I que se presenta a continuaciéon (3). Aqui, se abarca 1la
descripcion del agente causal, 1la descripcién clinica de la FT, 1la
epidemiologia, la patogénesis, el desarrollo de vacunas'y sistemas de

djiagnoéstico, y la perspectiva en biologia molecular.



Uno de 1los objetivos generales de nuestro laboratoric es el
iniciar 1a caracterizacién de antigenos de superficie de S.typhi.
Ello, partiendo de la base que proteinas expuestas en la superficie
son antigenos candidatos para deteccio6on o vacunacion. Los objetivos
particulares de este proyecto fueron la clonacién del gene para la
proteina de membrana externa (PME) ompC, la caracterizacio6on inicial de
este gene y su producto, y el inicio de la determinacion vy analisis de
lla secuencia nucleotidica.

Esta informacion preliminar debera servir de fundamento para
evaluar, c¢on estudios posteriores, la utilidad de esta proteina, o de
su gene a nivel clinico en la deteccion, diagnéstico, control 'y
prevencién de la FT. '

Introducciones generales a las caracteristicae de la membrana
externa (ME) de las enterobacterias, en especial a la de E.coli ¥
S.typhimurium, asi como a las del gene ompC de E.coli vy a la proteina

Omp ¢ en E.coli y S.typhimurium, han sido realizadas por nosotros

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



ANTECEDENTXS

Hasta ahora, los antecedentes producidos por nuestro grupc de
investigacion en el estudio de la biologia molecular de S.typhi, son:

-La clonacion de los genes para las proteinas de membrana externa
{PMEs) OmpF y PhoE (35,36).

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

-La caracterizacién preliminar de las PMEs como inmunégenos
durante la infeccion (A. Verdugo, comunicacién personal).

-La clonacién y caracterizacién del gene bara la PME OmpC

(11,37). Parte de este trabajo es presentado en esta tésis.
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Research Opportunities in Typhoid Fever:
Epidemiology and Molecular Biology

~ Edmundo Calva, Jose Luis Puente and Juan José Calva

‘>Summ(x\‘y
I is estimated that 1yphoid fever (TF)
annually Zffects more than 12 million /o
persons. worldwide. TF is the result of a
‘generalized infection by the enicro-
bacterium Salmonella typhi. Patients
with TF, most of whom live in developing
countries have impaired activity for
several weeks resulting in an important
loss-in productivity and welfare. Death
. may accur, with the single most frequent
cause being intestinal perforation. While
the first priority must be 10 develop better
methods of diseasc prevention. there is
- also an urgent need 10 devise easy,
‘ accurate, and inexpensive diagnostic
- assays that will allow early routine
distinction of TF from other febrile
“ illnesses.- Research on TF offers the
opportunity 1o explore many aspects of
" pathogenesis and the host immune re-
... sponse. as well as 10 contribute toward the
. development of new vaccines and diag-
.; nostic laboratory' tests.

+

i

i Causal Agent and Clinical
.. Description of Typhoid Fever

The term typhoid derives from fyphus
“* and from the suffix ‘0id", and means
: simply ‘like-typhus’, Typhus is a Greek
word and signifies ‘smoke’ or ‘mist’; it
was probably first used for describing
febrile ilinesses that cause mental aber-
rations. It is now known that typhoid
fever (TF) in man is the clinical mani-
- festation of a generalized (systemic)
. infection by Salmonella 1yphi, a gram-
~ -negative enterobacterium that enters
the body via the gastrointestinal tract,
"~ usually via ingestion of food or water
* conlaminated by human feces.

i

iz
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S. typhi belongs 1o the serotype
9.12d. Vi. It is defined by the sugar
repeat units (9.12) of the O antigen.
located in the outer membrane lipo-
polysaccharide (LPS): the H antigen (d)
constituted by the flagellar protein
- (flagellin);- and the K capsular poly-
saccharide antigen (Vi). (The Salmonella
genus was described first by T. Smith,
working in the laboratory headed by

“'D. E. Salmon.)

The incubation period of TF, al-
though variable according to the in-
— fecting dose. is usually around 10-14
:days. During certain stages of the
disease, S. 1yphi circulates in the blood
(bacteremia). from where it can be

~ isolated for diagnostic purposes. Fever

“is the main clinical manifestation of TF,
“and can produce temperatures of
. 39-40 °C during the first 3-8 days after
i onset. Commonly. accompanying fever
. there is intense headache, general weak-
ness, and diarrhea. as well as nausea,

— vomiting. loss of appetite, abdominal

: pain, chills, cough. and muscular ache.
~ The most frequent complications are
~intestinal hemorrhage, severe bleedmg
- disorders, and inflammatory changes in
. the liver. Although less frequent, in-
" testinal perforation may also oceur,
., contributing 1o-the approximately Y259,

"> of deaths associated with the xllness
. General weakness, abdominal pain, and
liver and spleen enlargement are usually
-« detected upon physical examination.!-*

! Without specific antimicrobial treat-

~= ment the discase follows a prolonged

course, of 3-4 weeks after onset, and

1 symptoms slowly recede if there are no

: complications.  Sustained fever is
™ common during the second and third
. week of disease, decreasing slowly after-

. wards. Fortunately, nowadays various

_: effective antimicrobial agents are avail-

able. “The treatment of first choice is
administered at 50
. mg/kg/dayin four doses for a minimum

- of two weeks. Ampicillin (100 mg/kg/

day in four doses) or cotrimoxazole

5
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(320 mg trimethoprim/600 mg sulpha-
methoxazole/day in 2 doses) are also
used. Morc recently. other antibiotics
such as third generation cephalosporins
or new generation quinolones have
proved to be useful.* Even with anti-
biotics, convalescence without compli-
cations produces impaired activity in
patients for at least three weeks, with a
substantial Joss in productivity and
increase in medical bills.

Other  Salmonella cause gastroen-
teritis (‘food poisoning®) and para-
typhoid in man, with headache, chills,
abdominal pain. nausea, vomiting. and
diarrhea; the symptoms appear 848
hours after infection and last for 14
days. In contrast 10 TF, blood cultures
are rarely positive and diagnosis is
made by isolating the microorganism
from stools. S. ryphimurium is a leading
cause of such gastroenteritis. and pro-
duces in mice an invasive enteric fever

that resembles TF in man.

Epidemiology

Ttis estimated that there are 12'5 million
cases of TF annually (excludinp China).
This represents an incidence of 365 per
100,000 of the total population, and of
540 per 100,000 inhabitants of the
developing world (0:55;). The world-
wide case-fatality rate is around 19,
Persons shedding S. 1yphi are the main
source of contamination. Chronic car-
riers can excrete as many as 10'° organ-
isms per gram of feces. It has been
estimated, for instance, that there are
694 carriers per 100,000 habitants in -
Santiago, Chile.!*

Epidemiological data from Mexico
(1980-7) show an annua!l incidence rate
ranging from 001 to 0:02%;. The data
was obtained from the general open
population that seeks medical care at
government-supported clinics and hos-
pitals' and from the population affili-
ated 10 the Mexican Institute for Social
Security, which is more than one third
of the total population.!’ Nevertheless,
these figures probably represent a lower
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" ‘estimate, duc to underreporting. Some

cases arc probably not diagnosed pro-

“perly and others are treated at home

without medical care or by private
physicians who uncommonly report

~.them to the national health offices.

~~during the rainy months of Apn]‘1

— Mexico.

In Mexico the case-fatality rate is
-similar 1o that which is found world-
wide. Furthermore, most cases appear

through-October, te,

© Itis thought that in very poor sanitary
__conditions it is primarily small children
“who are mostly affected.’ although it

..:appears that children less than two

years old have benign infections.’ In
reported affected children
under five years of age represent only
-around 59, of the cases; 509, cor-
respond toindividuals in the age bracket

—of 15 10 44 years old.}*" In 1979,

‘Mexicans in these age-brackets repre-
“"sented 18 and 419 of the population,

_..Tespectively. Other reports indicate that

1

[

‘typhoid patients in devclopmg countries
.have a mean age of 16 years,* and are
mostly in the age range of 5-19 years

—<old.”* For cases involving intestinal

; perforation, the mean age is 22 years.*

< Studies with volunteers in the U.S.

showed that the attack rate and the

“"‘mean incubation period are dependent

.;on the infective dose. With an infective
dose of 10° microorganisms, the attack

... Tate was 385, and the mean incubation

pcnod was 13 days, while with 10*

-+ organisms the respective figures were |

90 0-and 6 days.

Pathogennis

No experimental animal . model has

‘been found for the study of S. typhi

- pathogenesis. This fact poses a challenge

and some exlrapolauons have 10 be

...made from investigations on mice in-
‘fected with S. ryphimurium.

Jthas been shown that S. ryphimurium

goes across the intestinal epithelial cell

- layer through M (Membranous)

lls ™ invading Peyers patches,ffromg

&'K“ eaches the reticuloendothelial sys-

VERSION=.1c bicl26 §

tem, proliferating inside the macro-
phapes and invading the mesenteric
lymph nodes. the spleen and the liver."
The mechanisms involved in Salmonclla
adherence 10 intestinal cells. pene-
tration. resistance to phagocytosis by
macrophages, and  multiplication
within macrophages, are largely un-
known.

Genetic determinants of virulence,
particularly some of those required to
produce systemic infection, such as
serum resistance, ce)l adherence. cell
invasion, and proliferation within cells,
are present in S. 1yphimurium large
plasmids.!* There appears 10 be hetero-
gencity among the plasmlds and
their host strains and in one instance it
was observed that the plasmid was
integrated into the chromosome.

A gene that confers serum resistance,
from a large plasmid, has been isolated.
It complements serum-sensitive rough
S. typhimurium and E. colf strains that
lack full-length LPS. This gene codes
for an 11 kDa protein that becomes
incorporated into the outer membrane,
without restoring the length. of the
LPS.»

Tt must be pointed out. however, that
most S. ryphi strains lack plasmids®
(our unpublished observations); when
present, plasmids have been associated
with antibiotic resistance.”

An interesting effort has been made
to isolate S. typhimurium mutants that
are unable to survive within the host
macrophage, by selection after Tn10-
transposon  mutagenesis.'*  Diverse -
phenotypes were identified among the
mutants. These included auxotrophs
that might reflect the low availability of
purines and p-aminoabenzoic  acid
within the macrophages, mutants that
are hypersensitive to serum comple-
ment, mutants with an altered response
to oxidative stress, strains altered in the
LPS, motility mutants, mutants with
altered colony morphology and finally,
strains that showed Tn insertion in &
resident plasmid (the other insertions
were in the chromosome). Interestingly,
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none of the mutants appeared 10 be
affected in their iron-uptake system,
which is thought to provide iron to the
bacteria from that tightly bound 10
transferrin and lactoferrin.

In addition, it has been found that S.
typhimurium transposon Tn 10-induced

. mutants that are devoid of adenylate

cyclase and cyclic AMP recepior protein
(CRP) are avirulent.” Such mutants
were sought because cyclic AMP
(cAMP) is presemt at low concentrations
inside mammalian cells - and cell

~ invasion occurs during a systemic in-

fection. cAMP and CRP are necessary
for the transcription of genes involved
in the transport and breakdown of
catabolites. Furthermore, cAMP exerts
a positive control on the transport of
fuel and carbon sources, as well as
amino acids, and the concentration of
cAMP exerts an efiect on lysogeni-
zation, and on the synthesis of pili.
fimbriae, flagella. and an outer mem-
brane protein, Thus, several functions
were found 1o be impaired in these
pleiotropic mutants, Since they are

immunogenic, they constitute candidate

strains for live vaccines.

An important factor in pathogenesis
is the host immune status, In humans, it
probably depends on several environ-
mental factors such as previous ex-
posure to antigen, nutrition, and on the
prior or simultancous occurrence of
other infections. A spectrum of innate
resistance to S. ryphimurium infection is
found amongst mouse strains.’ Alleles
of various mouse genetic loci influence
such resistance, including some of the
alieles of the major histocompatibility
complex and Jiy.**# For instance, the
1S allele confers sensitivity and JryR
resistance. Highly virulent bacteria can
better infect IryS strains than JryR
strains, whereas infection by a low
virulent strain is the same in both host
genetic  backgrounds.®” Whether an
analogous situation occurs in humans
remains to be proved.

The S. 1yphi LPS is an endotoxin

VERSION = I¢c biel26 7

which causes fever (is pyrogenic).
bleeding disorders. and septic shock. It
is highly immunogenic. although its role
in pathogenesis is not clear.!* It appears
that the flagella either protect S. ryphi
from intraceliular killing by macro-
phages or increase its ability to replicate
inside these cells.

Evidently, much more work and new
ideas are needed in order 1o better
understand the pathogenicity of S.
1yphi.

Vaccines

There is a need for vaccines, cellular
(live or kilied) or acellular (based on
isolated bacterial products). that ge do

nolcause adverse effects and that fully -

protect individuals from different geo-
graphical arcas, ages, and socio-eco-
nomic backgrounds.

Presently used parenteral vaccines
belong 1o a first generation set tested
since the 1960s. They consist of killed-
whole cells, and include either a dried
acetone-inactivated (K) or a heal-
phenol-inactivated (L) preparation.
They range in effectiveness between
669, and 8849, protection, when two
doses are given (corresponding each to
c. 10*~10* organisms), as determined
over a seven-year surveillance. The L
vaccine has been shown to be slightly
less effective. Nevertheless. in Mexico
and other developing countries the L
vaccine is mostly used. due to its lower
cost. Mass annual systematic immuni-
2ation with a single dosc of the L

vaccine has been shown to lower the

incidence of TF significantly. An im-
portant constraint on the use of these
vaccines is that both present undesirable
side-effects, specially with the first dose,
such as pain and swelling at the site of
application, and feyer of more than
38°C. For instance, in a survey in
Thailand more than 602, of the vac-
cinees had pain and swelling, and more
than 389% had fever, as side-effects
from the vaccination.!**

More recently, the Vi antigen has

v
[
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bheen used as a parenteral vaccine. Single
dose was applied in & field trial; no
adverse effects were reporied. and pro-
tection was similar to that found with
the K and L vaccines. Therefore, vac-
cination with Vi might well come into
wider use.

The development of attenuated
strains for use as orally administered
live vaccines. able 1o elicit a more effec-
tive and longer immunity without
causing symptoms, had been a matter of
great interest and effort. Furthermore,
such strains could also carry hetero-
logous antigens. 10 immunize against
other infectious discases prevalent in a
particular geographical region.

For instance, a non-virulent live
vaccine strain has been developed con-
sisting of a UDP-galactose-4-epi-

" meraseless mutant (strain Ty21A), de-

rived from Ty2. a reference strain. This
mutant is sensitive to galactose-induced

. lysg invitro. Its effectiveness using three

dogles of 1-3x 10°® viable organisms

. has been reported to be highly variable.

For instance, in Santiago, Chile, it was
679, and in Alexandria, Egypt, it was
959, This variability in efficacy appears
to depend. at least in part, on the
number of applications, the storage
conditions, the correct formulation and

. dosage, and on whether it is given 1o

peopie from endemic or non-endemic
areas. Jt is interesting that in the study

: done in Santiago, Chile, an enteric-
. coated formulation was more eflective;

as opposed to the gelatin capsule pre-

- sentation, which is taken after ingestion

9

of bicarbonate to neutralize gastric
acidity#1> Presently, it is not clear yet
how the epimerase mutation contributes

" 10 the abolition of virulence in Ty2{a.®

In addition, autotrophs of S. 1yph-
imurium and S. fphi for aromatic
metabolites {(aroA4) and adenine (purA)
have been developed as candidates for
live oral vaceines. Such strains are non-
virulent, presumably because the re-

* quired metabolites are not availabie in

VERSION=.]c biel26 ¢

host tissues. The S. typhimurium strains
have been shown to fully protect mice
and calves. The S. typhi aro A-purA
double mutants cause a significant stim-
ulation of human celiular immunity
in volunteers, although protection
against challenge with virulent bacteria
has not been proved. At the present
time it is of utmost interest to assess
their protective efficacy in humans, by
conducting community based rando-
mized trials.?®

Diagnosis

1t has become evident that, particularly
in developing countries, there is & great
need for new, rapid, highly sensitive
and specific, as well as easy-to-perform,
diagnostic tests for TF that aliow it to
be distinguished readily from other
febrile illnesses. Because many people
in areas where TF is endemic have high
levels of serum antibodies to S. 1yphi,**
secondary 1o a continuous exposure to
the microorganism, serologic tests per-
formed in these areas are of low
specificity for diagnosing TF. More-
over, a significant rise in the antibody
titers against the O antigen is usually
not detected until the second to third
week after the onset of fever, therefore
it seems that new diagnostic tests 10
detect circulating antigens or DNA
sequences from bacteria present in
blood of TF patients are needed.
Presently, the most accurate diag-
nostic test for TF is to isolate . typhi
from bone-marrow aspirate, which, -
however, is an aggressive and impract-
ical procedure. Biood cultures are more
commonly used and easy to perform,
yet their sensitivity is not higher than
909, when a set of three consecutive
blood cultures -are taken. Important
constraints related to this method are
that §. typhi isolation and identification
takes at least 48 hours and also that
blood cultures may not be highly sen-
sitive because of the low concentration
of S. typhi circulating in blood, 20 cells/
m! or less,' especially when patients
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have taken antibiotics before the cul-
ture.

. Research Opportunities

Well-designed epidemiological studies

- in different parts of the world. together

with more extensive investigations on
S. 1yphi virulence factors and host
immune response to the bacteria, would
certainly aid undersianding of the
pathogenesis of TF and improve its
detection. management, and preven-

. tion. it is evident that this is necessarily

a multidisciplinary effort that will re-
quire bringing together specialists from
various fields. These should include
molecular biologists, who may provide
fundamental knowledge about the

" structure and function of macromole-

cules involved in mechanisms of disease
and host defence, and epidemiologists,
who may provide rigorous methodo-
logy to conduct clinical research. Fig. !
illustrates some of the areas of know-

.- ledge where much more information

i

is needed.
Some areas of research that offer new

- opportunities and challenges are the

. following:

-

(1) Concerning epidemiologic re-
search, there is a need 1o validate,
through case-contro! studies, the dia-

gnostic efficacy of rapid and more prac-

tical laboratory tests to waslk. TF

. patients early in the onset of the disease.

Also, it is important to assess the
impact, through randomized field trials,
of new vaccines that will be better

* accepied by the community and which
. provide highly effective and long-term
“ protection among individuals at high
. risk for TF.

(2) Aninteresting arca with respect to
studies in molecular biology is that
concerning outer membrane proteins
{OMPs), which are surface-exposed
abundant proteins ( > 10° per cell). It
has been proposed that S. 1yphi OMPs,
including the pore-forming porins,
could serve as antigens for a diagnostic
test. There is a significant rise in the
OMP antibody levels in sera from TF
patients in acute-phase and conva-

W

’Wﬂ’/
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lescent-phase as compared with control
serum. which is not the case for the O or
the H antigens.?® Furthermore, studies
in mice have indicated that the S.
typhimurium OMPs. and not the LPS.
from rough or smooth strains, elicit a
relatively long-lasting protective res-
ponse 10 infective doses equivalent to 50
times the half-lethal dose.* By analogy.
the S. 1yphi OMPs could have a similar
role in the immunity against TF, and
thus serve as components of an aceflular
vaccine.

The gene for one of the major S. ryphi
OMPs, ompC. has been isolated.? This
offers the opporiunity to probe inta its
structure, function, and immunogenic-
ity. It should be interesting to determine
the variability of the S. 1yphi OMPs
with respect 10 other bacteria, and to
assess whether the variable regions are
in putatively exposed sequences (see
Fip. 2). Furthermore, finding out if
there is intraspecies heterogeneity is of
crucial relevance to determining the
role of the OMPs as diagnostic reagents,
or as components of a vaccine. There
could be heterogencous exposed re-
gions, varying between“isolates from
different geographical origins or from
patients with diverse clinical symptoms.
1f indeed this were the case, and if the
OMPs wrm out to be important in
immunodiagnosis and immunoprotec-
tion, it might be necessary to have
several diagnostic kits and vaccines,
based on different strains. Alternative-
lv, the definition of universally shared
epitopes, specific for §. 1yphi, could
aliow the design of diagnostic assays
and vaccines for general use,

{3) It is not clear yet how many
factors are involved in the production
of diarrhea during TF. Some authors
have dismissed the role of a heat-stable
enterotoxin, similar 1o Eschericha coli
ST, or that of a heat-labile cholera-like
enterotoxin, similar to E. coli LTS
However, others have described the
isolation of an §. 1yphimurium cholera-

10
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like enterotonin genc:* and of an LT-
like enterotoxin gene from S. nphi™
- (manuscript in preparation). The latter
shares some homology at the DNA
level with the LT gene. although it lacks
a coding region for a proposed binding
" site to ganglioside GMI, a postulated
LT and cholera enterotoxin cell re-
ceptor. It will be interesting to see how
.. widely distributed this gene is in dif-
ferem clinical isolates, to measure its
level of expression, and to deiermine if
it has any role in pathogenesis. 1t could
- function at a low level and exert its
effects on as yet unknown cellular
tasgets.
_ (4)Isolated S. 1yphi genes can be used
as labelled probes in the study of
.molecular populaton genetics, making
use of restriction fragment length poly-
- morphisms (RFLP) that might allow
the classification of different strains
according to geographical origin or to
the clinical symptoms that they induce.
"~ This type of analysis is based on the
occurrence of genetic polymorphisms.
which can be refiectied in the absence or
.. presence of specific cutting sites for
restriction enzymes. DNA from various
_ - clinical isolates is cut with a restriction
enzyme. the resulting fragments are
- then separated by gel electrophoresis,
and are then blotied on to nitrocellulose
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and enterotoxin genes will allow the
definition, by nucleotide sequence com-
parison 10 published data from other
enterobacteria, of regions specific for
the S. ryphi reference strain from which
the gene was isolated.

Oligonucleotides complementary to
such specific regions can be constructed
end hybridized very stringently to dif-
ferent S. 1yphi clinical isolates; such
that only completely homologous se-
quences can hybridize, Lack of hy-
bridization with DNA from a particular
strain, on a Southern blot, would
indicate variability with respect to the
reference gene. In this manner, it should
be possible to assess how common are
the putatively species-specific sequences
(Fig. 2).

Aliernatively, the hybridizing oligo-
nucleotides could correspond to regions
that code for amino acids that form
part of putatively exposed epilopes.

(6) Finally, we cannot but stress
again the need for novel ideas and
approaches to the study of TF; some of
the unknown areas have been men-
tionsed throughout the text. A definite
attraction is the opportunity to explore
a myriad of problems, ranging from
basic studies on cell-to-cell interaction
to practical applications in health bio-
technology. The information obtained

could provide relevant insights to the
pathogenesis and immunity phenomena
of other bacterial infections.

-~ paper. On these Southern blots, par-
ticular bands can be visualized by using
! labeled, e.g. radioactive, genes as hy-
.., bridizing probes. A change in the band
pattern is indicative of polymorphism.
.., It is possible that particular banding
: patterns can serve as ‘fingerprints® for
-+ specific strains.
(5)  Besides  immunodiagnosis,
-+ modern diagnostic approaches could
.include the design of DNA specific
~~probes for S. ryphi. Eventually these
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probes could be used on blood or stool
‘samples, when linked to an efficient
:non-radioactive detection system.

For instance, determining the nu-
cleotide sequence of the S. typhi ompC
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Fig. 1. Jilusiration of unknown areas concerning n‘srarﬁ? o yphoid fever (TF). The question marks

-~ indicate where not much information is available and more knowledge is required. The asterisks
indicate areas wherc some developments and adhances have been made, but are still in need for much
: improvement. The mechanisms of pathogenesis used by S. typhi. the gram-negative bacierium that causes
" TF are. at the moment, not well documented. How much does the variability of clinical symptoms depend
on the genetic make-up of the microorganism or on the host immune stalus is an open areo Jor menrch
Which factors play a role in the resistance of the bacieria 1o host i v, or in and
i pracesses, is largely unknown. There is a need 10 define 1argets and mechanisms involved in humoral or
cellular host immune response; ren will help in the design of improved diagnostic methods and vaccines.
An imporiant point is the need @I an experimental model system, that allows addressing some of the
unanswered questions. (Mabs = onoclonal antibodies: Pabs = polyclonal antibodies).
Fig. 2. Schematic represent of the use of oligonucleatides for determining inter- and intra-species variation
of defined genc regions. The lower part of the figure shows a folded hypothetical outer membranc protein
(OMP). The location of a possible exposed epitope of interest is marked on the pralem lh( cnnrxpnndmg
coding region in the genc is marked by a black bar. A radioactively labelled ol
0 this coding region. can be used in h\bndx.aum experimens to Southern blois. under :mngenl tondumm
so that only homologous sequences can form hybrids. The A and B panels represent the autoradiograms
of Southern blois containing either DNA from dificrent species of enterobacieria (S. 1v. = Salmonella
typhi: S. im. = Salmonella typhimurium; E..co. = Escherichia coli; K. pn. = Klebsiella pneumoniae); or
1 different S. typhi clinical isolates. Pane! A shows that the oligonucleotide does not hybridize 10 DNA from
other enterobacieria, thus there is inter-species variation of the epitope of interest. Similarly, panel B shows

1
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intra-species variation; there is restriction fragment length polymorphism in isolate mumber 3, and
sequence heterogeneity in number 4.

where
A
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MATERIALES Y METODOS

-Los materiales y métodos utilizados en la pfimera etapa de este
trabajo estan descritos en el apéndice 1l (37).

SECUBNCIACICON DEL GENE oppC

Basados en el mapa de restriccion del plasmido pVF27, diferentes
fragmentos de restriccién fueron aislados de geles de agarosa
utilizando el estuche para purificacién de DNA "Geneclean" (Bio 101,
La Jolla, CA.), para subclonarlos en Mi3mpl8 o Mi3mpl9 y secuenciarlos
por el método descrito por Sanger (40), utilizando el estuche de
"sequenase” (United States Biochemical Corporation, USB, C(leveland,
Ohio).

ANALISIS 6! LOS PERFILES HIDROPATICOS DE LA SECUENCIA DS
AMINOACIDOS.

La generacién de los perfiles de hidrofilicidad e hidrofobicidad
de la secuencia peptidica de los fragmentos secuenciados, se realiz¢
conforme al método reportado por Hopp y Woods (17).

EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZACION CON LA REGION 5' REGULATORIA

Los nuevos experimentos de hibridizacioén se realizarén

basicamente como se describe en el apéndice 11 (37), figuras 1 y 6.
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SUMMARY '

We have isolated the structural gene for an outer membrane protein of Salmonella typhi, from a genomic
library constructed in bacteriophage 11059, using the Escherichia coli ompC gene as a heterologous probe. E. coli
ompC codes for an outer membrane pore protein (porin) that is induced preferentially at high osmolarity and
high temperature. The S. typhr ompC-like gene was subcloned in pBR322 and introduced into £. coli HB101
and into P678-54, a minicell-producing strain. In both strains it expressed a 38.5-kDa protein, which was

“incorporated into the outer membrane envelope and comigrated with an S. fyphi outer membranc protein which
was expressed both at fow and high osmolarity in vivo.

INTRODUCTION

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

Correspondence 10: Dr. E. Calva, CEIINGEBIJUNAM, Apdo.
Postal 510-3,, Cucrnavaca, Morclos 62271  (México)
Tel.{52)(73)17-27-99,

Abbreviations: bp, base pair(s); kb, 1000 bp; ompA, gene cading
for OmpA; OmpA, outer membrane structure protein; ompC,
gene coding for OmpC; OmpC, outer membrane pore protein
(porin); ompF, gene coding for OmpF; OmpF, outer membrane
pore protein (porin}; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis;
SDS, sodium dodecyl sulfate; phoE, gene coding for PhoE;
PhoE, outer membrane pore protein (porin); SM, stabilizing
mediun, see MATERIALS AND METHODS, section d; SSC,
0.15 M NaCl-0.015 M Na-citrate pH 7.6. TAE, Tris-acetate-
EDTA clectrophoresis buffer.
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the subject of a recent review (Edelman and Levine,
1986). Due to its significant incidence in developing
countrics and to the invasive character of S. ryphi,
the causal agent of typhoid fever, it is important to
develop a vaccine to protect against this discase. It
also would be of value to have a very specific and
sensitive test for the detection of antigen in body
fluids. Currently available killed whole-cell vaccines
afford only limited protection and causc adverse side
effects (Tapa and Cvjetanovié, 1975). An attenuated
live cell vaccine, consisting of strain Ty21a, although
without side effects, provides variable protection,
Also, present diagnostic methods are not sufficiently
fast and reliable (Edelman and Levine, 1986),

It has been shown that outer membrane protein
preparations ‘from S, ryphimurium protect mice
against salmonellosis (Kuusi et al,, 1981; Udhaya-
kumar and Muthukkarupan, 1987a); also a purified

037811 |§/871503.5() © 1987 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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porin elicits delayed-type hypersensitivity (Udhaya-
kumar and Muthukkarupan, 1987b). In addition,
patients with typhoid fever gencrate antibodies that
recognize S. fyphi outer membrane proteins (Calde-
ron et al., 1986). Thus, outer membrane proteins
could serve as protein antigens in a cellular or
acellular vaccine, or in a rapid diagnostic assay.

E. coli outer membrane proteins have been well
characterized. Genes for the major porin proteins
OmpC, OmpF and PhoE, which allow membrane
permeability, have been cloned and sequenced.
These porins are very abundant, form diffusion pores
for small solutes (less than 400 to 600 Da), and serve
as receptors for phages and colicins. OmpF and
OmpC are regulated by the osmolarity and tempera-
ture of the growth medium. OmpC is preferentially
expressed at high osmolarity (100-300 mM NacCI),
where OmpF levels are very low. PhoE is induced at
low phosphate concentrations; it shows selectivity
for anions over cations and is proposed to participate
in the scavenging and passage of phosphorylated
compounds across the outer membrane. In contrast,
OmpF is cation-selective; the permeability prop-
erties of OmpC are similar to those of OmpF, except
that it forms the smallest pores of all three proteins.
In addition 1o an OmpD protein, S. gyphimurium
contains OmpF, OmpC, and PhoE proteins similar
to those found in E. coli; although their correspond-
ing pore sizes appear to be larger (reviewed by
Nakae, 1986). So far, the gene for the S. typhimurium
structural (non-porin) outer membrane protein,
OmpA, has been the only omp gene characterized
from the Salmonella genus (Freud! and Cole, 1983).

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

Based on the fact that Gram-negative bacteria
contain porins with similar characteristics to those
found in E. coli (Nikaido and Vaara, 1985), we have
undertaken the task of identifying, isolating and
characterizing the genes for S. gyphi outer membrane
proteins using E. coli porin genes as heterologous
probes. In this paper we describe the isofation and
initial characterization of an ompC-like outer mem-
brane protein gene from S. fyphi.
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MATERIALS AND METHODS
(a) Strains and plasmids

8. nphi IMSS-1, a2 9, 12, d, Vi serotype clinical
strain isolated from a patient with typhoid fever, was
kindly provided by Dr. J. Kumate and coworkers
from the Instituto Mexicano del Seguro Social,
Mexico City. S. gphi strains Ty2 and Rawlings (both
of serotype 9, 12, d, Vi), and S. ;phinuerium sirains
NCTC74 (Mutton) and CDC6516-60 were all
obtained from the American Type Culture Collection
(Nos. 19430, 167, 13311 and 14028, respectively).
Seventeen S. ryphi clinical isolates of the MK series
were kindly provided by Dr. G.M. Ruiz-Palacios
and coworkers from the Instituto Nacional de la
Nutricion, Mexico City. E. coli HB101, Q358, Q359,
P678-54 and bacteriophage cloning vector 11059
have been described (Bolivar and Backman, 1979,
Karn et al., 1980; Dougan and Kehoe, 1984). Plas-
mid pMY111 (Mizuno et al., 1983), carrying E. coli
ompC was kindly supplied by Dr. M. Inouye; plas-
mid pBR322 (Bolivar etal,, 1977, Balbas et al,
1986) was a gift from Dr, F. Bolivar,

{b) Construction of a Salmonella typhi gene library

S. yyphitotal DNA from strain IMSS-1 was isolat-
ed as described by Betlach et al. (1976). Fragments
of 10-20 kb from a partial Sau3A digest were intro-
duced into the BaniHI sites of bacteriophage 411059
as described by Karn etal. (1980). Recombinant
phages were generated by in vitro encapsulation,
using commercially available packaging extracts
(Packagene, Promega Biotec, Madison, WI) and
plated onto E. coli Q359.

(c) DNA hybridization

Plasmid pMY|11] was used as a heterologous
probe. It was purified following standard procedures
(Bolivar and Backman, 1979), and labeled with
[a-*2P)dCTP (> 3000 Ci/mmol; Amersham Inter-
national, Amersham, U.K.) to 10® cpm/ug using a
commercially available nick-translation kit (Amer-
sham International, Amersham, U.K.). Total ge-
nomic S. typhi or recombinant bacteriophage A DNA
was digested using restriction endonucleases (Pro-
mega Biotec; Madison, WI). Theresulting fragments



were separated by agarose gel electrophoresis and
Southern-blotted onto  nitrocellulose  filters
(Schlcicher & Schuell, Keene, NH) (Southern,
1975). Unless otherwise stated, the filters were pre-
hybridized for | h at 42°C in 6 x SSC, 10 x Den-
hard(’s solution (0.2% each of Ficoll, polyvinyl
pyrrolidone and bovine serum albumin), 0.1 mg/ml
of sonicated calf thymus DNA and 40%, formamide.
They were hybridized with 1 ml/lane of the same
solution plus 0.1% SDS, 1.0 mM EDTA and 10*
cpm/ml of labeled plasmid at 42°C for 18 h. Subse-
quently, the filters were washed four times, 15 min
each, with 1 x SSC at 65°C, dried, and exposed for
autoradiography to Kodak X-OmatK film using en-
hancing screens.

d) Scréening of the bacteriophage gene library

Two thousand recombinant bacteriophage
plagues were seeded onto lawns of E. coli Q359. Per
petri dish 24 phages were inoculated; this was done
in duplicate. One copy of each pool of 24 phages was
eluted with SM (0.1 M Tris-HCl pH 7.9, 0.15 M
NaCl, 0.01 M MgCl,, and 0.1Y, gelatin). Aliquots
from six pools were used for infecting 200 ml cultures
by the preabsorption-dilution-shaking method de-
scribed by Blattner etal. (1977), Bacteriophage
DNA was prepared from these cultures, restricted
with Bglll, Southern-blotted, and hybridized with a
32p.jabeled pMYIill fragment carrying only the
E. coli ompC gene. One group of bacteriophages,
containing the appropriate hybridization signal, was
further analyzed in the same manner by preparing,
successively, DNA from individual pools and from
individual bacteriophage.

This screening strategy allowed for the adequate
representation of slow-growing bacteriophages and
the probing of S. syphi cloned DNA without interfer-
ence from hybridizing E. coli DNA. As control, the
bacteriophage Southern blots were probed with *2P-
labeled pBR322, to discard any false-positive signals
from rearranged 11059 DNA (Schoenberg, 1984).

(¢) Plasmid subcloning and minicell analysis

Standard procedures (Maniatis et al,, 1982) were
followed for subcloning DNA fragments from rec-
ombinant bacteriophage 41059 into pBR322; and
for subscquent transformation into E. coli HB10! or
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the minicell-producing E. coli P678-54. Minicells
were purified, pulse-chased with [**S]methionine,
and analyzed by 0.1% SDS-15%, PAGE as describ-
ed (Dougan and Kehoe, 1984).

(f) Preparation of outer membrane envelopes

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

RESULTS AND DISCUSSION

() Isolation of the Saimonella typhi ompC-like
gene

Plasmid pMY111 hybridized to a 3.0-kb band of
S. typhi genomic DNA cleaved with Bglll (Fig. 1).
This was not observed when pBR322 vector or other
E. coli outer membrane protein genes (ompF, ompA
and phoE), were used as probes (not shown).

Screening of the S. yyphi genomic library gave two
recombinant bacteriophages which carried the 3.0-
kb Bglll band (Fig. 1). They gave lower titers with
respect to the bulk recombinant bacteriophage popu-
lation; this could be due to a deleterious effect on the
host E. coli cells caused by the overexpression of a
cloned outer membrane protein gene (see below,
section ¢).

One phage, AVFCI, was chosen for further analy-
sis. The 3.0-kb band was subcloned into the BamHI
site of pBR322 to construct plasmid pVF27. This
subclone has the structure shown in Fig. 2.

(b) Expression and mapping

Derivatives pVF271, pVF274 and pVF275,
containing smaller fragments of the insert as shown
in Fig. 3A, were used to transform an E. coli mini-
cell-producing strain. The proteins expressed by
these plasmids in minicells were labeled with
{**S]methionine, subjected to SDS-PAGE, and
analyzed by autoradiography (Fig. 3B). Plasmids
pVF27 and pVF271 produced a very intensc 38.5-
kDa protein and a less intense 39, 5-kDa protein. The
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Fig. 1. Autoradiograph of the hybridization of (a, b) *P-1abeled
plasmid pMY111 (carrying £. coli ompC) to Southern blots of
total genomic S, yyphi DNA (3 ug) cut with Bg/ll (lane a) or
Bgll§ + BamHI (lanc b); and (c, d) of the Hindlil-Scal 22p-
fabeled fragment from pMY111 to purified recombinant phage
AVFC1 (lanec)and AVFC2 (lanc d) blotted DNA (1 pg) cut with
Bgh't. DNA M, markers are indicated in kb, and correspond to
wild-type 4 DNA digested with Hindl1}. Electrophoresis was
done at 160 V for 2 h through 1% 1.5-mm thick aparose gels in
TAE bufler (40mM Tris-acetate,2mM EDTA, pH 8). The DNA
was transferred in 6 x SSC to nitrocellulose membranes; and
then hybridized as described in MATERIALS AND
METHODS, section ¢. The radioactive probes had a specific
activity of 10* cpm/iug of DNA,

c

other two constructs, pVF274 and pVF275, did not
express these proteins nor truncated forms. All the
plasmids generated the f-lactamase (BL}vector gene
product in its different forms of around 28 kDa.
To find a smaller fragment containing the whole
ompC-like gene, Southern blots of different restric-
tion fragments of the 3.0-kb Bg/Il band were hybrid-
ized to the purified Hindlll-Scal fragment of
pMY 11} encompassing only E. coli ompC (Mizuno
et al., 1983). Results of these experiments are shown
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Fig. 2. Circular restriction map of plasmid pVF27, which carries
the S. typhlompC-like gene. The insert DNA is shown as a heavy
line; the thin line represents pBR322 vector DNA. When the
3.0-kb Bglll fragment from AVFCI is ligated 1o the pBR322
digested with BamHI, both restriction sites are lost {n the
recombinant plasmid pVF27. The scale is in kb.

in Fig. 4. It can be inferred that the 1.3-kb fragment
that spans the region from the Asull 1o the Hpal-2
site contains the entirc ompC-like gene since there
were no hybridization signals observed in fragments
pictured to the left of the Asull sitc or to the right of
the Hpal-2 site. Therefore, considering that the
ompC-like gene is located towards the left side of the
3.0-kb Bglll fragment (Fig. 4), and since no protein
is generated by pVF274 plasmid (Fig. 3), we deduce
that the start of transcription lies to the right of the
Pvull site, possibly in the 0.25-kb Hpal-Hpal frag-
ment. This implies that the direction of transcription
praceeds 10 the left, from the Hpal-210 Asull restric-
tion sites. Based on the apparent M, of the protein
product, the structural gene should fit between these
WO sites.

Comparison of the S. yphi ompC-like gene with its
counterpart in E. coli {Mizuno etal., 1983) reveals
the conservation of the Pstl, Pvull, and Scal restric-
tion sites in the structural gene. In contrast, there are
two Hpal sites in S. fyphi that are absent in E. coli,
Sites for EcoRI and Bg/ll in E. colf are missing in
S. typhi.



™

A)

= ] o

S, . ow ] o . "

mill 18 % ! Piogmens
‘(’gfgﬂ"ﬂ:"ﬂj rillet il Yy 2 7 ¢ B A ot )

p
s 5
pvF2n 1 g
{ompC*)
8 E
pYFeT4 S 1
{ompC-)
: :

pVF275 - i}
(OmpC-)
B) d

kDa a b c

39.5

AV S e

385 T " Camasass®

BlLa— o+ ——— [ " —————

BL~— e * — S CEnsssuitd

Fig. 3. Analysis of plasmid pVF27 and its products. (A} Diagrams of plasmids pVF27 and its derivatives, pVF271, pVF274, and pVF275,
The S. (yphi DNA inserts are shown as thick lines; thin lines represent pBR322 DNA. DNA that is missing in each plasmid is shown
as gaps, Plasmids coding for the OmpC-like protein are indicated with an OmpC* symbol, Deletion mutant plasmids of pYF27 were

constructed digesting purificd pVF27 DNA with Asull + Clal, Prull, or EcoRV. After subsequent ligation of the largest purified fragment -
of each restriction pattern, the DNA preparations were transformed into strain HBI01, selecting for ampicillin-resistant colonies,

Plasmids pYF271, pYF274 and pVF275 were sclected for further characterization in miniceil-producing £, coll P678-54. Sites for Asull

and Clal are lost in pVF271. Prull and EcoRYV sites arc regenerated in pVF274 and pVF275, respectively. (B) Autoradiograph of
338-Jabeled proteins produced in minicells containing plasmids pVF27 (lane a), pVF27! (lane b), pVF274 (lane c), and pVF275 (lanc

d). The-apparent protein M,s are indicated in kDa; BL represents the f-lactamase plasmid products. Experimental details were as

described in MATERIALS AND METHODS, scction e, Bricfly, minicells carrying cach plasmid were purificd by centrifugation through

20% sucrose gradients; then, plasmid-specific products were pulse-labeled with 2.0 uCi of {**S|methionine ( > 800 Ci/mmol; Amersham

International, Ameesham, U.K.) for 30 min at 37°C, and resuspended in 10%; glycerol, 5%; f-mercaptoethanol, 3% SDS, 0.125 M Tris

{pH 6.8),0.1% bromophenol blue; boiled (95°=100°C) for 5§ min and then analysed by 0.1% SDS=15% PAGE at 40 mA for 4 h; the

gel was dried and cxposed to x-ray film.
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E:T;é Kt - . - iy é o {c) Analysis of outer membrane envelopes
BSEi i g IE3%. iz
Pt UL S Analyzing the proteins that constitute the outer
membrane envelope of S. pphi (Fig. S, lanes a and
Asul A ul 4 b), it can be observed that the ompC-like gene
Pl et [ " ! product (Jane c) comigrates with a 38.5-kDa protein,
J . K which is expressed under low and high osmofarity
el } * i L — conditions. This may indicate that regulation of the
OmpC-like protein in 8. nyphi differs from that in
Hpol | . 2t { E. cali since the latter is preferentially expressed at
. » . B high osmolarity (Hancock, 1985). In contrast, the
Seal 1 K presence of a 37-kDa protein in the outer membrane
EeoRV L * - of S. yphi is almost completely repressed at high

Fig. 4. Restriction map ofthe 3.6-kb Bg/1) insert of . ¢phi DNA osmolarity (Fig. 5, lane a), behaving in an E. coli
contained in pVF27. The segments that hybridize with the OmpF-like manner.

Hindlll-Scal fragment of pMYHL) (E. coff ompC) are indicated

with asterisks.

kDa
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Fig. 5. El b ic patiern of C ie brilliant blue-stained outer membrane protein preparations, separated by 0.1% SDS-15Y,
PAGE, from: 8. ¢phi IMSS-1 grown in nutrient medium in the p (lane a) or ab (lane b) of 209, sucrose; £. coli HB1G1
{lanes d, €} and P678-54 (lanes f, g) grown in nutrient medium in the ab, of carrying (lanes d, f) or not {lanes ¢, g} plasmid

PVF27. Lane c corresponds 1o a total cell extract of E. coli P678-54 minicells harboring pVF27. The outer membrane protein prepatations
were obtained as follows: cells were grown to fate logarithmic phase at 37°C in the appropriate culture medium. Cells were washed,
resuspended in 10 mM Na, HPO, (pH 7.2) and disrupted by sonication. The membrane fraction was recovered by centrifugation at
40000 rev./min in the Beckman Ti70 rotor for 30 min and then resuspended in 2% Triton X-100, 10 mM Na, HPO, (pH 7.2). After
incubation at 37°C for 15 min, the Triton X-100-insoluble fraction was recavered by centrifugation at 40000 rev,/min for 30 min, This
peliet was finally washed in 10 mM Na,HPQ, (pH 7.2) and resuspended in 17, SDS, 17, f-mercaptocthanol, 10 M urea, and 0.005%,
bromopheno! bluc. 1t was boiled for 5 min snd analysed by 0.1% SDS~15% PAGE at 40mA for 4 . Protein molecular weight markers
are indicated in kDa; they correspond in descending order to plasma bovine albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), glyceraldehyde.3-
phosphate dehydrogenase {36 kDa), and carbonic anhydrase (29 kDa). The arrow at 38.5 kDa indicates the apparent M, obtained for
the OmpC-iike protein,
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SDS-PAGE analysis of the outer membrane pro-
teins, purified from the two E. cofi strains containing
pVF27(Fig. 5,lanes d andf), showed that the cloned
38.5-kDa OmpC-like protein is incorporated into the
outer membrane of its host. The absence of the 39.5-
kDa band (Fig. 3B) in outer membrane preparations
suggests that it may correspond to an unprocessed
precursor of the OmpC-like S. gphi protein, still
carrying the uncleaved leader sequence. In E, coli,
the 8. yphi OmpC-like protein appears as one of the
most abundant outer membrane proteins (Fig. S,
lanes d and ); interestingly, the presence of some
endogenous proteins is lowered as compared with
Fig. 5, lanes ¢ and g. This might be due to the fact
thatthe cloned gene is highly expressed, as evidenced
by the predominant presence of its protein product
in atotal cell extract (Fig. 5, lane c}. Thus, the multi-
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copy gene and its product could possibly be compet-
ing favorably for expression or processing and
membrane transport factors, respectively.

{d) Presence of the gene in different strains

The fact that the 38.5-kDa protein is expressed in
S. typhi under both osmolarity conditions may be
relevant to the bacteria in the environment provided
by their natural host. We believe that this protein is
a suitable candidate to be expressed in the serum of
patients with typhoid fever, since the osmolarity of
human serum is high (0.9%, or 150 mM, NaCl is
nearly equivalent to 10% sucrose; Nikaido and
Vaara, 1985). In this respect the S. nphi ompC-like
gene is present in-atl 17 clinical isolates tested and
also in S. nphi and S. pphimunium reference strains

a b ¢ d

e f g

h i

Fig. 6. Autoradiograph of the hybridization of the S, ph! ?P-labeled Scal-4nl) fragment from pYF27 to Southern blats of Bg/l-cut
DNA from: 8. (yphimurium strain CDC6516-60 ({ane a); §. #phi clinical isolates MK20 {lane b), MK24 (lanc ¢j, MK27 (fane d}, strains
IMSS-] (lane &), Ty2 (lanes f, i) and Rawtings (Janc g); and £. coli Q359 (Iane h). Lanes a-g contain 3 pg and lanes h~i 6 ug of DNA.
Experimental details were as described in RESULTS AND DISCUSSION, scction d. Electraphoresis and transfer of the gel were done
as described in the legend 10 Fig. 1, Hybridization was done with 5 x 10° cpmlane in a solution containing 0.} M Na,HPO ~NaH, PO,
(pH 7.5}, 5 x SSC, i0 x Denhardy's solution {see MATERIALS AND METHODS, section c) snd 100 pg/ml of sonicated calf thymus
DNA, at 65°C for 18 h; then washed down to 0.3 x §SC, 0.1%, SDS at 65°C and exposed for awtoradiography to Kedak X-OmatK

film vsing enhancing streens.
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(see MATERIALS AND METHODS, section &). Repre-
sentative hybridizations, to illustrate this point, are
shown in Fig. 6. Hybridization of the S. typhi ompC-
like gene probe was done under stringent conditions
(0.1 M Na,HPO,-NaH,PO,, pH 7.5, 5 x SSC,
10 x Denhardt’s solution, 100 ug/mi sonicated calf
thymus DNA, 65°C, 18 h; with washes down to
0.1 x S8C, 0.1% SDS, at 65°C); interestingly, no
signal is obtained with £. coli DNA (Fig. 6, lanc h).
It remains to be seen if the regions corresponding to
exposed epitopes are conserved among the various
8. nyphi clinical isolates.

(e} Conclusions

Comparison of the N termini of the cloned OmpC-
like protein and of the 38.5-kDa protein expressed by
8. typhi in vivo should unequivocally establish their
identity. Knowledge of the nucleotide seguence of
the structural ompC-like gene should confirm the
gene~product refationship.

Learning about outer membranc protein gene
structure and function should allow the identification
of exposed epitapes in the protein products (Freudt
and Cole, 1983; Freudlet al., 1986), and in determin-
ing if any of them are species-specific. The possibility
of overexpressing the outer membrane protcins, per-
haps in a minicell system, should prove useful in
protection experiments; large amounts of the protein
of interest should aid in gencrating monoclonal anti-
bodies that could be used in immunodiagnosis.
Aside from possible biotechnological applications,
we are interested in exploring the role of S. yyphi
OmpC protein in the humoral and cellular immunity
events of typhoid fever.
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MOLECULAR CLONING OF SALMONELLA TYFHI OUTER MEMEBRANE

REFERENCIA 2 FROTEIN AND ENTEROTOXIN GENES. E.CALVA*. H.DE LA VEGA,

M, FERNANDEZ, V.FLORES, Y.FUCHS, A. HERNANDEZ, J.L.FUENTE.
AND M. VAZQUEZ. Centro de Investigacién scbre Irgenieria Genética y
picteécnoloaia, Apdo Postal 7047%, México DF 04514, Meéxiceo.

§. typhi outer memtrane proteine (IMFe) could be impartant
antigers in the develcopmenrt of rapid diagrnostic tests or acelular
vaccires for typhoid fever. We are irterested in characterizing the
OMF  expozed epitopes from Jdifferent clinical isclates. Alze, we
want to study the role of a cholera-like erterctoxiv gene that we
have detected in S. typhi.

We constructed & S. typhi total gercomic litrary in coliphage
lambda 1059, DNA  from recombinent phage pocole was screered with
radicactive E. ¢oli geres: ompl, ompF, ard ghoE. which code for
pare-forming OMPs  (porins) that are expreszed preferentially at
tigh osmolarity, low osmolarity, &nd low phospheate, respectively:
and  with LT-K, which codes for the B subunit of the heat-labile
enterotoxin, Phagecs were icolated with each probe and magped with
restriction erdorucleazes, Lambda VFC1 carriez the &, btyghi owpC-
like gere, which was subcloned to form pVFZ7. This plasnid codesz
for & JIB.ES kd app.mol.wt, protein that 1= procescsed and
incorparated into the outer membrane of E.coli. It comigrates with
a S typhi OMP that i:s expressed in vive at low and high
csmclarity. Lambda FDC1 carries the S, typhi LT-like Qerzs it does
not hybridize with an oligonuclectide that de=fires a putative GM-1
bindira site of cholera toxin, This phage codes for an enterctoxin
that ie active in rabbit ileal lcops and doez rot bind to  GM-1
(G.M. Ruiz-Falacices et al., pers. comm.). Both genes are present in
all 17 different clinical icolates tested sc far.

B8 VIRULENCE DETERNIKANTS AND TRANSPOSON CONTENT
OF FIme PLASMIDS FROM SALMONELLA WIEN.

*
Bianca COLONNA and Marfa BERNARDINI.
Dipartimento di Bfologia Cellulare e dello Sviluppo, Universita'
di Roma "La Sapienza", 00185 ROME (Itsly).

Flpe plasmids are R plasmids found in many pathogenic species of
Enterobacteria. All the FIme plassids 1solated so far have a large
size (100-180 kb), contain several resistance genes and are
conjugative or defective conjugative. The ewmergence and the
diffusion of some epidemic strains of human Salmonella have been
correlated to the acquisition of Fime plasmids. Filmpe plasmids
isolated over several years from different bacteriasl strains and
in different countries share a high degree of DNA homology as well
a8 a characteristic restriction enzyme pattern. Flpe plasmids
contain a composite element which carries the genes for an
serobactin-mediated iron uptake system and 1is flanked by two IS5]
inverted repeats. Moreover the TraT protein seem to be fnvolved in
a8 plasmid-mediated resistance to the killing activity of serum
complement. To investigate on the origin of their complex R
determinant we tested the transposon content of p2ZM3, an Flme
plasmid {solated during the first epidemic caused by this serotype
in Algeria. Our data strengthen the view that the acquisition of
multiple drug transposons by virulence plasmids might be highly

‘relevant to the recent drasmatic epreading of pathogenic

enterobacterial strains.
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7% Comparative Lytic Actvity of Cefixiwe with That
of Cefaclor, Cophalexin and Cefadroxil. N.X.
CHIN"end H.C. NEU. Colusbia University, New
York, N.Y.

Cefixime is & broad spectrum of 3rd generation cephen
which cen be administered orally. 1t has high affinity for
P3P 1la, 1b and PBP3. Ve wished to see {f an agent with
groster affinity for PBP 1b would cause more rapid lysis
than do agents binding primarily to PBP3. The lytic
activity of cefixime vas determined Ly optical density
change and CFUs in comparison with cefaclor, cephalexin and
cefadroxil sgainst E. coll, K. pneumonise, P. mirabilis and
S. sureus. Concentrations used were those achievable {n
urine in the first 2h after standard doses. Cefixime
produced rapid lysis after Zh exposure. By 6h there vas a
A to 5 lng nduetlon in CFY for E. coli, K, pneunoniae

. 8ur There was » siailar decr in 0.D.
Clllxl-t hnd luptrlor lytic activity compsred to cefaclor
and markedly greater ucllvhy than cephalexin snd
cefadroxi] sgainst E. coll, K. pneusonime, but no sig-
nificent difference in 1 1ylll of 5. sureus for the four
agents. None of the cephalosporins had significant lytic
activity for P, mirabiis. The rapid lytic activity 4n
sedia similar to urine of cefixime and cephalexin may
explain their excellent single dose cure of urinary tract
infections compared to poor results with cefaclor.

Isolation of Szimonella tvphi ompC-, ompF-
and Q%[ -1ike outer membrane protein aenes,
J.L. PUENTE, V. FLORES, M, FERNANDEZ,Y. FUCHS AND £, CAL-
VA*. Res. Ctr. for Genetic Engineering and Biotechnology,
Cuernavaca, México,

Considering that the outer membrane proteins of S.typhi
are important immunoaens in patients with typhoid fever,
we have fsolated omoC-, omnf- and phoE-1ike oenes from a
<X 1059 S.tvohi oenonic Tibrary, usTno the eouivalent £
coli genes as heteroloaous orobes. In E. coli these genes
tode for the outer mermbrane porins which are exoressed at
high osmolarity, low osmolarity and low chosohate, respec-
tively. Restriction fraaments containing omoC- and hoE-
1ike genes were subcloned in pBR322, while the omof-
gene was subcloned in pBR325. The ompC plasmid was used
to transform n E. coli minicell-producina strain, Pulse
chasing with 355met and SDS-PAGE showed that the Cmo C-
like protein was expressed in minicells and was readily
incorporated into the outer membrane of the £. coli host.
This allowed us to identify the Omp C-like protein in
outer membrane protein preparations of S. typhi orown
under low and high osmolarity conditions.

It 1s relevant to mention that the isolated 5. tvphi
porin genes hybridize only to S. typhi and S. tvphimurium
DHA, but not to the E. coli genome, under Nnhlv strin-
g:nt conditions.

m Penicillin-binding proteins of B. fragilis
group species and correlation of
antimicrobial m!stunce with changes in

PEP patterms. H.M. WEXLER®, S. HALFBIAN, and S.M.

FINEGOLD, VA Wadsworth Medical wnet and UCLA School

of Medicine, Los Angeles, Ca.

The penicillin binding proteins {PEP's) of ATCC type

strains of eeven species of the 8. _ fragilis group were

visualized by gel thctmﬁnmh and subsequent
fivorography of radioactively labelled PEP's. Each
ies had s distinctive PRP pattern, n.rvkv fram 3
proteins for B. distasonis to 9 for B. vulgatus with
molecular weights ranging from 44K to 82K daltons.

A lsborstory derived cefcxitin resiatant mutant of B.

distasanis was capared to the wild type (WI) and

revertant {i.e. cefoxitin sensitive) strains. The
tant strain showed depressed binding of

%:—wucuun {43%) as campared to the WT {1008) and

revertant (69%) straina. The fluorograph indicated a

waried ion in PEP 1 (MW 79,000) in the sutant

s capared to the wild type ard revertant strains.

Campetition experiments with unlabelled cefoxitin were

performed with clinical strains of varying sensitivity

to cefaxitin, OCefoxitin competed more effectively
with Jabelled penicillin in sensitive than in
resistant streins. Purther competition studies with
clinical strains are in progrees.
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" The Rffect of pH on Nitrocefin Perm-
eabllicy 4n M strains of Ec;crotdn

ilis. G.J, CUCHURAL®, 8. MURLSUT

ACOBUS . 'Mu-mc lonan, NA.

Previous work in our laboratory showed a
significant increass in NIC's to cefoxitin (4
fold) end ulpon-n {25 fold) when the pH vas
lowsred from 7.0 to $.5. This loss of activity was
not seen with pipcnculln or clindamycin. There
was no increased drug destruction due to the lower
pH. We determined the B-lactamase activity and and
outer membrane mnbiuty to nitrocefin through
a pH zange of 5.5 to 7.0. B-lactamase activity was

ined spect trically. er membrane
permeabllity vas dcumlnod by the method of
Zimmerman (AAC 12:368,1977). We found that the
permeabllity wvaas -uml et pH 7.0 and declined by
over a factor of 10 at pH 5.5. P-lactamase
activity also declined. Nowaver, the net effect
was lower periplasmic drug concentrations by about
10 £old. Our £indings suggest lower pH is
associated with lower actam drug permeabllity
and increased drug re ance. Imipenem was most
affected probably h-r:nuu of the loss of
gwitterionic character at the lower pH. This
2inding may also explain in part the relstive
difficulty in treating undrained amaerobic
abscesses which are sssociated with low pH.

71 Bacteriodes Conjugal Tetracycline
Resistance Elements Mediste Tetracycline
Dependent Excision of Integrated Plasmids
fron the Bacteriodes Chromosome. N, B, SHOEMAKER, and A.
A, SALYERS*. Un{versity of 111inois, Urbana, IL

Conjugal tetracycline resistance (‘lck) eleaents,
wvhich appear to be chromosomal, have been found {n many
straine of human colonfc Bacteroides, We show that
several of these elements can mediste tetracycline-
dependent excision of integrated plasmid-like elements
from the chromosome. Whgn Bacteroides uniforats 0061,
containing a conjugsl Tc" element fro eriodes
fragtlis ERL, {s grown in tetrscycline, 10.5 kb plasaid
(pNBU1) and an 1).5kb plasmid (pNBUZ) can be detected.
Heliher plamnid s detectable when B, uniformis 006)
(Tc"ERL) i3 grown without tetracycline, but results of
Southern hybridization analysis demonstrate that both

‘plasaids are now integrated in the chromosome. pNBUI and

pNBU2 are not {dentical but contain at least one cross-
hybridizing reglon. pNBUI c‘rr(u a mobilization region
that is recognized by the Tc"ERL element. Other
Bacteroides conjugsl Tc elements wediate the excision of
pNBUL, but nit PNBU2, from the chromosome. Thus the
different Tc" elements may be related but not {dentical.

70 Transferable Trospectamycin{l-83386F) Resistance
Determinant in (BF),
D, HEHT,® F,P, TALLY, and M.H, SALAMY, Tufts
Univ, and New England Medical Center, Boston, WA,
Antibiotic nuhmm in BF, once rare, has lncnnnd [
that 70% of strains are teteacycline resistant(Tet?), We have
previously described an inducible TetT transfer determinant,
the 'Tet Elament' that transfers iteelf, aplelllin, cefoxitin
and el Indamycin{CinT) resistances by conjugation. BF strein
TWP230 contains the 'Tet Elewnt' and Cin?. We have discovered
that D20 Is resistant to trospeetanycin(Trs?), an experi-
mental antlbiotic with axceliont An xIizp sctivity against BF,
Craracterization of resistance transfer in B®230 in Tet
induced-time-filter matings has revealed a) tranafer of Trs'
occurs 88 an unselected curker in 308 of Tet? selected trans-
conjugants{TC}, Earilest transfer oceur: 0 min after miz-
ing donor{D) and reciplent(R), 30 min r flsn Tet? ma
and has & saxlmum frequency of transfe rr D st thee
hours. Cinf occurred in 30N of Tetf, m vl l’u and 3N of
Tet'Tes?, TetFTrs? or 'l'ol"m'Cln' C had &
m, as TP230; b) transfer of Trsf oecurs
1077 per Deten It §o the prizary selected ow
transfer 60 min after 'R mizing, Tot? was present In
han 108 of TC a5 an unselocted murker, and Cinf was sot
sspersted fran Tet?, No Tet Induced Tra'Tet? TC retransferred
Trs?; ) Tet induction was required for all merker transfer.
The 'Tet elenent' of D3I0 ean transfer Tet?, Cinf and s
required for transfer of Tra', & sew antibiotie resistance
marker in BF, Resistance to this agent may @merge 83 & conse-
quence of its determinant's associstion with tranafer elements.




RESULTADOS

1.- GARASTERIZAGION PRELIMINAN DEL GENE onpC DK Saimonelils typhi.

Los resultados sobre la clonaciotn y la caracterizacion inicial
del gene ompC se describen en el apéndice 11 (37).
11.~- CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL GENE gppC.

La secuencia nucleotidica del fragmento comprendido entre el
sitio de Asull al sitio de EcoRV-2 del pVF27 fue iniciada. En 1la
figura 1 se muestra 1la estrategia inicial de secuenciacién. El
fragmento seleccionado contiene el gene estructural completo,
aproximadamente 1000 pares de bases (pb), mas un fragmento de 850 pb
hacia arriba del sitio donde probablemente inicia la traduccién. Aqui
deben estar comprendidas las secuencias regulatorias, asi como
secuencias vecinas. Hacia abajo del extremo 3' del gene se incluyen
alrededor de 100 pb extras, donde quedan comprendidas las secuencias
que intervienen en la terminaci6on de la transcripcién, asi como el
codon de terminacion de la traduccion.

La secuencia nucleotidica se determiné utilizando fragmentos de
menor tamafio, derivados por digestién con diferentes enzimas de
restriccién (ER) del fragmento Asull-EcoRV-2, vy clonandolos en M13
vectores mnpl8 y mpl9 para obtener ambas orientaciones de los insertos.

La figura 2 muestra la secuencia nucleotidica parcial del gene
ompC deducida a partir de los fragmentos Hpal-1-Hpal-2 (fragmento 1)
y de Asull-Pstl (fragmento 2); a este ultimo se le incluye parte de la
secuencia del fragmento de Pstl-Hpal-1 (fragmento 3), 1la cual no ha
sido totalmente determinada.

La comparacion del fragmento 1 con la regién respectiva en el
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-FIG.1,~ Mapa de restriccion del inserto del plasnido pVF27 y

estratégia inicial de secuenciacioén.
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FIG.2.~ Comparacién de las secuencias nucleotidicas Yy de
aminoadcidos de los fragmentos 1 (panel A) y 2 (panel B) descritos en
la Fig.1, del gene ompC de S.typhi, con las regiones correspondientes
del gene de E.coli (28). La secuencia en mayusculas corresponde al

gene de E.coli y la secuencia en minusculas al de S.typhi. Las
regiones variables estan delimitadas por rectangulos. La secuencia
subrayada corresponde al péptido sefial (El codén de inicio esta
remarcado, ATG). Las flechas (--» ¢--) indican secuencias invertidas
repetidas. El doble subrayado (====) secuencia Shine-Dalgarno. Log
asteriscos (****) entre las cadenas indican la presencia de los mismos
nucledtidos en S.typhi vy en E.coli, al final de la secuencia de
aminoédcidos sefialan el codén de terminacién. Para S.typhi 8solo se
sefialan log aminoaAcidos variables. Las barras (####) indican las

regiones hidrofilicas segun el perfil hidropatico de la figura 3.
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el peptido sefial y el extremo amino terminal conservan un altov grado
de similitud (Fig. 2A). La secuencia nucleotidica del péptido sehal es
basicamente idéntica (conservan el 90% de similitud), solamente
presenta cambios puntuales en la tercera base de algunos codones, lo
que genera el 1004 de similitud a nivel de secuencia de amino&cidos. A
su vez, en la comparacién del trecho correspondiente al amino terminal
se pueden observar similitudes también del 90% a nivel de secuencia
nucleotidica; ein embargo, la secuencia de aminoacidos difiere en
aproximadamente el 13% (Fig.2A).

La comparacién del fragmento 2 de ambos genes (Fig.2B), 1la cual
comprende aproximadamente 408 pb del extremo carboxilo terminal,
incluyendo las secuencias de terminacién de la transcripcién, seiala
que existe un 73% de similitud, tanto a nivel de secuencia
nucleotidica como de secuencia de amincacidos. En la Fig.2B, se
resalta que esta region en S.typhi presenta principalmente cuatro
trechos c¢on alta variabilidad. El segundo de los trechos presenta
ademids una insercioén de 4 tripletes, la cual puede explicar en parte,
porque el peso molecular aparente de la proteina OmpC de S.typhi, es
mayor que el de E.coli (apéndice II, Fig.3 y 5. 37). Ademas, aun no se
puede descartar la posibilidad de gue existan mé&s inserciones de este
tipo, asi como tampoco el que pueda haber deleciones para el gene de
S.typhi con respecto al de E.coli. El cuarto de estos trechos
variables corresponde a la region de terminacién; donde 16 nucledtidos
inmediatamente después del codoén TAA son diferentes. Estos nucledtidos
preceden a un trecho wmas largo que se conserva entre los genes de las
dos bacterias y que corresponde a un terminador rho-independiente
{28). Sin embargo, a diferencia de E.coli, este trecho presenta

secuencias repetidas invertidas, lag cuales pueden formar una
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estructura de tallo y asa. La estructura del tallo seria m&s bien
inestable por su mayor contenido de pares A-T. Sin embargo, su
formacién y funcién son muy especulativas hasta este momento.

Comparando la secuencia nucleotidica y 1la secuencia de
aminoédcidos con las secuencias correspondientes de E.coli, se ha
mostrado que a 1lo largo del gene existen regiones totalmente
conservadas y que estas corresponden principalmente a trechos
hidrofobicos. Las regiones variables parecen corresponder a secuencias
de epitopes expuestos. La deduccion anterior se basa en la generacién
de perfiles de hidrofilicidad e hidrofobicidad de los fragmentos 1 y
2, y compararlos con los perfiles de estos mismos en E.coli (Fig. 3).
Para este analisis Se utilizé el método descrito por Hopp ¥y Woods
(17). Este sistema se seleccioné debido a que al igual que la mayoria
de las escalas, ésta se basa en la solubilidad en agua de 1los
aminoacidos individuales y sugiere aquellos que favorecen su
exposicion a la superficie. Ademas, comparativamente con otros
sistemas descritos, da el mejor rango de confiabilidad; lo anterior se
demuestra en un anadlisis realizado con base en la informacién conocida
para 12 proteinas diferentes, donde en el 100%2 de 1los casos el
epitope mAs importante, sefialado por este método, correlaciona con lo
conocido para cada proteina (17).

Nuestros resultados indicaron que en general todas las regiones
variables corresponden a trechos hidrofilicos y que los cambios que se
presentan entre las secuencias de ambas bacterias son principalmente
sustituciones por aminoc&cidos con caracteristicas equivalentes; esto
es, que mantienen el caracter hidrofilico de esa regiéon. Lo anterior

significaria que esta porcién de 1la proteina continuaria siendo
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expuesta en la superficie, pero que la configuracién de la vuelts que
da la proteina para formar el epitope expuesto, seria estructuralmente
diferente por los aminodcidos que han cambiado. Este resultado es
acorde con uno de los postulados hechos desde el principio del
proyecto, en el sentido de que aquellas regiones expuestas tienen
mayor posibilidad de variar, ya que estan sujetas a mayor presioén del
ambiente y por tanto de sufrir cambios estructurales.

La secuencia nucleotidica del fragmento 3, aunque determinada en
forma parcial, también parece indicar que existen trechos con
variaciones importantes con respecto a la secuencia de E.coli; 8in
embargo la informacién aén no es conclusiva.

El anélisis preliminar de la secuencia nucleotidica del fragmento
4 parece sugérir que es muy disimil a la de E.coli. Sin embargo, 1la
secuenc{p de esta regién no esta totalmente determinada. Debido a que
la regién regulatoria del gene esta incluida en este fragmento 4 es
interesante especular que las diferencias en el mecanismo de
regulacioén, éue ge sugieren en el apendice II (37), se debieran a
distintas secuencias nucleotidicas regulatorias. Para explorar mas
estas diferencias, se realizaron experimentos de hibridizacién tipo
Southern utilizando como detector el mismo fragmento 4 contra DNA

total de S.typhi y E.coli cortados con diferentes enzimas de

rastriccién. La Fig.4A muestra la comparacién de 1la hibridizacién
bacterias; con respecto a la hibridizacién estricta del mismo filtro,

contra el fragmento 4 del gene ompC de S.typhi (Fig.4B) Como se puede

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

hibridizacién para el fragmento 4 s6lo generan sefial para - S.typhi,
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dando el mismo patrén que en la Fig.4A. Este resultado sugiere que
esta regién varia consi&erablemente entre las dos bacterias.

Con el fin de proseguir estos estudios se realizé¢ un experimento
similar en el que el DNA total es cortado con enzimas de restriccion
que reconocen palindromes de 4 pb. Esto permite, por probabilidad, que
el DNA sea cortado con mas frecuencia con ﬁgspecto al corte por
enzimas de restriccién que reconocen 6 pb. Este DNA fueé hibridizado
en condiciones relajadas contra el fragmento 4. La Fig.4C y D muestran
como se generan patrones de restriccion polimérficos y diferencias en
la intensidad de hibridizacion evidentes entre el DNA de ambas
bacterias, indicando que las similitudes entre esta regioén para ambos
genes estan restringidas a trechos de pocog pb. Este resultado, junto
con los datos preliminares de la secuencia nucleotidica de esta
regién, y los reportados en el apéndice 11 (37), sugieren fuertemente

Como una segunda etapa en la deduccién de 1la secuencia
nucleotidica, han sido generadas clonas nuevags que ahora 1llevan
fragmentos de menor tamafio que los utilizados inicialmente. Estas
clonas fueron contruidas subclonando los fragmentos de restriccién,
del inserto del plasmido pVF27, derivadoe de digestiones dobles con ER
que cortan mas frecuentemente (Mspl, Rsal, Pall, Tagl y Hpall). Lo
anterior tiene el objeto de poder contar con la secuencia nucleotidica
de otros fragmentos que ayuden a corroborar la obtenida hasta el

~momento y definir aquélla de otras regiones que tengan algunas
ambigiledades. Como en su mayor parte no se cuenta con el mapa .de

restriccién para estas enzimas, la selecciéon de clonas de determinada

‘regiétn, serd realizada por hibridizacién, ‘utilizando como sonda
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en condiciones relajadas, contra DNA total de E.coli y S.typhi

cortados, respectivamente, con: EcoRI-Hindlll (carriles a y f), BgllI-

HindIlI (b y g), EcoRI (¢ y h) vy BglIlI (dy i). El carril e contiene

B) Hibridizacién tipo Southern de una replica del filtro
anterior contra el fragmento 4 del gene ompC de S.typhi en condiciones
estrictas (Ver metodologia en la fig.6 del apéndice II).

PR AN
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C) Hibridizacion tipo Southern, en condiciones estrictas, del

fragmento 4 del gene ompC de S.typhi, contra DNA total de S.typhi ¥y
E.coli cortados, respectivamente con: Mepl (cerriles a y b) y Hhal.

(carriles ¢ y d). D) Igual que C pero en condiciones relajadase.
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fragmentos especificos para las regiones deseadas (Fig.1).

Al ser terminada la caracterizaciéon de la secuencia del  gene
ompC, podran realizarse predicciones por computacién de la estructura
secundaria de la proteina completa, siguiendo reglas como las de Chou
y Fasman (6) para hoja beta, glfa hélice; asi como vueltas o perfiles
de hidrofilicidad-hidrofobicidad siguiendo las reglas de Kyte y
bobiitle (19), etc., 1las cuales estéan integradas en programas de los
paquetes de .anélisis de secuencias de la computadora VAX de este

Centro.
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DIBCUBION ¥ CONCLUBION

En resumen, los resultados indican que el gene de S.typhi aislado
y clonado en el plasmido pVF27 es equivalente al gene ompC descrito
para E.coli (28). Esta conclugién se baea principalmente en la
similitud que reflejan 1los experimentos de hibridizacién, en los
cuales se bas6o el aislamiento del gene. Por otro lado, el tamafio de la
proteina codificada por el pVF27 correlaciona con 1lo previamente
observado para la OmpC de E.coli; asi como por el hecho de que se

trata de una proteina que se integra en la ME de E.coli. Ademas, la
proteina codificada por el plasmido pVF27 comigra con una proteina
principal de la ME de S.typhi que corresponderia a OmpC y que se
expresa en alta osmolaridad. Adicionalmente, el mapeo de restriccioén
muestra claramente como algunas regiones estan conservadas entre el
gene de S.typhi ;‘de E.coli, ya que los patrones de restriccién para
ciertas - enzimas son equivalentes para ambas bacteriag, sin dejar de
considerar que también la variabilidad se refleja en otras regiones
del gene, donde se pueden observar sitios de restriccién diferentes.

Sin embargo, esta similitud no parece ser tan clara en el caso de
la regulaciéon de la expresién del gene, ya que se ha podido observar
que OmpC de S.typhi, a diferencia de la de E.coli (29), no responde a
la osmoregulacion (Apéndice 1I, fig.5. 37). Este hecho, aunado a la
sobreexpresiéon de la proteina clonada, apoyan la idea de .que los
mecanismos regulatorios pudieran ser diferentes.

En una segunda etapa del trabajo se analiz6 parte de la secuencia
nucleotidica del gene. De este modo se pudo corroborar la inforuacibn
concerniente a la orientacién del gene en el pVF27, asi como & su

. localizacion en el inserto.. Por otra parte, se apoy¢ la identidad del
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gene, ya gque la secuencia de aminoacidos del péptido sehal es idéntica
presentan altos porcentajes de similitud entre ambos genes .
Adicionalmente, ha sido posible comprobar el postulado inicial de que
durante la evolucién de ambas bacterias este gene ha ido cambiando; vy
que algunos de estos cambios pueden, a su vez, determinar
modificaciones funcionales importantes que no han sido descritas; pero
que deben ir acorde con los diferentes comportamientos de estas dos
enterobacterias, tanto a nivel de patogenia como de desarrollo en vida
libre. Por ejemplo, podemos considerar la informacién preliminar sobre
la regulaciéon del gene o0 la presencia de regiones variableé
correspondientes a vueltas expuestas de la proteina.

Este vy votros aspectos sobre la importancia funcional de las
diferencias encontradas, asi como de la utilidad de la clonacién y

caracterizacién del gene ompC de S.typhi, son discutidas mé&s adelante.

I.- IMPORTANCIA DE LA PRESENCIA CONSTITUTIVA DE OmpC

OompC 8se encuentra constitutivamente en varias cepas de §.typhi
obtenidas de diferentes fuentes, crecidas en diferentes condiciones,
como soh: temperaturas entre 5 y 42 C; alta y baja osmolaridad, o sea,
medio al que se le ha afiadido sacarosa del 0 al 20% o NaCl de O a
300mM; 1limitacion de fierro,  etc. Esto sugiere indirectamente que la
proteina puede estar jugando un papel relevante en la viabilidad de la
bacteria en diferentes medios ambientes. Quiz4 pudiera ser importante
en los mecanismos de patogenia (como adhesividad, invasividad,
resistencia a fagocitosis, etc.) o de sobrevivencia de la bacteria en

el huésped.
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Nikaido 'y Vaara (30) han propuesto que el cambio en la expresién

genética mediado por la osmolaridad del medio, sobre 1la relacién

OmpF/0OmpC, es una parte de la adaptacién de E.coli y S.typhimurium
para crecer ya 8sea en un huésped o en estado de vida libre., La
osmolaridad del suero sanguineo, es mayor comparada con la del
ambiente acuoso que estos organismos pueden encontrar en vida libre.
Asi, una mayor relacién OmpF/OmpC seria caracteristica de bacterias de
vida 1libre; mientras que una pequefia corresponderia a bacterias que
estén infectando un organismo. Ademas, las relativas bajas
temperaturas, tipicas de vida libre, también pueden generar una mayor
relacién; a diferencia de lo que puede suceder en el huésped donde las
temperaturas van de 37 C en adelante.

Otra propuesta (30) sefiala que las bacterias pueden encontrar
bajas concentraciones de sustratos en vida libre, por 1o que 1la
difusion a través de la ME puede representar un paso limitante en la
tasa de incorporacién de sustratos. Esta difusién es también
proporcional al &rea seccional de paso a través de la cual ocurre la
difusién. De este modo, el que OmpF forme un poro de difusiébn de
mayor tamafio, seria de gran ventaja fisiolégica para bacterias de vida
libre. Se propone que el menor tamafio de poro formado por OmpC
ofreceria una ventaja selectiva para bacterias que crecen en fluidos
del huésped, ya que podria excluir la incorporacién de compuestos
inhibitorios (letales) presentes en el organismo que parasitan.

Cabe mencionar que, 6i bien la anterior propuesta esté
relacionada a los conocimientos existentes sobre E.coli y

S.typhimurium, y no incluye nuestras observaciones para S.typhi, ahora

pudiera hacerse mas clara para el caso de esta ultima. Esto es,

i“§;§yp§; es un organismo que pudiera estar mejor adaptado  a
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desarrollarse en el huésped (en este caso el hombre), que en vida
libre. Por lo tanto, el hecho de que OmpC se exprese constitutivamente

en diferentes cepas de S.typhi y de que OmpF responda aparentemente al

mismo mecanismo de regulacién que en E.coli y S.typhimurium (apéndice
II, 37 y datos del grupo no publicados), aunado al dato de que existen
cepas virulentas de S.typhi que carecen de OmpF, habla de la posible
importancia fisiolégica que representa la presencia de OmpC en
cualquier circunstancia, especialmente durante la infeccién. Por otro
lado, durante el desarrollo de una infeccién sistémica por S.typht,
esta debe enfrentarse a diversos cambiés de las condiciones del
entorno (e.g. osmolaridad)., Asi, la presencia constante de una
proteina como OmpC que le pudiera permitir incorporar sustratos, que
en la mayoria de los casos pueden encontrarse en abundancia, y, a su
vez, excluir otras moléculas que le pudieran resultar perfadiciales
(ser selectiva), le seria de gran ventaja fisiolégica. Es importante
mencionar que S.typhi tiene una alta especificidad por su huésped; de
este modoc queda abierta la cuestién sobre el papel que pudieran tener

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

I1.- IMPORTANCIA EN LA EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR.

Ya se ha mencionado anteriormente (Apéndice 1, secciotn de
introduccién. 3), que uno de los aspectos importantes en donde puede
incidir 1a biologia molecular en la caracterizacién de  genes
especificos de organismos patégenos, es en el desarrollo de la

epidemiologia molecular. Se ha sugerido que los patrones .

epidemiologicos de infecciones entéricas varian de pais a pais 'y de,
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regién a regiétn dentro de un pajis. Por esto, 'es importante el disefio
de metodologias capaces de identificar factores, desde locales hasta
regionales, que influencien el patréon epidemiolégico de infecciones
entéricas.

Uno de 1los desarrollos mas interesantes es el del estudio de
"huellas digitales" moleculares, (molecular fingerprinting). Esta
metodologia se basa en 1a utilizacién de tres procedimientos para
determinar si diferentes cepas de una misma especie son idénticas (por
ejemplo, clonas), ) bien representan organismos diferentes
genotipicamente. Los dos procedimientos usados inicialmente son: el
estudio de patrones plasmidicos por electroforesis, el cual ha probado
ser un sistema rdpido, econémico y de tipificacién epidemiologica
reproducible para algunos patégenos bacterianos; y el anslisis
electroforéticq' de lqs fragmentos de restriccién de DNA bacteriano,
BRENDA (Bacterial restriction-endonuclease DNA analysis), el cual ha
‘generado informaciébn adicional y especificidad a los resultados. Sin
embargo, estos procedimientos estan limitados, a la presencia de
plasmidos y de patrones de restriccién claramente discernibles (para
revisioén ver 8,44). Actualmente, estos procedimientos se han visto
grandenente fortalecidos con la utilizacioéon de técnicas de
hibridizacién, por ejemplo la tipo Southern. De este modo, dos o mas
cepas de 1la misma especie son consideradas clonas £i, usando como
detectores genes u oligonuclettidos sintéticos marcados, el patrén de
bandas hibridizadas de cada cepa es el mismo. En conjuncién estos tres
procedimientos representan la técnica de huellas digitales molecularee
Yy pueden ayudar a determinar: a) si la mayoria de los episodioe
infecciosos en una comunidad se deben a una cepa clonal en particular,

indicando un reservoriély sistemd de transmisién comun; o si se deben

44



a diferentes cepas, indicando reservorios y/o sistemas de transmision
multiples; b) 8i los epicodios de infecciones recurrentes por la misma
especie en un individuo en particular, se-deben a la misma cepa
(indicando una recaida o la falta de inmunidad adquirida), o son
debidos a diferentes cepas patogénicas (indicando la adquisicién de
nuevae cepas). Ademés, estas técnicas pueden ser usadas para
distinguir cepas virulentas de cepas no virulentas de la misma especie
y para identificar factores que seleccionan o favorecen la
persistencia en una comunidad de una cepa patogénica.

Esta estrategia también ha sido denominada analisie de 1los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (PLFR;
término originalmente acufiado para el estudio de enfermedades
genéticas; 45) y se basa en la presencia de polimorfismos genéticos,
los cuales reflejan la ausencia o presencia de sitios de” corte
especificos para enzimas de restriccion, los cuales pueden ayudar a
clasificar diferentes cepas de acuerdo a su origen geografico o a los
sintomas clinicos que inducen. De este modo, es posible que un patron
de bandas de hibridizacién particular pueda servir de huella digital
para una cepa especifica.

En el presente trabajo se ha caracterizado parcialmente un gene
particular de §;gxggi, En experimentos preliminares (datos no
mostrados), es posible observar que la hibridizacién del gene completo
contra DNA de diferentes cepas, cortado con enzimas de restriccién que
reconocen secuencias de 6 pb, pueden generar en algunos casos y para
algunas enzimas, patrones polimorficos (observacion realizada tambign

para otro gene, datos no mostrados).
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FPor otra parte, el analisis de la secuencia nucleotidica (seccioén
de resultados; fig. 2) y experimentos de hibridizacién con regiones
especificas del gene ompC (seccién de resultados; fig. 4), sehnalan que
interespecificameente (al menos con E.coli, especie estrechamente
relacionada) parece existir suficiente heterogeneidad como para
:pléntear la posibilidad de iniciar estudios con este gene como un
posible marcador genético. Conjuntamente, cabe la posibilidad de
encontrar con este mismo planteamiento heterogeneidad intraespecie
que, a diferencia de lo que se espera para una posible sonda universal
de diagnéstico, puede permitir la diferenciacién y clasificacién de
cepas segun el cuadro clinico producido, el origen geografico, la
gpidemia producida, etc.

Basados en la secuencia nucleotidica pueden disefiarse diferentes

oligonucledidos, 1los cuales pueden ser probados para determinar su

homologia en diferentes cepas de S.typhi y si pueden generar patrones

de hibridizacién heterogéneos con otras salmonellas (por ejemplo,

S.typhimurium, S.bublin, S.enteritidis, etc.) o funcionar

especificamente para §$.typhi (punto discutido mas ampliamente en su
uso para diagnéstico, en el punto IV de la seccién de discusién). Cabe
mencionar que alguno de estos oligonucledtidos disefiado a partir de la
secuencia nucleotidica del gene aislado de nuestra cepa tipo, puede
tal vez presentar hibridizacién diferencial con cepas productoras de
cuadros clinicos distintoe al de la cépa de referencia. De eéte modo,
podria ser utilizada para estudios epidemiologicos en la clasificacion
de cepas segun esta caracteristica.

La utilidad de estas metodologias ha sido documentada. Por

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



presencia de estos genes entre diferentes colonias bacterianas. Este
resultado permite realizar ensayos en los que se determine la
presencia de cepas patégenas, epidémicas o pandémicas (7). Es claro,
por ejemplo para E.coli, que los detectores para toxinas han sido
invaluables en la clasificacién de cepas patégenas, presentes en las
heces de la mayoria de las personas enfermas y sanas. Antes del
advenimiento de las sondas de DNA, los ensayos requerian produccion de
toxina in vitro y su deteccioén por ELISA, cultivo de tejidos (CHO,
Vero, Etc.) o estudios en modelos animales (Asas ileales de conejo o
rata, etc).

Su utilidad es clara ya que, como ya se mencioné, algunas veces
son necesarias pruebas adicionales para realizar posteriores
subtipificaciones de organismos, particularmente cuando una epidemia
es caugada por un organismo con caracterigticas fenotipicas que se
presentan comunmente. ‘

Asi también estas csondas pueden ser utilizadas en vigilancia
epidemiolégica y en investigaciones de epidemias especificas, asi como
en estudios de campo.

Otros reportes apoyan el uso de sondas para cuantificar la

frecuencia relativa de una determinada bacteria patogena, como la

A este respecto, los oligonucleétidos especificos para S.typhi
pudieran ser de gran importancia en la ejecucién de amplios programas
epidemiolégicos que pretendan generar informacién acerca de la

distribucibn ”dg‘ la bacteria en: grupos de edades de los huespedes,
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diferentes Aareas geograficas, etc; asi, como para determinar su
incidencia, porcentaje de acarreadores en la poblacién, prevalencia,
etc. En términbs generales todo esto pudiera permitir mantener
eficientes programas de vigilancia epidemiolégica, con el disefic de
marcadores especificos de bacterias enteropatégenas.

Es interesante el hecho de que la region aledafia al extremo 5°
del gene estructural ompC (regién regulatoria}, presenté patrones
polimérficos con respecto a E.coli (fig. 4, seccién de resultados).
Existen reportes en los que se observa, en experimentos de
hibridizacién tipo Southern usando como sondas genes clonados o
secuencias aledafias, heterogeneidad de los fragmentos de restriccién
en la regioéon hacia arriba del gene estructural de la exotoxina de
Pseudomonas seruginosa (42). Mas aun, esta region ha sido utilizada
para distinguir aislados clinicos en experimentos de hibridizacién;
ademés de que se ha demostrado su estabilidad como  marcador
epidemiolégico (31).

En resumen, la técnica de huellas digitales moleculares para
cepas de diferentes bacterias patogenas, utilizando las teécnicas de
hibridizacién de DNA genoémico (el cual ha sido digerido con enzimas de
restriccion, separado por electroforesis y fijado a un filtro) contra
secuencias de DNA clonadas, ya sea por algun interés en particular»
(por ejemplo 37) o al azar (41), parece ser un método util que puede
ser aplicado en epidemiologia para, por ejemplo, tipificar bepas no
tipificables por otros métodos.

"Es deseable que un marcador epidemiolégico posea las siguientes
caracteristicas: debe ser lo suficientemente sensible para distinguir
cepas no relacionadas; debe identificar especificamente todas las

cepas relacionadas; Yy necesita ser lo suficientemente estable de:tal
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modo -que la identificacién de cepas no varie bajo 1las condiciones
usuales de laboratorio o durante una infeccién.

En términos generales, 1los usos practicos en los que puede ser
aplicada esta metodologia serian los siguientes:

-El procesamiento de gran cantidad de especimenes simultaneamente
y en gran escala, para estudios epidemiolégicos.

-La deteccioén directa de factores importantes codificados
geneticamente, en aisladog o especimenes. Por ejemplo, enterotoxinas,
genes de resistencia a antibioticos, factores de colonizacién u otros.

-El diagnéstico clinico de rutina (punto que es discutido en el
inciso 1V).

Por ultimo, no se puede pasar por alto que tanto a nivel
epidemiolégico como de diagnéstico (ver mas adelante), uno de loé
aspectos ﬁgs relevantes de la caracterizacién de regiones variables
que estén expuestas en la superficie, es la generacion de anticuerpos
monoclonales que reconozcan epitopes especificoe para la proteina OmpC
de S.typhi, 1los cuales pueden ser utilizados para la identificacién o
tipificacién de esta bacteria. La especificidad que puede obtenerse

con un anticuerpo monoclonal ha sido observada en un estudio realizade

para la PME PhoE de E.coli (43).

I11.- IMPLICACIONES DEL GRADO DE CONSERVACION ENTRE LOS GENES.

Se ha sefialado (ver resultados), que la comparacién de 1la

secuencia nucleotidica del gene ompC de S.typhi y E.coli refleja 1la

distribucién intercalada de regiones conservadas y variables, y de que
las regiones variables muy probablemente codifican para aminoacidos

que conforman epitopes expuestos.
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) 'Como se mencioné en la seccién de resultados, ompC de E.coli vy
S.typhi presentan altos valores de similitud tanto a nivel de
secuencia de nuclettidos como de secuencia de aminoacidos. 8Sin
embarge, & lo lergo de pue pecuenciag &8 pogible encontrar regionss
altamente variables que parecen, en su mayoria, corresponder a
regiones que pudieran favorecer la formacion de vueltasg expuestas.
Esta suposicitn se basa en la comparacién de modelos que predicen la
estructura secundaria de las proteinas; para las PME de E.coli existen
antecedentes a este respecto (13,33). De este modo esperamos similitud
en estructura y patrones de plegamiento, basados en la homologia
encontrada y en la observacién de que la proteina recombinante es

chparativo realizado con 1la secuencia de la proteina OmpA de 4
enterobacterias, se ha podido observar heterogeneidad en las regiones
formadoraé de vueltas expuestas (12).

Hasta el momento, 1la proteina OmpC no ha sido descrita en otra
mas o menos caracterizada. Ademas de permitir el paso de moléculas
hidrofilicas y de servir como receptor para fagos y colicinas, no ha
sido establecida ninguna otra funci6n, salvo la sugerencia de que
puede mediar la exclusién de algunos antibiodticos.

éor lo anterior resulta dificil proponer algun papel fisiolégico
adicional a esta proteina en S.typhi, basados unicamente en B8u
similitud con E.coli.

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

encoqtr;gas a nivel de las posibles regiones expuestas, pueden tener

relevancia .funcional en aspectos mas complejos de 1l1la interaccién
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huésped-parasito. Especulando, es poeible pensar que las
caracteristicas de 1los epitopes heterélogos, no solo le den la
posibilidad de servir como receptor para diferentes f{agos <}
biomoleculas, sino ademds conferirle la capacidad de adherirse a
receptores especificos de células del huésped, para de este modo poder
colonizar, invadir y establecerse dentro del organismo, haciéndose
resistente a factores de este ultimo como la fagocitosis, 1la acecién
del suero u otros agentes antibacterianos (9). S.typhi, a diferencia

de E.coli es un organismo invasivo; ademas, OmpC se sintetiza en
S.typhi en diversas condiciones (ver inciso 1), contrario a 1lo que
sucede en E.coli, lo cual sugiere que es importante para el
crecimiento de la bacteria en diferentes nichos ecolégicos. Es
importante sefialar, gque es de mucho interés contar con cepas mutantes
de S.typhi para esta proteina, las cuales permitan analizar el efecto
de la falta de OmpC en diferentec condiciones.

En resumen, no podemos descartar las posibles implicaciones de
cambios estructurales especificos en un antigeno de superficie de una
especie bécteriana a otra; en especial, si estos cambios se dan en
regiones que estan directamnete en contacto con el medio y, que
estructuralmente se conforman de manera muy distinta, aunque por
comparacion demuestren tener sustituciones de aminoacidos equivalentes
en cuanto a caracteristicas como la hidrofilicidad o su capacidad de
inducir vueltas.

Numerosos reportes describen la caracterizacion de PME formadoras
de poros en diferentes bacterias patogenas para el hombre; en estos,
casi como regla general, se sugiere la participacién de estas

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

ninguno de los casos este papel ha sido finamente descrito. Sin
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embargo, se han implicado en mecanismos de resistencia a antibiéticos,
colonizacién, adhesividad, invasividad, etc. (1,4,15,34) o de
inmunidad (25, 3 para revisio6n).

En algunos casos las secuencias de estas proteinag, que no
incluyen otras OmpC, han sido comparadas con las de las porinas de
E.coli, y se ha encontrado algo de similitud con OmpC para algunas de
ellas. Las semejanzas parecen estar asociadas a regiones hidrofébicas,
lo que es de esperarse para proteinas que se integran en la membrana
de forma similar. En contraste, las regiones variables, si se
encuentran expuestas, pueden estar determinando los diferentes
mecanismos de accién o inclusive conferir la especificidad hacia el
huésped.

Es importante' seflalar que 1lo que aqui se ha comentado no

‘establece que 1la proteina OmpC sea un factor multifuncional en 1la
patogenia, ya que deben de participar mas de un elemento de la
superficie bacteriana. De cualquier modo, profundizar en el estudio de
uno de estos elementos puede aportar lac bases para el entendimiento
de alguno de los eventos hasta ahora poco documentados.

La correlacién entre la proteina OmpC de S.typhi con respecto a
otras proteinas de ME que hayan sido asociadas a algun proceso de
virulencia podra ser establecida al comparar la secuencia de

aminoacidos completa con las secuencias de estas proteinas

.- membranales.

IV.~- DIAGNOSTICO POR HIBRIDIZACION CON DNA.

El objetivo principal del diagnéstico de enfermedades infecciosas

‘con’ sondas de DNA, es la deteccién e identificacién de un organismo
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patégeno directamente en una muestra clinica. Esto debe realizarse de
manera rapida y especifica, para gue incida directamente en el cuidado
y tratamiento del paciente.

Aei, los resultados obtenidos hasta el momento abren la
posibilidad de wutilizar alguna de las secuencias descritas (ver
iesultados), como sonda para el diagnéstico acertado y eficiente de la
FT, que en la actualidad es lento e inespecifico (apendice I, seccion
Diagnosis, 3).

Los estudios que se han iniciado en nuestro laboratorio estén
dirigidos a determinar cual es la distribucién intraespecie de las
secuencias variables encontradas en este trabajo; £i esta variabilidad
es homogénea’ y cual es la especificidad, esto es, que tanto se
conserva entre otras bacterias.

De ser identificadaé’secuencias especificas para S.typhi, tendran
que evaluarse los sistemas en los que puedan ser aplicadas para el
diagnéstico clinico de 1la enfermedad. Asimismo, los resultados deben
ser rapidos y especificos, y su aplicacién eficiente a gran escala.

Como vya se ha mencionado, existen una grsn cantidad de
situaciones clinicas y experimentales en 1las cuales es deseable
detectar pequefias cantidades de un biopolimero especifico, el cual
esté combinado con una gran cantidad de material no relacionado, por
ejemplo, un gene unicopia en DNA genémico. La especificidad apropiada
de algun ensayo usualmente depende del uso de un biopolimero que se
combine con el blanco con gran afinidad y que tenga una baja afinidad
por todos los demas componentes de la muestra. Tal es el caso de 'un

oligonuclettido complementario a una secuencia de DNA o un anticuerpo

que se une a una proteina5>“_’>_h_£.
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La sensiblidad de un ensayo adecuado se logra acoplando al
detector una molécula que genere una sefial facilmente detectable
(reportera). Las méas comunmente usadae eson las moléculas organicas
flourescentes y los grupos fosfatos marcados radiocactivamente. Estos
ultimos cuentan con diversas desventajas, como su inestabilidad (vida
media muy corta), el riesgo inherente a su manejo y la problematica en
la disposicion de sus deshechos. Actualmente, la sensibilidad de los
ensayos no-radioactivos ha sido mejorada mediante la incorporacién de
diferentes moléculas reporteras a los probadores (revisados en
14,16,18,26). La mas popular de estas moléculas reporteras es la
Biotina (20). En este ultimo caso, después de que los detectores
reconocen a sus blancos, se les une una enzima como la foefatasa
alcalina o 1la peroxidasa de rabano (21), mediante un acoplador de
avidina o estreptavidina (molécula que se pege fuertemente a biotina).
De este modo, es posible acumular un buen numero de moléculas del
producto de la reaccién enzimdtica por cada complejo formado entre el
detector biotinilado y la enzima, al agregar el sustrato cromegenico
apropiado, Asi, es poeible obtener mayor sensibilidad que en el caso
de moléculas generadoras de sefiales que estdn acopladas directamente
al detector. A este principio se le puede afiadir un segundo paso de
amplificacién enzimatica.

Sin = embargo, cabe destacar que las técnicas de hibridizacién
actuales (numeradas anteriormente), no  han desarrollédo ia
sensibilidad y velocidad requeridas para su uso en el campo del
-diagnéstico, ya que los limites de deteccién de log bioensayos que
utilizan esquemas de amplificacion lineal, es del orden de 10exp6
moléculas de blanco (27).

Con el propbsito de superar esta limitacion, se  estan
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desarrollando novedosoé sistemas de deteccién de acidos hucleicos, que
tienen el potencial de incrementar los limites de sensibilidad en 1los
ensayos de hibridizacién por varios ordenes de magnitud; esto es,
sistemas que se basan en mecanismos de amplificacién exponencial.

Uno de estos sistemas consiste en la construccién de sondas
formadas por RNAs de cadena sencilla (24). Estas moléculas son
bifuncionales, ya Qque son capaces de hibridizar con su secuencia
blanco y a su vez pueden ser replicadas por l; replicasa del fago QB
(RNA polimerasa dirigida a RNA). Tedéricamente, el uso de esta enzima y
de las sondas formadas por KNA permitird la deteccidn de una sola
molécula del blanco. Esto hard posible ia deteccién de secuencias
presentes en bajo numero de copias por célula, de secuencias presentes
en una pequefia proporcién de celulas de una poblacion heterogénea, vy
de secuencias diluidas en una muestra"biolOgica. En términos
generales, el sistema consiste en la unioén del detector a su blanco,
la eliminacién de los detectores no unidos y 1la sintesis por la QB
replicasa de gran cantidad de copias del RNA recombinante, 1lo cual
sefala a los detectores unidos a un blanco.

Estos RNAsS recombinantes combinan, en una sola molécula, las
funciones de detector y de reportero. Asi, el RNA que es amplificable
contiene una secuencia unica que identifica su blanco de manera

especifica. Con este sistema debe ser posible disefiar ensayos de

diagnéstico que utilicen una mezcla de RNAs recombinantes, cada uno

conteniendo una secuencia detectora gue es especifica para el genoma
de diferentes agentes infecciosos. Después de la amplificacién con la
OB replicasa, la poblacion de RNA contendria replicas sélo de aquellos

detectores que se hubieran unido a Esus _b;qnggg, La subsecuente
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hibridizacién de estos RNAs amplificadog, a una membrana que contenga
un arreglo de muestras de DNAs complementarios a - cada detector
original, permitira la identificacién simultanea de cada organismo que
estuviera presente en la muestra. Asi, los bioensayos que emplearan la
amplificacion de detectores de RNA recombinante serian vereatiles,
rapidos, sensibles y con un rango de accioén muy amplio.

Otro de 1los meétodos importantes gque se han desarroilado,
basandose en la amplificacion exponencial enzimatica, es el denominado
“reaccién en cadena de la polimerasa" (del inglés 'Polymerase Chain
Reaction'). Este sistema produce un enriquecimiento selectivo de una
secuencia de DNA especifica por un factor aproximado de 10exp6 (38).
La teécnica requiere‘de dos oligonucleotidos sintéticos que funcionen
como primeros y que flanquéen la secuencia blanco (la cual sera
amplificada durante el curso de la reaccion). La reaccién procede con
ciclos repetidos de desnaturalizacién del DNA por calor, del
apareamiento de los primeros a su secuencia complementaria, y de la
extension de los primeros apareados con DNA polimerasa (39).

Debide a que los primeros hibridizan con cada una de las cadenas
‘'de la secuencia Que va a ser amplificada, la reaccién de la polimerasa
procede entre ellos, de tal modo que cada ciclo duplica la secuencia
blanco. Cuando la amplificacién es apropiada (aprox. 10exp6) el DNA
blanco es detectado con un oligonucleéttido marcado enzimAticamente,
que es complementario a la secuencia amplificada.

La reaccion se lleva a cabo a tres temperaturas: 94 C para
desnaturalizar el DNA, alrededor de 55 C para el apareamiento y 72 C
para la polimerizacién, utilizando 1la polimerasa termoestable de
Thermus aguaticug (DNA polimerasa Tag). De este modo el método puede

ser facilmente sistematizado (32).
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Adicionalmente, este sistema provee las ventajas del uso de
oligonuclebtidos sintéticos, los cuales pueden ser disenados con base
en 1la Becuencia nucleotidica del gene que Be estd caracterizando.
Estos son pequefios (de 15 a 20 bases) y de cadena sencilla, 1lo que
evita que hibridicen consigo mismos, como en el caso de los detectores
de doble cadena, lo que representa problemas de competencia que
disminuyen 1la eficiencia del sistema. Otras ventajas son: el estar
libres de vector y una hibridizacién mas rapida.

Una de 1las principales limitantes que este Lipo de sistemas de
amplificacion pueden ayudar a superar, utilizando por ejemplo
secuencias especie-especificas del gene ompC de S.typhi, es 1la
cantidad de muestra que puede estar contenida en un mililitro de
sangre de un paciente con FT (aprox. 20 celulas) o lo enmascarado de

ésta en heces fecales.

V.= UTILIZACION DE LA PROTEINA COMO PRESENTADORA DE ZEPITOPES

. HETEROLOGOS .
Hasta ahora, los resultados obtenidos parecen indicar que la
expresién de la proteina OmpC en S.typhi es constitutiva, esto es, que
estd regulada de forma distinta a la reportada para E.coli (29).

Sabemos que la proteina es sintetizada en S.typhi todas las
~abundantemente producida e incorporada en la ME cuando la bacteria-
porta el plésmido recombinante pVF27/ompC (37); ¥y que 1la secuencia
nucleotidica de la regién regulatoria es probablemente diferente a la
del gene de E.coli (ver resultados). Aunadd a esto, la comparacién de

la secuencia nucleotidica y la prediccién de epitopes expuestos h
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través del analisis de perfiles de hidrofilicidad y hidrofobicidad,
abre posibilidades en el uso de la proteina como acarreador de
epitopes heterblogos.

Lo anterior, como ya se menciond, eeta basado en el hecho de que
OompC en S.typhi esta prescente tanto en alta como en baja osmolaridad.
Ademas, su expresion en E.coli es muy elevada (aun considerando que
estd clonado en un plasmido de alto numerc de copias) (anexo 11,
fig.5. 37). Por otra parte, la informaciéon preliminar sobre 1la
secuencia nucleotidica de la region regulatoria 'y experimentos de
hibridizacién, parecen sehalar que existen diferencias importantes a
este nivel, lo que pudiera estar determinando mecanismote de regulaciéon
distintos.

Asi, es factible que OmpC pueda ser manipulada mediante técnicas
de ingenieria genética, de tal manera que funcione como acarreadora de
epitopes heterdlogos. De este modo, regiones expuestas de la proteina
pueden ser sustituidas por péptidos inmunogénicos provenientes de
proteinas de otros microorganismos de importancia meédica. Estos
péptidos deben mantener la estructura de vuelta, de tal forma que
puedan ser expuestos correctamente y generen una respuesta inmune
protectora.

El estudio de la secuencia nucleotidica permitira elegir algunas
regiones que tengan la probabilidad de estar expuestas en la
superficie y que sean facilmente ﬁanipuladas. Esto se podria lograr
deletandolas, para posteriormente sustituirlas por secuencias
heterélogas, €£in que la estructura general de la proteina se vea
comprometida; o bien insertando estas regiones hetertlogas manteniendo
la conformacién que -le da la posibilidad de exponerlo al medio.

También es necésarid'dué la conformacién de la proteina acarreadora,

58



ESTA TEEIE MO DEDE
SR DE LA &aZUﬁTECﬁ
conteniendo el epitope insertado, sea la adecuada para su funcién como

inmunégeno.

A este respecto se pueden mencionar dos de los avances mas
importantes. Uno ha sido desarrollado por el grupo de M. Hofnung (S),
el cual utiliza la proteina de membrana externa de E.coli LamB como
acarreadora para exponer epitopes foraneos en la superficie de esta:
enterobacteria. En un caso han insertado el epitope C3 de poliovirus
en dos vueltas externas. El péptido es expresado en la superficie y es
accesible a anticuerpos anti-C3. Se ha observado que esta proteina
hibrida resulta ser estable y mantiene la mayoria de 1las funciones
biolégicas de LamB. Las cepas portadoras de esta construccion, pueden
ser utilizadas directamente como inmunbégenos en conejos y ratones; en
donde 1la secuencia expyesta fue inmunogénica y 1los anticuerpos
generadog por ella reaccionan con la particula viral completa.

Otro interesante disefio es el basado en el gene para la flagelina
este sistema, oligonuclebtidos de alrededor de 45 pares de bases, que
codifiquen para un epitope inmunogénico de otro microorganismo, pueden
ger insertados en un sitio de restricciéon Unico para EcoRV, el cual se
derivé de una delecién de 45 pares de bases que no interrumpe la fase
de lectura y no produce perdida de la funcion flagelar. Log plasmidos
derivados de esta forma soﬁ transferidos a una cepa atenﬁada de

S.typhimurium, 1la cual sirve como acarreadora de los antigenos. Un
ejemplo de su utilizacion es la introduccién del epitope CTF3 de la
toxina del colera, el cual es correctamente expresado y permite la

inhibicion y aglutinacién de 1la cepa acarreadora de la proteina

hibrida " por anticuerpos mono 'y “policlonales {Stocker, B.A.D.,
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comunicacién personal).

La insercién de epitopes heterélogos en OmpC puede proveer el
vehiculo para generar inmunidad contra otras enfermedades. Ademas
puede en si representar un antigeno importante para producir inmunidad
contra S.typhi. Lo anterior pudiera ser logrado introduciendo 1la

cepa atenuada de S.typhi, 1la que al igual que E.coli sobreexprese 1la
proteina. De este modo, se pudieran exponer tanto epitopes propios
como heterdlogos, para asi constituir vacunas bivalentes y, por que
no, polivalentes.

De cualquier modo, los disefios e implantacién de tales sistemas
deberan cubrir requerimientos minimos como son: que la respuesta
inmune desarrollada (celular o humoral) hacia el antigeno pasajero o
heterélogo genere proteccién en contra del organismo en cuestion; = que
las cepas portadoras de estos vectores posean la suficiente
estabilidad para evitar la pérdida del plasmido, tanto in vivo como in
vitro; y que se pueda demostrar la permanencia de dichas cepas en
érganos como el bazo y el higado.

Actualmente se estan haciendo esfuerzos dirigidos a la obtencién
de cepas atenuadas de S.typhi (23), las cuales serian de gran utilidad
como portadoras de este tipo de construcciones, tanto para la
bresentacién de otros epitopes como para la exposicion de epitopes
propios en mayor numero.

Ademas de estos acercamientos,  otra estrategia es la utilizacién
de cepas productoras de minicélulas como portadoras de antigenos. Uno
de los resultados obtenidos durante el presente trabajo (apéndice 1II,
fig.5. 37}, indica que este tipo de cepas pueden sobreexpresar a la
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proteina a partir del plasmido recombinante y que éstas la incorporan
en la membrana externa al parecer correctamente. De ser esto asi, la
membrana externa de dichas células contendria en su mayoria la
proteina producida a partir del pléasmido.

La utilizacion de este tipo de células puede ayudar a fortalecer
y concentrar 1la respuecta inmune hacia un antigeno especifico. Del
mismo modo, este modelo puede aplicarse con células que porten
plasmidos que contengan el gene para proteinas hibridas que perten la
secuencia de un epitope hetertlogo.

Puede resultar muy aventurado y presuntuoso considerar que los
resultados obtenidos hasta este momento, junto con los antecedentes de
la literatura, estén indicando que los genees clonados en nuestro
laboratorio (en especial ompC por sus caracteristicas), vayan a cubrir
efectivamente todos los aspectos anteriormente mencionados.

Sin embargo, es importante que se invierta el esfuerzo necesario
para evaluar la utilidad de nuestros resultados en cualquiera de estos
campog o €h otros.

Hasta aqui, €£6lo se ha tratado de dar un panorama general de
algunas de las aplicaciones que pudieran darsele a los elementos con
los que ahora contamos. Los trabajos se estdn iniciando y habré& mucho
mas por hacer, de cualquier modo algo se ha aportado con estos
estudiog al conocimiento badsico en biologia molecular de S.typhi, un
organismo sobre el cual no se conoce mucho, en especial sobre sus
factores de virulencia.

La aportacién que pueda hacer la utilizacioén de la proteina OmpC
en la produccion de una vacuna contra la FT es por el momento poco
predecible. No se debe ignorar que los procesos de inmunidad hacia un

microorganismo deben ser multifactoriales. Sin embargo, se cuenta ya
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con uno de 1los posibles factores, qgque puede tener mucha o poca
importancia a este nivel.

En conclusién, 1las perspectivas del trabajo iniciado en- este
proyecto de teésis son:

-Examinar 1la distribucién del gene entre diferentes aislados
clinicos.

~Utilizar 1los genes clonados en la clasificacién de cepas por
medio de polimorfismos en 1la 1longitud de 1los fragmentos de
restriccién; evaluandolos como marcadores genéticos para estudios
epidemiolégicos a gran escala.

-Determinar si cepas de S.typhi expreean proteinas OmpC
heterologas; = esto es, analizar i la proteina ha variado
estructuralmente intraespecie, mediante el uso de oligonucleotidos que -
puedan detectar disparidades en r;giones con mayor probabilidad de
variaciéon, o con la generacién de mapas proteoliticos y el andlisis de
estos por electroforésis uni y bidimensional.

-Desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos contra OmpC o
detectores de DNA como reactivos de diagnostico. '

-Evaluar los productos de 1los genes o parte de ellos como

vacunas.

CARACTERIZACION 'DEL GENE PARA LA PROTEINA DE MEMBRANA EXTERNA OmpC DE
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