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INTRODUCCION

El sgente causal de la fiebre tifoides (FT)

La FT en el hombre es la manifestacion clinica de una infeccion
generalizada (sistémica) por Salmonella typhi, enterobacteria granm
negativa, que se 1ntr6duce al cuerpo via tracto gastrointestinal,
regularmente por la ingestién de agua o comida contaminada por heces
de humano.

S.typhi pertenece al serotipo 9,12,d,Vi; definido por las
unidades repetidas de azucares (9,12) del antigeno 0, localizado en
el lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa; por el antigeno H

(d) constituido por la proteina flagelar (flagelina); y por el

antigeno Vi o polisacarido capsular K. (Calva, et al., 1988).
Descripcion de la fiebre tifoides (¥7)

El periodo de incubacién de la FT, aunque varia de acuerdo a la
dosis de infeccion,es usualmente alrededor de 10 a 14 dias.

Durante ciertas etapas de la enfermendad S.typhi circu}a en la
sangre (bacteremia), de donde puede ser aislada para propésitos de
diagnostico.

La fiebre es la principal manifestacién clinica de de la FT, y
puede producir temperaturas de 39-40 C durante los primeros 3-8
dias después del inicio del padecimiento.

Comunmente, acompafiando a 1& fiebre, existe un intenso dolor de
cabeza, erilidad generalizada y diarrea; también se puede

" presentar nausea, véaito, perdida del apetito, dolor abdominal,



escalofrios, tos y dolor mukcular.

Las complicaciones maAs frecuentes son hemorragias intestinales,
desordenes sanguineos severos y cambios inflamatorios en el higado.
Aunque con menos frecuencia, buéde llegar a ocurrir perforacién
intestinal , contribuyendo al 25% de las muertes asociadas con la
enfermedad. Al examen fisico, los sintomas m&s comunes son la
debilidad generalizada, dolor abdominal, asi como la hepatomegalia y

la esplenomegalia. (Calva, et ei.. 1988).

Enterotoxina de f§, $yphi-

Las enterotoxinas de origen bacteriano son proteinas que tienen
un efecto toxico en el tracto gastrointestinal de humanos y de
animales. Las nanifestaciones clinicas mas importantes de 1la
. enterotoxicidad son vémito y diarrea. Las enterotoxinas varian en
el modo de acciétn, pero, se pueden agrupar de manera general en dos
grupos: enterotoxinas citotéxicas y enterotoxinas citotbnicﬁs. Las
cﬁterotoxinas citotéxicas causan muerte de células eucariotas ( v.g.
por inhibicién de sintésis de proteinas), mientras que las
enterotoxinas citotonicas causan alteraciones del metabolismo
célular en forlag especificas (Q.g. elev;ndo niveles de nucleoétidos
ciclicos) (Betley et al., 1986).

Sin embargo, 1la contribucién de 1las enterotoxinas a la
patogénesis de la infeccion permanece pobremente definida (Finlay et
al., 1989).

Las' enterotoxinas citotonicas mejor caracterizadas son 1la
toxina del colera (CT) y las enterotoxinas de Escherichia coli 1abil

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

El cblera es una enfermedad diarreica, causada por Vibrio
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cholerae, bacteria gram negativa. Los dos biotipos de V. cholerae,

la clésica y El Tor, s8son capaces de causar coélera endemica vy

‘pandenica. Esta bacteria sintetiza y excreta la CT, una enterotoxina
iAbil al calor principalnente responsable para la diarrea observada
en colera.

La proteina CT esta compuesta de dos tipos de subunidades, la
subunidad A (peso molecular «P.M.»> de 27,215 Da) y la subunidad B
(P.M. de 11,677), codificadas por los genes ctxA y ctxB. La toxina
completa esta compuesta de cinco subunidades B y una subunidad A, Yy

- 1a subunidad B es expresada en cantidades mayores que la subunidad A
(Pearson et al., 1982).

La subunidad B contribuye a la unién de la toxina, al receptor
. de superficie de células eucariotas GM1, Yy posiblemente facilita la
entrada de la subunidad A hacia la célula. La subunidad A debe ser
cortada_p;oteoliticanente para ser enzimAticamente activa y toxica;
ei péptido del amino terminal, Al, cataliza la transferencia del
ADP~-ribosa porcién del NAD, al componente Gs del sistema regulatorio
de 1la adenilato ciclasa de los mamiferos. La accién de CT en Gs
causa un en la actividad de la adenilato ciclasa. Los niveles
incresentados .de AMP ciclico (AMPc) resultantes causan cambios en
los flujo de iones en el intestino, que produce la carncteristica
diarrea acuosa del célera (Betley et al .,1986).

Estudios genéticos y de hibridacion con DNA de V. cholerae,
muestran que los genes para CT no estan codificados én bacteriofagos
y: plésaidos, como para LT de E. coli que se encuentra codificada, en
‘plasmido ( Gerdes et al., 1975; Kaper et al., 1981).

" LT y CT cruzan antigénicamente y tienen una estructura y



propiedades bioquirmices similares { Dallas et al;. 1979).

El enélisis de los genes clonados de la toéxina del colera
muestran que ctxA v ctxB forman un solo operén, habiendo un solo
promotor para los dos genes. El orden de los genes fué confirmado
por secuenciacién de CT.

Le secuenciacién de los genes CT tambien permiiio saber que las
subunidades A y B son sintetizadas inicialmente con secuencias sefial
de 18 y 21 aminoa&cidos hidrofébicos , respectivamente, (Mekalanos et
al., 1983). Las cadenas de CT sintetizada en E. coli, de clonas
recombinantes, no son cortadas y tienen una baja téxicidad
especifica, a =menos que sean tratadas con tripsina . CT y LT son
proteinas periplasmsticas cuando son sintetizadas en E. coli vy
extracelulares cuando son producidas en V. cholerae ( Pearson et
requerida para la excreciéon de estas toxinas. La secrecién
" extracelular de 1la subunidad B de CT por V. cholerae no es
depandiente de la subunidad A. En contraste, la subunidad A de LT
aparentemente requiere de la subunidad B de LT para su transporte
extracelular por V. cholerae ( Betley et al., 1985 ).

La rexﬁlncibn responsable para el mantenimiento de la expresion
(radio: 5 de B:1 de A) puede ser traduccional. Una fusién del gene
ctxB, puesto, bajo el control de las sefiales de transcripcién de
¢txA, dié como resultado una disminucion de aproximadamente nueve
veces la sintesis de la subunidad B en comparacién con el gene de
1a cepa silvestre. Esto sugiere que él gitio de unién a los
ribosomas para la subunidad B promueve la traduccién més

eficientemente que el sitio de uniéon al ribosoma de la subunidad A

{Mekalanos et al., 1983).



Las regiones del prometor para varios operones ctxAB han sido
secuen;iadOI (Genaro et al., 1983; Lockman et al., 1984). Estas
secuencias son identicas excepto para un determinado numero de
repeticiones en tandem (en f£ila). AnAlisis por delecién, del
promotor ctx, ha confirmado la importancia de estas repeticiones
para la activacién por el gene de regulacién positiva toxR. (Betley
et al ., 1986).

Algunas cepas de E. coli sintetizan una enterotoxina 14bil al
calor (LT) 1la cual esta estrechamente relacionado a la toxina del
coblera. LT y CT tienen determinantes antigénicos , actividad vy
subunidades similares. Los genes para CT y LT muestran considerable
homologia ( Moseley et al., 1980 ).

Los genes para LT estan contenidos en una farilia de plasmidos
llamados plésmidos Ent (Elwell et al ., 1980). LT es producida por
cepas de E. coli humana y porcina (LTh y LTp). Los genes para LTh
han Vnido deéignidos elth (Dallas, 1983) o toi ( Yanaioto et al.,

1982). Los genes para LTp han sido decignados eltp. LTh y LTp estan
estrechamente relacionados inmunolégicamente pero no son identicos
(Geary et al., 1982). A nivel de nucleétidos, LTh y LTp estan mas
estrechamente relacionados que a la toéxina del coélera.

Las secuencias nucleotidicas de los genes LTh y LTp han sido
deterlihados y 8e han deducido los productos de 1los genes. La
que los cistrones A vy B son 75% y 77% homologos, respectivamente; en
contraste a los genes estructurales de CT y LT, Los dos promotores

~de estas toxinas no mostraron similitud significantiva (Mekalanos

et al., 1983). Los genes eltA y eltB forman un operén, con el



promotor proximal a eltA. El codon de terminacion para toxA se
traslapa con el codon de iniciacion de toxB por un par de bases.
Este traslape junto con un sitio separado de unién a ribosoma muy
eficiente para toxB, debe estar involucrade en el control
traduccional propuesto para el radio de expresién de las subunidades
LT (Yamamoto et al., 1985).

Algunas especies de Salronella tienen actividad

enterotoéxigenica {Koupal et al., 1975). Dos factores de
diferentes en pruebas de: estabilidad al calor, tiempo de reaccion
al estimulo, e induccién del endurecimiento en piel de conejo
(Sandefur et al., 1976). El factor de permeabilidad 1&bil al calor,
el cual causa retraso a la reacciétn y endurecimiento, es una
enterotoxina que causa acumulacion de flujido en asas ligadas de
intestino de conejo, elonga células de ovario de hamster Chino
"(CHO) e incrementa 10s niveles de AMPC.

Estas actividades fueron neutralizadas por anticuerpos
antitoxina de célera o ganglioésidos (Sandefur et al., 1977). Esta
enterotoxina de Salmonella ha sido purificada y esta relacionada
inmunolégicamente y bioéuinicalente a CT {( Finkelstein et al.,
1983). La localizacion de 1los genes para la’ enterotoxina de
Salmonella no han sido determinados pero parece que no estan
asociados a bacteriofagos (Houston et al., 1982). Se ha reportado
que algunas cepas de Salmonella sintetizan mas toxina  bajo
condiciones de bajo hierro (Jiwa et al., 1981). Recientemente Chopra
et al. (1987) reportéd la clonacion molecular de una enterotoxina de

Int}oducciones generales 2 las caracteristicas de las



enterotoxinas han sido realizadas por nosotros (FernAndez et al.,
1988) 'y por otros (Betley et al., 1986., Finkelstein et al ., 1987.,

Eidels et al., 1983., Gemmell., 1984., Middlebrook et al., 1984).
Tratamiento de la F7T

Sin un tratamiento antimicrobiano especifico, 1la FT sigue un
curso prolongado, de 3-4 semanas después de su inicio, y los
sintomas disminuyen lentanmente de no existir complicaciones. Es
comin 1la fiebre continua durante la segunda y la tercera semana de
la enfermedad, para después disminuir lentamente.

Afortunadamente, hoy en dia hay varios y efectivos agentes
sntimicrobianos. El tratamiento de primers eleccién es el
) cloranfenicol, administrado a S0 mg/kg/dia en cuatro dosis, por un
minimo de dos semanas. También se puede tratar con ampicilina, 100
ng/kg/dia en cuatro dosis; cotrimoxazole (320 mg de trimetoprim/ 600
ng de sulfunetoiasole)/dia en doe dosis. Mas reciénfemente. otros
antibioticos tales como las cefalosporinas de tercera generacién o
las quinolonas de nueva generacién han probado ser de utilidad.

AUnD con los antibiéticos, 1l1la convalescencia sin complicaciones
produce dafio en pacientes por lo menos durante tres seianas. con una
' luétancinl pérdida de la productividad.

Otras Salmonella causan gastroenteritis ("envenenamiento por
alimentos") y. paratifoidea en el hombre, c¢on dolor de cabeza,
escalofrios, dolor abdominal, nauseas, vémito y diasrrea; 1los
sintomas aparecen de 8-48 horas después de la infeccién y duran de
1-4 dias. En contraste a la FT, los cultivos de sangre son raramente

positivos y el diagnéstico es realizada por el aislamiento del



microorganismo a partir de las heces.
§;'ﬂ§gpg;ggg;gg es una de las principales causas de dichas

gastroenteritis, y produce en el ratén una fiebre entérica invasiva

que se parece a la FT en.el hombre. (Calva et, al., 1988).

Epideniologia

Se estima que hay 12.5 millones casos de FT anualmente en el
mundo (excluyendo China). Esto representa una incidencia de 365 por
cada 100,000 habitantes de la poblacién total y 540 por cada 100,000
habitantes de los paises en desarrollo (0.5%).

La tasa mundial de caso-fatalidad es alrededor de 1%, siendo
este dato similar en México.

Las personas que eliminan S.typhi son la principal fuente de
' contaminacion. Los portadores croénicos pueden excretar hasta
10xexpl0 organismos por gramo de heces. Se ha estimado, por ejemplo,
que existen 694 portadores por cada 100,000 habitantes en Santiago,
Chile. Los datos epidemiologicos de México (1980~7) muestran una
incidencia anual de 0.01 a 0.02%. Los datos fueron obtenidos de 1la
poblacion abierta que recibe atencién médica en clinicas vy
hospitales dependientes del gobierno, y de 1; poblacién afiliada al
Instituto Mexicano del Seguro Social, 1la cual abarca més de 1la
tercera parte de la poblacién total. Sin embargo, este ésquena
probablemente reprasants una estimacion baja, debido a que no se
reportan todos los casOts. Algunos casos probablemente no son
diagnosticados adecuadamente y otros son tratados en casa sin
vigilancia médica o por médicos particulares quienes comunmente no
los reportan a las instancias nacionales‘de salud. Asi mismo, la

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

Se pensaba que en condiciones sanitariss muy pobres eran
primariamente los nifios pequefios los mas afectados (Hornick et al.
1985), aunque parece ser que los nifios menores de dos afios de edad
éursan con infecciones benignas (Ferreccio et al ., 1984). En
México, 1los nifios menores de cinco afios de edad reportados como
afectados representan alrededor del 5% de los casos; S0% corresponde
» individuos en la edad comprendida de 15 a 44 afios. En 1979, los
mexicanos en estos limites de edad represéntaron 18 y 41% de la
poblacién, respectivamente. Otros reportes indican que los pacientes
con FT de los paises en desarrollo tienen una edad promedio de 16
afios, y estén principslmente en el rango de 5-19 afios (Levine et
" al., 1987). Para los casos que involucran perforacién intestinal, la
edad promedio es de 22 afios (Butler et al., 1985). En estudios
- realizados con voluntarios en EU, se demostré que la tasa d‘e
morbilidad y el periodo de incubacién son dependientes de la dosis
de infeccion. Con una dosis infectiva de 10 exp S wicroorganismos,
1a tasa de morbilidad fué de 38% y el periodo promedio de incubacién
~ fueé de 13 dias, mientras que con 10 exp 9 microorganismos el cuadro
se present6 en un 90% de los casos en 6 dias (Hornick et al . ,

1985).

Patogenesis

En la actualidad, no existe un modelo animal para el estudio de.
S. typhi. Este hecho posee un reto y algunas extrapolaciones han

sido a partir de lss investigaciones en ratones infectados con §S.

=,
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Se ﬁha demostrado que S. typhimurtium atraviesa el epitelio
intestinal a través de las células M (membranosa) e invadiendo las
placas de Peyer, llegando al sitema reticuloendotelial,
pultiplicandose dentro de los macréfagos e invadiendo los nodulos
1inféticos mesentéricos, bazo e higado.

Los mecanismos 1nvolucrad6s en adherencia de Salmonella a
células epitelisles, penetracion, resistencia a fagocitosis por

macrofagos y multiplicaciéon dentro de 1los macrofagos, son

desconocidos (Calva et al. ,1988).

Vacunas

En la actualidad existe la necesidad de vacunas, celular (
viva o muerta) o acelular (basado en antigenos aislados de 1la
' bacteria), que no causen efectos adversos y que protejan totalmente
a individuos de diferentes Areas geograficas, edades y niveles
socioecondémicos. Las vacunas parenterales utilizadas actualmente
pertenecen & una primera generaciétn, y consisten en células
completas muertas, e incluyen tanto una preparacioén inactivada por
deshidratacion con acetona (K) o con fenol-calor (L). Su eficiencia
fluctoa entre 66.6% y 68.4% de proteccion, cuando lé adeinistran
dos dosis ( correspondiendo ¢/u a 10 exp 8~9 organismos), habiéndome
determinado ésta sobre up estudio a lo largo de sgiete afios de
vigilancia. La vacuns L ha demostrado ser ligeramente menos
efectiva. Sin enbargé. en México y en otros psises en desarrollo, la
vacuna L es la mas utilizada, debido a su menor costo. La tasa anual
de inmunizacion sistematica con una dosis unica de la vacuna L ha
demostrado una disminucién significativa en la incidencia de la FT.

Una desvantaja importante en la utilizacién de estas vacunas es que
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ambas presentan efectos colaterales indeseables, especialmente con '
la primera dosis, tales como dolor e inflamacién en el sitio dg la
aplicacion y fiebre ae més de 38 C. Por ejemplo, en un estudio heqho
en Tailandia, mas ael 60% de los vacunados padecié de dolor de
cabeza e ihfianacibn local y mas del 387 tuvo fiebre, como efectos‘
colaterales de la vacunacion. (Levine et al ., 1987; Bodhidatta et
.al., 1987).

MAs recientemente, el antigeno Vi ha sido utilizado como una
vacuna parenteral. Una dosis unica fue aplicada en una prueba de
canpo. No fueé reportado efecto adverso alguno, y la proteccién fue
similar a 1la encontrada con las vacunas Ky L. Por 1o tanto, la
vﬁcunacibn con Vi bien podria introducirse ampliamente. (Klugman et
al ., 1987).

El desarrollo de cepas atenuadas para utilizarse como vacunas
vivas administradas oralmente, capaces de inducir una inmunidad mas
efectiva y prolongada, s8in ocasionar sintomas indeseables, ha sido
materia de gran interés y esfuerzo. Ademds, tales cepas podrian
portar antigenos heterélogos, para inmunizar contra otras
enfernedades infecciosas prevalentes en una regioén geogr&fica en
particular ( c.iva et al.,1988).

Por ejemplo, una éepa vacunal viva no-virulenta que ya ha sido
. desarrollada, 1la cepa Ty21A, consiste en una mutante en UDP-
gelactosa-4-epirerasa, derivada de la cepa de referencia Ty2. Ecsta
mutante es sensible a lisis in vitro inducida por galactosa. Su
utilidad empleando tres dosis de 1-3 exp 9 organismos viables, ha
sido reportada como altamente variable. For ejemplo, en Santiago,

Chile fue de 67% y en Alejandria, Egypto, fue de 95%. Esta
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variabilidad en eficiencia parece depender, &l menos en parte, del
numero de aplicaciones, las condiciones de almacenamiento, la
formulacion correcta y la dosificacién; si es proporcionada a gente
de Areas endémica ¢ no endémica. Es interesante que en el estudio
hecho en Santiago, Chile, una formulacion con cubjierta entérica fueé
més efectiva; en contraposiciéon a la presentacién en capsula de
gelatina, 1a cual as tomada despuées de la ingestion de bicarbonato
para neutralizar ls acidez gastrica. A la fecha, no esté claro que
la mutacién epimerasa gsea la Unica que contribuye a la abolicion de
la virulencia en la Ty21a (Silva et al.,1987).

Aunado a lo anterior, cepas auxédtrofas de S. typhimurium y S.

typhi para metabolitos arométicos (arcA) y purina (purA} han sido
desarrolladas como candidatos para vacunas orales vivss.

Tales cepas son no-virulentas, presumiblemente porque los
metabolitos requeridos no estédn disponibles en 1los tejidos del
hospedero. Las cepas atenuadas de S. typhimurium han demostrado que
protegen completamente a ratones y becerros. Las dobles mutantes de
S. typhi, 8roA-purA, causan una estimulacién éigniiicativa de la
inmunidad celular humana en voluntarios, aunque la proteccioédn contra
el reto con bacterias virulenfas no ha gido probado. En 1la
actualidad es de sumo interés valorar su eficagia protectora en
humanos, nediante pruebas de campo en comunidades (Levine et al,,
1987).

Asi iialo. tomando como modelo animal el raton, se reporta que
inmunizando con Proteinas de - membrana externa (PME) , Yy
posteriormente retando con 500 DL/S0 de dos cepas de S. typhi, se

observé una proteccion del 100R. De manera parecida, se observéd que

inmunizande ratones con PME de 5. typhimurium, éstos eran capaces de

-
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resistir al reto con una cépa patogena (Isibasi et al., 1988),

Disgnostico de la FT.

Esté claro que, particularmente en paises en desarrollo, existe
una gran necesidad de pruebas de ‘diagnéstico nuevas, rapidas,
altamente sensibles Yy especificas, asi como fAciles de llevar a
cabo, para detectar la FT de tal forma que permita distinguirla
facilmente de otras enfermedades febriles. Debido a que gran pérte
de 1la poblacién de Areas en donde la FT es endémica tiene niveles
altos de anticuerpos séricos a S. typhi, inducidos por su continua
exposicién al microorganismo, las pruebas serolégicas llevadas a
cabo en estas Areas son de baja especificidad para el diagnéstico
. de la FT. Ma&s aun, un aumento significativo en los titulos de
" anticuerpos contra el antigeno O usualmente no es detectado hasta lg
segunda o tercera semana después del inicio de la fiebre. Por, 1lo
tanto parece que son necesarias nuevas pruebaé de diagnosticas para
detectar antigenos circulantes o secuencias de DNA de las bacterias,

presentes en las sangre de los pacientes con FT. (Calva et al., 1988).

Diagnéatico por eulgtvo

Actualmente, el mejor diagnéstico preciso para detectar FT es
aislar la bacteria S. typhi a partir de un aspirado de méduls 4sea,
el cual. sin enbargo, es un procedimiento impréctico y muy agresivo.
Los cultivos de sangre son mas cominmente utilizados y féciles de
llevar & cabo, aunque su sensibilidad no
es wpayor del 90% cuando se toma un lote de tres cultivos sanguineos

consecutivos, con intervalos de 1-2 dias (Edelman y Levine 1986).
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Des,véntajas importantes relacionadas con este método son: que el
aislamiento y l& identificacién de S. typhi toma por lo menos 72
horas; y también que los cultivos sanguineos pueden no ser altamente
sensibles en vista de la baja concentracién de S. typhi circulante
en sangre, 20 células/ml o menos, especialmente cuando ;os pacientes
han tomado antibioticos antes del cultivo; siendo este ultimo punto

muy comun en México ( Calva et al., 1988).
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OBJRTIVOS

Uno de los objetivos generales de nuestro laboratorio es el
iniciar la caracterizacién de la enterotoxina ( S.E.) de S. typhi.

Los objetivos particulares de este proyecto fueron la clonacién
del gehe para la enterotoxina S.E., la caracterizacién inicial de
este gené y su producto, Yy el inicio de la determinacién y anslisis

de la secuencia nucleotidica.
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ANTECEIDENTES

Hasta ahora, 1los antecedentes producidos por nuestro grupo de

investigacion en el estudio de la biologia molecular de S. typhi

son:

La clonacién de los genes para las proteinas de membrana
externa (PMEs) OmpF y PhoE (Fuente, 1987; Puente et al.,
1987).

La caracterizacion preliminar de las PMEs como inmunégenos

durante la infeccién (Verdugo, 1989).

- La clonacié6n, caracterizacién, determinacién y analisis de
. secuencia del gene para la PME OmpC (Puente , 1988).
- La clonacién y caracterizacion del gene para  enterotoxina

E S.E. (Fernandez et al., 19é8). Pdrte de este trabajo es

presentado en esta tésis.
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MATERIALES Y METODOS.

(a) Bacterias y Plésmidos

S.typhi IMSS-1 serotoipo 9,12,d,Vi. Aislado clinico de un
paciente con fiebre tifoidea, donada por el grupo del Dr. J. Kumate.
del Instituto Mexicano del Seguro Social, México, D.F.

K2,rpeL20<Sm-r),xyl-5,mtl-1,68upE44, =-.)

E. coli JM101 (SupE. thi, c<lac-proAB»>, F'(traD36, proAB, laclqZ
M15).

coll M159 (rec A, «uvraA»)

E.
- E. coll P678-54 (F- ,thr, leu, supE, lacY, tonA,gal, mal, xyl, sra,
mtl, min.) productora de miniceélulas.

Plasmido pBR322 (Bolivar et al., 1977).

Bacteriofago M13 vectores mpl8 y mpi9. ( )

Plésrido pFM24. (descrito en esta tesis)

Plasmido pEWD299. (Dallas et al ., 1979 ).

(b) Construccién de banco de genes de §. $yphi y aislemiente del
Lanbda FDC1 ' '

-Dencriﬁo. en los apéndices I y I1I.

(¢c) Hibridacion de DNA

Dascrito en el apéndice I.

{(d) Subclonacién

| El proceso de subclonacion involucra la clonacion de diferentes

porciones de un fragnento de DNA, previamente clonado y aislado para

después poder identificar la pieza mas pequefia del DNA que contenga

17



el gene de intereés. Los genes clonados pueden ser identificados por
complementaridad (funcional) o fisicamente por teécnicas de
hibridacién con un DNA radiactivo como detector (Rodriguez et al.,

1983} .

{e) Andlisis de miniceélulas.

El sistema de minicélulas involucra el uso de una cepa de E
coli productora de minicélulas. Estas se producen como un resultado
de una mutacién que causs un mal funcionamiento en la divisién
célular, originando células maés pequefias 6 minicélulas. Normalmente
no contienen DNA cromosomal, pero si pueden portar DNA de plaésmido.

La diferencia de tamafio entre las minicélulas y las células
norsales hace poeible 1la separacién de estas por métodos como el de
) sedimentacion bor velocidad { ejemplo: en un grsdiente de
sacarosa).

Una preparacion de minicélulas que contenga plasmido es capiz
de sintetizar RNA y proteina por un corto periodo después de la
purificaci&n . Cuando se incuban en presencia de precursores
radioactivos, por ejemplo como 35S*-metionina, la sintesis de
proteinas en las minicélulas sera& dirigida por el plasmido. Los
polipeptidos radiocactivos pueden ser analizados por électrofbresiu
en gel de poliacrilamida-SDS y autoradigrafia. (Rodriguez et al .,
1983) . ‘
k El anélisis en minicélulas se hizo de acuerdo a Dougan y Kehoe,
1984, brevemente:

1) La cepa P678-54 con y sin diferentes plésmidos se 1nocﬁla en
medio M9 suplementado con cassminoAcidos al 0.2% final y ampiciline

a una concentracion final de 0.4 ag/ml.
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2) Se incuba a 37 C con agitacion por més de 18 horas.

3) Se centrifugan los cultivos en botellas de 250 mls, en el rotor
JAl4, a 2000 rpe por 20 minutos.

4) Se pasa el sobrenadante a botellas limpias y se vuelve a
cenrifugar a S000 rpm por 20 minutos.

S) Se resuspende ia pastilla obtenida en 1.5 mls de BSG frio.

6) Se coloca la muestra en un tubo corex de 30 als él cual
contiene un gradiente de sacsrosa (de 5-20%).

7) Se centrifuga en el rotor JSi3, a 5000 rpm, 4 C por 15 minutos.
Las minicélulas quedan a la mitad del gradiente.

8) Se extraen con una pipets pasteur y se ponen en un tubo limpio
y ge les agrega 15 mle de BSG para quitar la sacarosa, se mezclan
suavemente.

9) Se centrifugan a 5000 rpm, 4 C, por S minutos.

10) Se tira el sobrenadante y_lqs minicélulas se resuspenden en
1.5 mls de BSG. Se vuelve a repetir el gradiente de sacarosa (se
hace de.3 a 4 veces).

11) Se resuspenden, finalmente, en i1 ml de medio MAM a una D.O.
620nm =0.2. '

12) SQ agrega metionina «35-S» de 5-10 uCi totales y se incuba a
37 C con agitacién por 30 minutos.

13) Se snslizan las muestras en gel de poliacri;a-ida al 15%-SDS
0.1% y autoradiografia. a
{£) Analisis de maxicélulss

El sistema de maxicélulas involucra el uso especial de una cepa
de E. coli que es sensible a luz ultravioleta. La radiaciéon a esta
da como resultado un dafio severo al cromosoma provocando 1la

inhibicién - del crecimiento ceélular y la sintesis de proteinas
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dirigidas por el cromosoma. Las maxicelulas radiadas aun son capaces
de sintetizar proteinas & partir de un DNA éxbgeno. como por ejemplo
de un plésmido 6 de un pacteriotﬁgo. Asi como en rlas minicélulas
los polipéptidos radioactivos pueden ser éxaninados por
electroféresis en gel de poliacrilamida-SDS y autoradiografia.
{(Rodriguez et al., 1983).
El anéalisis en maxicélulas se hizo de acuerdo a Calhoun y Gray,

1981. Brevenente:

1) Se inocula 1la cepa M159 en medio CM y se incuba a 37 C con
agitacion, hasta que llegue a una D.O. de 600nm =0.25
(aproximadamente equivalente a 4x10 exp8 ufc/ml.

2) Se toma lo equivalente a 4x10 exp 9 ufc/totales y se centrifuga

- en el rotor JA20, & 6000 rpm, 5 C por 10vn1nutos.

3) Se tirea el sobrenadante y las células se resuspenden en CM frio
. & una concentracibn de Bxlo exp 8 ufc/ll

6) Se irradia con una lanpara de luz ultravioleta en onda corta.

5) Se mezclan las células con el bacteriofago lambda recombinante
FDC1 Yy un control de lambda no recombinante, en una proporcién de
S:1.

6) Se agrega ametionina «35-S), 10 uCi totales.

7) Se analizan las muestras en gel de poliacrilamida-SDS y por

‘autorradiografia.

g) Medios de cultivo

M9, LB, SM, NZCYM, (descritos por Maniatis et al., 1982).
YT, BSG, (descritos por Rodriguez et al., 1983 ).

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

MAM, (medio para ensayo de metionina) Laboratorios DIFCO, Détroit.
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- Michigan. USA.
h) Endonucleasas de restriccidn

Sacl, Tagl, MspI, EcoRvV, Pst1,

Sz —_——

HindIllI, EcoR1, Hincll, Sall, BglII,

Pvull, Scal. (Promega Biotec, Madison, WI.EUA.)
i) Otras enzimas

RNasas (Sigma, Saint Louis, MO. EUA.)

Ligasa de DNA de fago T4 (Fromega Biotec. Madison, WI. EUA.)

3) Antibidticos

Cloranfenicol, Tetraciclina y Ampicilina (SIGMA, Saint Louis,
MO.EUA.) o
k) Isotopos radiocactivos
Metionina/Azufre 35 ca, 800 Ci/mmol
) Alfa-fosforo32-desoxiCTP/ ca. 3000 Ci/mmol
Alfa-fosforo32-desoxiATP/ ca. 3000 Ci/mmol.
Alfa-fosforo32-desoxiATP/ ca. 400 Ci/mmol.
. Fueroh ‘ bbtenidoa de la conpafiia Amersham International plc.
Inglaterra.

Alfa-azufre3S-desoxiATP/ ca. 500 Ci./mmol. grado secuencia; (Du
- Pont Company NEN. Boston, MA. EUA.)
1) Filtros para transferencis tipo "Southarn”

Papel de nitrocelulosa 0.45 microM. (Schleicher & Scﬁuell ; Inc.
Keene,N.H. USA.) '
n) Otros materisles

Agarosa de bajo punto de fusion SeaPlaque (FMC Bioproducts,
Rockland, M.E. EUA).

Agarosa (BIO-RAD Laboratoriee, Richmond, California, EVA.)

GENECLEAN: estuche para purificacion de DNA , a partir de geles de
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agarosa en tris acetatos. (BIO 101, La Jolla, California, USA).
n) Preparacién de DNA bacteriano
Ver apendice I
) Preparacién de DNA de plésmido
Los plasmidos utilizados en este trabajo se prepararon mediante
amplificacién del numero de copias en cultivo, 'creciendo en fase
logaritmica en presencia de cloranfenicol, seguido de lisis alcalina
{ Maniatis et al., 1982).
o) Minipurificacion de DNA de plésmido
El método utilizado es descrito por Rodriguez et al ., 1983.
p) Ilectroféresis en gel
=1) Geles de agarosa para DNA, descritos por Maniatis et al., 1982.

=2) Geles de poliacrilamida para DNA, descritos Maniatis et al.,

- 1982.

=3) Geles de poliacrilamida-SDS para proteinas (Laenﬁli , 1970).
«4) Geles de poliacrilamida para secuencia ( Tabor et al., 1987).
-5) Los anortiguadore; para ias electroforesis 1y 2 son: Tris-
Acetatos-EDTA (1x) y Tris-Boratos-EDTA (1x), respectivamente;
kdescritos por Maniatis et al.,1982. El amotiguador para 1la
electroforesis 3 ests descrito por Laemmli , 1970 . El- amortiguador
para la electroforesis 4 eita descrito por Tabor et al ., 1987. 7
q) Digestiones de DNA bacteriano y clonas trecombinantes con
andonucleasas de restriccioén.

Las condiciones utilizadas para digerir con endonucleasas de
restriccion fueron las ﬁue recomnienda la compafiia que produce las
enzimas, Promega Biotec, Madison, WI. USA.

r) Marcaje de DNA "in vitro" con 32P.

El =marcaje interno radioactivo con 32P, en las moléculas del
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DNA que se usaron como detector de hibridacién, se hizo de acuerdo
a la técnica de “traslado de corte” ("nick translation"). Utilizando
un estuche de marcaje de la compafiia Amersham International plc,
Inglaterra.
8} Crecimiento de los fagos recombinantes y purificecién de DNA.
Se describe en el apéndice I
tminipuruicaeun‘ de fagos recombinantes sin CsCl.
Se describe en el apéndice 1
u) Deteccion de ls anterotoxina de §.typhi
Se describe en el apendice I
v) Bacuenciacion

La secuenciacién se realizé utilizando un estuche de
“gequenase" (United States Biochemical Corporation, USB, Cleveland,
Ohio}.
)} Analisis de secuencias nucleotidica.

El analisis de la secuencia‘ se realizo.bt'iiiiando el ‘progl;nna
SEQUENASE ANALYSIS PROGRAMS MANUAL. {Manual de programas para

analisis de secuencias) (Martinez et al., 1987).
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Summary

Disrvhoes is & common event during typhoid fever;
nevertheless, the possible participation of & diar-
hoes-inducing enterotoxin has not been described

. (Roy et al, 1085). Recombinant bacteriophage A FDC1

was lsolated from a genomic lbrary of Saimonelia
typhi, the caussi agent of typhoid fever, by scresning
with a probe for the B subunkt gens of the heat-lablle,
cholara-like, Escherichia coli enterotoxin {LT). A FDC1
codes for sn entarotoxin that causes secretion in rat
faal foops, that slongates Chinese hamster ovary
{CHO) cells, that is recognized by antibodies ageinst
LT, and doas notbind i vitroto ganglioside Gu,. These
results should sliow further studies towards slucidst-
Ing & possible role for the S. fyph enterotoxin in the

pathogenasis of typhold fever.

Introduction

Typhold fevet in humans results from a systemic infection
by the Gram-negative enterobacterium Saimonelis typhi.
Typhoid fever is propagated by the fascal-oral route, and it
mainly sffects inhabitants of the developing worid,
especially in regions with inadequate water sewsge dispo-
sal or an unsafe water supply (Homick, 1985).

The reported frequency of diarrthoea in patients with
typhoid fever has varied from fess than 33% to more than

Received 20 May, 1988, *Present addms: CINVESTAV-irspusto,
Apertedo Postel 829, irmpusio, Guansiuato 38650, México. For cormes-
pondence.
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§0% {Roy et a)., 1985). The existence of a cholera-like
diarrhosa-praducing enterotoxin in the genus Saimonella
was proposed as a rasuft of clinical observations (Axon
and Poole, 1973). Nevertheless, Roy et a/, (1885) con-
cluded that there was neither & heat-labils nor a heat-
stable enterotoxin in S. typhi; they proposed that typhoid
diarrhoeal mechanisms were different from those of
enterotoxigenic £scherichia coli and Shigelia species. in
contrast, severat groups have detected an enterotoxin in
members of the Salfmonella genus {particularly in S.
typhimurium) which is similar to the Vibrio cholorae
enterotoxin (CT) and the LT enterotoxin (Sakazaki ef al.,
1975; Koupal and Deibel, 1975; Sandefur and Peterson,
1876; Sandefur and Paterson, 1977; Xihn et al, 1978;
Houston et al., 1881; Jiwa, 1981; Finkeistein ot 8/, 1983;
Kaura and Sharma, 1083; Baloda ef al., 1984; Wallis &t al.,
1886; Hariharan ot &/, 1886).

The CT and LT holotoxins cordain an immunodominant
B region and an A region. The B region is composed of five
identical non-covalently-bonded polypeplide subunits.
The CT/B and the LT/8 subunits each consist of 103 amino
acids, and comprise the binding site of the holotoxin to
host celt membrane receptors that contain the oligosac-
charide moiety of ganglioside Gy:. Al the amino acid level,
the B subunits of LT of porcine (P-LT) and human (B-LT}
origin ditfer from the original CT/B in 21 and 19 residues,
respactively, P-LT/8 and H-LT/B differ from each other in
four amino acids. The A region is formed by one potypep-
tide that is synthesized as a single chain. in P-LY, the A
polypeptide has 236 amino scids; in CT it has 240. in V.,
cholarae this A polypeptide is found as anAt peptide of ¢.
21.8kiloDattons (kD) snd an A2 peptide of ¢. 5.5kD, which
are joined by a disuiphide bond. The cleavage that
generates A1 and A2 activates the Al peptide, which
contains the ADP-ribasyitranaferase associated with the
biological (enteratoxic) activity. The LT/A polypeptide is
found largety intact; it is also activated by protease
cleavage (Finkeistein ot al., 1687). Between CT and LT,
there is an 80% amino acid sequence similarity at the
amino terminus of the At subunit, and & 31 fo 55%
similarity st the A2 polypeptide (Eidels et a/., 1983).

Recently, Chopra et al. (1987) reporied the molecular
cloning of an S. fyphimurium cholera-like enterotoxin
gene. In this paper we describe the isolation of an LT-like
enterotoxin gene from S. typhi.
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“"u L lh
v Fig. 1. Autoradiogram showing

M the hybridization of the 2P}
-iabelied LT/B subLnit gene
* contained in the 0.56kb EcoRl-
e . Headil fragment of plasmid
PEWD209 to m Southern biot of
. Hindlll-digesied S. typh/tots)
P @enomic DNA from strains MK30
(8), MSS-1 o), TyZ (c), anct
Rawiings (d).

Results

Hybridization of S. typhi total DNA with the EcoRI-Hind/ll
fragment of plasmid pEWD299

To laok for the presence of an LT-fike enterotoxin gene in
8. typhi, we used the EcoRi-Hindiil 0.56 kilobase {kb) pair
DNA fragment from plasmid pEWD289 (Dallas et al., 1979)
a8 a hybridization probe, tabelled with 3P to a high
spacific activity. This fragment contains the entire LT-B
subunit gene. DNA from severa! S. typhi (serotype 8, 12,d,
Vi) strains was cut with Hindll), and the resulting fragments
were separated by agarose gel electrophoresis and
blotted onto nitroceliiose paper. The blots were
hybridized and washed under non-stringent conditions
and subjected 10 autoradiography. The autoradiograms
revealed the presence of a 5.6kb hybridizing band in afl
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strains tested (four are shown in Fig. 1), These include
reference sirains Ty2 and Rawlings (see Experimental
procedures), and 18 clinical isolates from Mexican
patients. No radioactive band was obtained when the
probe was plasmid vector pBR313, or the LT-A subunit
gene (not shown}.

Isolation of A FOC1

We isolated the above-mentioned hybridizing DNA region
from IMSS-1, a Mexican reference clinical isolate. We
used a genomic library, constructed in our laboratory by
introducing 10 10 20kb DNA fragments, from a partiai
Sau3A restriction endonuciease digest, into the BamHl
restriction sites of coliphage A vector 1058, Phage DNA
was isolated from poois of 24 recombinant phage, as
described in Expernimental procedures. After cutting with
Hindill, nitrocellulose blots were prepared with DNA trom
72 pools, and hybridized. From one pool we isolated
recombinant phage A FDC1, which carries a 5.6kb
hybridizing band (Fig. 2, lanes b-d). This screening
approach enables the delection of relatively weak
radioactive bands, without a host £. coli DNA background.

Enterotoxic activity coded by A FDC1 in rat ileal loops
and CHO cells

Supermatants from lysates of A FDC-infected £, coliQ359
cells were positive for enterotoxic activity when tested in
the rat ileal foop assay (Table 1). Only background-teve!
activity was seen with lysates from A 1059 phage E. coli
Q358 {or Q359)-infected cells. Furthermore, A FDC1, bt
not A 1059, supernatants caused slongation of CHO cells
in the assay system of Guerrant ef al. (1974) {not shown).

Fig. 2. Hybrigization of Southern-biofied A FOC1
DNA and pEWD208 with the LT/8 0.56kb EcoRl-
Hindill racioactive gene fragmen! \anes b-e} and
with the 24-mer radioactive CT-LT/B tpdd
oligonucieotide (lanes 1-i), Hindill-cut A FOC1

—2» . DNA: ethidiom bromide-stained agarcee gel
; sutoradiogrs of

s D patiom (a), o
QP2 s comaining 200 . 100 i 50 (d) and 200 1)
ng of the 5.6kb band. pEWD290 contsining 10 {e,
9} or 100ng () of the 0.56kb bend (camying the
whole LT/B gene}, or S0ng (i) of the 0.32kb
£coRI-Hincll fragmem (caimying only the
Carpoxy-terminal side of the LT/B gene).
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Probing with a CT-LT/B trp88 oligonucleotide

The 5.6kb band of A FOC1 DNA did not hybridize (Fig. 2,
fane ) to the mixed oligonucieotide shown in Fig. 3 which
we designed to be complementary o the coding region

around tryptophan 88 (mature polypeptide without the -

leader sequence) of the B subunit genes of CT and LT
(Lackman and Kaper, 1983; Leong et al., 1985). ithas been
proposed that this tryptophan participates in the binding
of CT to ganglioside Gy, Which appears to be a vital
component of the cell surface receptor for CT (De Wolf ef
al., 1981; Eidels et al., 1983). In pEWD299 this coding
region is contained either in the 0.56kb EcoRi-Hindill
fragment (Fig. 2, lanes g, h) or in a 0.32kb EcoRI-Hincll
fragment (Fig. 2, lane ). The latter contains codons 56-104
on the carboxy-terminal side of LT/B (Dallas et &/, 1979;
Daflas and Falkow, 1880).

ELISA with antibodies against LT and with ganglioside
G

A double ‘sandwich’ enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) perfomed with an anti-LT monocional
antibody (MADb), LT 39:5, adsorbed to the plate as capture
antibody, and with rabbit LT polyclonal antibodies as
second ligands, was positive for A FOC1 iysates. In
. contrast, the ELISA was negative when ganglioside Gy,
was used as the capture ligand (Tabie 1). This result is in
sccord with the oligonucieotide hybridization data pre-
sented above and suggests the possibility that the S, typhi
enterotoxin has a cell receplor which differs from that of
CT and LT.

Discussion

We have isolated an S. fyphi gene coding for an entero-
toxin that has similarities with CT and LT. The anterotoxin,
coded by recombinant coliphage A FOC1, causes fiuid
secretion in rabbit iieal ioops, elongates CHO celis, and is
antigenically simitar to LT when probed with antibodies in
an ELISA. A FDC1 DNA has some sequence homology
with the LT/B subunit gene; interestingly, under the same
hybridization detection conditions, we did not observe
homology with the LT/A subunit gene. Nevertheless, the
fact that enterotoxic activities can be detected in the rat
Hea! loop and CHO cell-slongation assays suggests that
the S. typhi enterotoxin has a functionally CT-LT/A-like
subunit.

We are interested in finding the similarities and differ-
ences, at the functional and structural leve), of the S. typhi
enterotoxin compared with other members of the cholera
family. It is important to find out about its distribution and
expreasion in other clinical isolates from different geo-
graphical origing. The possibie role of the A FDC1 gene

Oligo: 37T AAT ACA CATACCTTA TTE TTTw
gg‘a’;": Lys Leu Cys Val Trp Asn Asn Lys

Position: 84 B85 B6 87 88 B3 S0 9
CT/8: 5 AAG TTA TGT GTA TGG AAT AAT AAA 3

LT/B: s AAA TTA TGT GTA TGG AAT AAT AAA

ﬂna." of the mixed-ol . probe that we desighed
tobecomphmmuymmmm.mwmou\mmmm
88 (mature potypeptide) of the CT and LT/B subunit genes, The
soquence allows for codon Givergence at fysine 84, nndupmwmas
#nd 90. The CT/B and LT/B by
Lockman and Keper (1983) and by Laong of al, (‘955). mpoetmty.

product in the pathogenesis of typhoid fever remains an
open question.

Experimental procedures

Strains and plasmid

S. typhl IMSS-1 was isolated from a patient with typhoid fever and
was kindly provided by Dr Jesis Kumate and colisborators from
the Instituto Mexicano dei Seguro Sacial, Mexico City. Seventeen
S. typhi clinical isolates (MK serias) were coliected by us at the
instituto Naciona! de la Nutricién in Mexico City. §. typhl

' reference strains Ty2 and Rawiings were obtained from the
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Ametican Type Cuture Collection (Nos 18430 and 167,
respactively). E. coliQ358 andQ359, as weilas coliphage vector A
1058, are described by Kam ef &/, (1980). Plasmid pEWD299
(Dallas et &/, 1979) was a gitt from Dr Walter Dailas of The
Wellcome Research Laborstories.

Tabie 1. Detection of the S. typhi entarotoxin by the rat eal oop sssay
270 by ELISA.

Rat ileal loop sssay. Doutrie

Supernatant Fluid secretion {miy sandwich Gy
samples foop length (cm) EUSA ELISA
Rawlings strain® 0.60° 06830 0.186
A FDC1 lysate 0.82 0618 0.178
X 1059 lysate 0.10 0.268 0.182
Purified CT® 088 141 0.700
Crude LT* ND 1.10 0.572
&. Ovemight cutture.

©. Loops wers considersd positive with vaiues above 0.3.

€. Jugm -t and 0.5 ugmi” ‘muudhmmubwuuywhm
EUSA, respactively; crude LT was a
MFMN(!WD)MMMMMMW&?W
chromatography step. All data sre the mean ratios of five experiments. ND,
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DNA hybridization

S. typhitotal genomic DNA was isolated as described by Betlach
ot al. (1976). In order to screen our S. fyphi recombinant phage
genomic library, we seeded the phage onto lawns of E. cofi Q359
in pools of 24 from which they were eluted for growth in liquid
culture {Puente ot al., 1987). Racombinant bacteriophage DNA
was isolated as described by Maniatis et al, (1882).

DNA was cut with the site-apecific restriction sndonuciease
Hindill, separated by agarm ge! electrophoresis and biotted
onto nitn filters as o d by Southem (1975). The
EcoRI-Hindlll fragment from pEWD299 (Leong et al., 1985)

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA}

ELISAs were done essentially as described by Volier st al. (1980)
and Rulz-Palacios et al, (1985), using 0.15m! samples. LT 39:5 is
& MAD that reacts with LT in the presence of ganglioside Gu; it
was kindly dotsted by DrAnn-Mari § rholm of the University
of Gbteborg {Svennerhoim et al,, 1886).

CHO cell enterotoxin assay

The assay was performed as described by Guerant ef al. (1874).
Microscopic determinations were done after the phage super-

containing the LT/B subunit gene was isolated by prep
agarose gel slectrophoresis, and [*2P]-labefied to 10°-10° cpm
19" using s commercially avaiisble nick-transiation ishefling kit
{Amersham intarnational, UK). The filtars were hybridized in 1mi
per lane of S0mM Tris-HCI pH 7.5, 1mM EDTA, 0.1% SDS,
100pag mi-" calf thymus DNA, 5X SSC (0.75M NaCl, 0.075M
Na-citrate), 10X Denhardt's solution (0.2% each of ficoll, poly-
idone and bavine serum albumin), 30% formamide and

107 of the radicactive probe, for 18h at 42°C. Prehybridization
was for 2h inthe same solution without probe. After hybridization,
the filters were washed twice in 2X SSC pius 0.1% SDS and once
in 2X $SC, #125°C, snd subjected for 2 days to autoradiography
8t —70°C using Kodak X-OMalK film and enhancing screans.

The CT-LT/B trp88 oligonuciectide was synthesized on solid
support using automated phasphoramidite chemistry (Nietsen et
ol., 1966). 1t was purified by preparative polyacrylamide gel
slectrophoresis, (*Pj-labeiisd (10°-10° cpm ug=") st the 5' end
with T4 potynucieotide kinase and gamma-{*P}-ATP, and sapa-
rated from the unincorporated substrate, following standard
procedures (Matthes ot &l., 1984; Manistis of al., 1982). The

dioactiv looticde was hybridized a1 2 x 10%cpmmi~'in
68X NET (0.0M NaCl, 6mM EDTA, 90mM Tris-HCI pH 7.5), 5X
Denhardt's solution, 0.5% SDS, 10% dextran suiphate, &t 20°C
for 18h. Prehybridization of the Southern biots was for 2h under
the same conditions, but in the absence of radioactive probe.
Post-hybridization washes were twice in 6X SSC for 15 min st
25°C.

Preparation of phage lysate supematants

Phage were grown in CY medium supplemented with Tris-HC!

and MgCl; (Kam et al., 1980) by infecting and tysing E. cofi Q358
‘or Q359, using the presbsorption-dilition-shaking method of
Blattner ot al. (1977). Lysate aupematants, containing about 10°
phage mi-*, were obtsined after removing the cell debris by
centrifugation st 4000 x g for 10 min. The supamatants were
placed inside dialysis bags and concentrated 3-fold at 4°C over
polyethyiene glycol prior to eeterotoxin determinations.

Rat deal loop assay

s for ic activity were performed in the rat ileal loop
uumnlvy as described by Klipstein and Engert (1979).
Five to seven 5-cm-ong intestinal loops were tied in male (150 to
2000) Wister rats. Duplicate samples of 0.3mi were tested and
injected at random positions. liest loops injected with 0.3m! of
PBS (25mM Na/K phosphate (pH 7.4), 0.15M NaCh were
inciuded as negative controls.
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natant pies (0.2mi) were incubated with the CHO cells (5 x
10%in0.25mi) for 18h 81 37°C. Cell elongation of 60% or more was
considered as a positive result,
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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 41059, 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. fyphi ompC-like gene was subcloned in pBR322 and introduced into E. 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. typhi outer membrane protein which

was expressed both at low and high osmolarity in vivo.

INTRODUCTION

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

Correspondence to: Dr. E. Calva, CEJINGEBI/UNAM, Apdo.
Postal  510-3, Cuernavaca, Morelos 62271 (México)
Tel. (52)(73)17-27-99.

Abbreviations: bp, base pair(s); kb, 1000 bp; omp4, gene coding
for OmpA; OmpA, outer membrane structure protein; ompC,
gene coding for OmpC; OmpC, outer membrane pore protein
(porin); ompF, genc coding for OmpF; OmpF, outer membrane
pote protein (porin); PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis;
SDS, sodium dodecy] sulfate; phoE, gene coding for PhoE;
PhoE, outer membrane pore protein (porin); SM, stabilizing
medium, see MATERIALS AND METHODS, section &; S5C,
0.15 M NaQ1-0.015 M Nacitrate pH 7.6. TAE, Tris-acetate-
EDTA electrophoresis buffer.

the subject of a recent review (Edelman and Levine,
1986). Due to its significant incidence in developing
countries and to the invasive character of S. typhi,
the causal agent of typhoid fever, it is important to
develop a vaccine to protect against this disease. 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 cause adverse side
effects (Tapa and Cvjetanovi¢, 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 (Edeiman and Levine, 1986).

It has been shown that outer membrane protein
preparations from S. hphimurium protect mice
against salmonellosis (Kuusi et al., 198]1; Udhaya-
kumar and Muthukkarupan, 1987a); also a purified

0378-1119/57/303.50 © 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 generate antibodies that
recognize S. fyphi outer membrane proteins (Calde-
rén 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 NaCl),
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 to an OmpD protein, S. yyphimurium
contains OmpF, OmpC, and PhoE protcins similar
to those found in E. coli; although their correspond-
ing pore sizes appear to be larger (reviewed by
Nakae, 1986). So far, the genefor the S. typhimurium
structural (non-porin) outer membrane protein,
OmpA, has been the only omp gene characterized
* from the Salmonella genus (Freudl and Cole, 1983).
No characterization of the physiological transport
properties of the S. typhi outer membrane proteins
has been reported so far. A purification scheme,
some physicochemical propertics, and a hemolytic
effect have been described (Calder6n et al., 1984).
Based on the fact that Gram-negative bactenia
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. nphi outer membrane
proteins using E. coli porin genes as heterologous
probes. In this paper we describe the isolation and
initial characterization of an ompC-likc outer mem-
brane protein gene from S. fphi.
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MATERIALS AND METHODS
(s) Strains and plasmids

S. typhi IMSS-1, a 9, 12, d, Vi scrotype clinical
strain isolated from a patient with typhoid fever, was
kindly provided by Dr. J. Kumate and coworkers
from the Instituto Mexicano del Seguro Social,
Mexico City. S. typhi strains Ty2 and Rawlings (both
of serotype 9, 12, d, Vi), and S. typhimurium strains
NCTC74 (Mutton) and CDC6516-60 were all
obtained from the American Type Culture Collection
(Nos. 19430, 167, 13311 and 14028, respectively).
Seventeen S. phi clinical isolates of the MK series
were kindly provided by Dr. G.M, Ruiz-Palacios
and coworkers from the Instituto Nacional de la
Nutricién, 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 pMY 111 (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-] 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 BamHl sites of bacteriophage 11059
as described by Kam et al. (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 bybridization

Plasmid pMY111 was used as a heterologous
probe. It was purified following standard procedures
(Bolivar and Backman, 1979), and labeled with
{ a-33P)dCTP (> 3000 Ci/mmol; Amersham Inter-
national, Amersham, U.K.) to 10® cpm/g 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). The resulting fragments



were separated by agarose gel electrophoresis and
Southern-blotted - onto  nitrocellulose  filters
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) (Southern,
1975). Unless otherwise stated, the filters were pre-
hybridized for 1 h at 42°C in 6 x SSC, 10 x Den-
hardt’s solution (0.2% each of Ficoll, polyvinyl
pyrrolidone and bovine serum albumin), 0.1 mg/m!
of sonicated calf thymus DNA and 409, 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) Screeaing of the bacteriophage geoe library

Two thousand recombinant bacteriophage
plaques 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- HCI pH 7.9, 0.15 M
NaCl, 0.01 M MgCl,, and 0.1%, gelatin). Aliquots
from six pools were used for infecting 200 ml cultures
by the preabsorption-difution-shaking method de-
scribed by Blattner ctal. (1977). Bacteriophage
DNA was prepared from these cuitures, restricted
with Bgill, Southern-blotted, and hybridized with a
3p.jabeled pMY11] fragment carrying only the
E. coli ompC genc. 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. pphi cloned DNA without interfer-
.ence from hybridizing E. coli DNA. As control, the
bacteriophage Southern blots were probed with ¥?P-
Jabeled pBR322, to discard any false-positive signals
from rearranged 21059 DNA (Schoenberg, 1984).

{¢) Plasmid subcioning and minicell analysis

Standard procedures (Maniatis et al., 1982) were
followed for subcloning DNA fragments from rec-
ombinant bacteriophage 41059 into pBR322; and
for subsequent transformation into £. coli HB101 or
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the minicell-producing E. coli P678-54. Minicells
were purified, pulse-chased with [*3S ]methionine,
and analyzed by 0.1%, SDS~-15% PAGE asdescrib-
ed (Dougan and Kehoe, 1984).

(1] Pnpll;ition of outer membrane eavelopes

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

() Iscistion of the Selmonells typhi ompC-like
gene

Plasmid pMY111 hybridized to a 3.0-kb band of
S. nyphi 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. 1yphi 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, AVFC1, 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
[2°S]methicnine, subjected to SDS-PAGE, and
analyzed by autoradiography (Fig. 3B). Plasmids
pVF27 and pYF271 produced a very intense 38.5-
kDa protein and a less intense 39.5-kDa protein. The
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Fig. ). Autoradiograph of the hybridization of (s, b) *P-labeled
plusmid pMY1i1 (carrying E. colil ompC) to Southern biots of

total genomic S. Hphi DNA (3 ug) cut with Bgill (lane a) or .

Belli + BemH] (lane b); and (¢, d) of the Hindlll-Scal »P-
Iabeled fragment from pMY 111 10 purified recombinant phage
AVFCI (lane c)and AVFC2 (fane d) blotted DNA (1 4g) cut with
Bpll). DNA M, markers are indicated in kb, and correspond to
wild-type 2 DNA digested with Hindlll. Electrophoresis was
done at 100V for 2 h through 1%, 1.5-mm thick agarose gels in
TAE buffer (40 mM Tris-acetate,2mM EDTA, pH 8). The DNA
was transferred in 6 x SSC 1o nitroceliulose membranes; and
then hybridized as described in  MATERIALS AND
METHODS, section ¢. The radioactive probes had a specific
activity of 10® cpm/ug of DNA.

other two constructs, pVF274 and pVF275, did not
express these proteins nor truncated forms. All the
plasmids generated the fi-lactamase (BL) vector gene
product in its different forms of around 28 kDa.
To find a smaller fragment containing the whole
ompC-like gene, Southem blots of different restric-
tion fragments of the 3.0-kb Bg/l] band were hybrid-
ized to the purified Hindlll-Scal fragment of
pMY 111 encompassing only E. coli ompC (Mizuno
et al.,, 1983). Results of these experiments are shown

Fig. 2. Gircular restriction map of plasmid pVF27, which carries
the S. 1yphi ompC-like gene. The insert DNA is shown as & heavy
line; the thin line represents pBR322 vector DNA. When the
3.0-kb Bglll fragment from AVFCI is ligated to the pBRI22
digested with BamH], both restriction sites are lost in the
recombinant plasmid pVF2?7. 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 to the Hpal-2
site contains the entire ompC-like gene since there

* were no hybridization signals observed in fragments
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pictured to the left of the Asull site or to the right of
the Hpal-2 site. Therefore, considering that the
ompC-like gene is located towards the lefl side of the
3.0-kb B/l 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
proceeds to the left, from the Hpal-2 to Asull restric-
tion sites. Based on the apparent M, of the protein
product, the structural gene should fit between these
two sites.

Comparison of the S. typhi ompC-like gene withits
counterpart in E. coli (Mizuno et al., 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. nyphi that are absent in E. coli.
Sites for EcoRl and Bg/l11 in E. coli are missing in
S. typhi.
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Fig. 3. Analysis of plasmid pVF27 and its prod (A) Di of plasmids pVF27 and its derivatives, pVF271, pVF274,and pVF 275,

The S. yphi DNA inserts are shown as thick lines; thin lines represent pPR322 DNA. DNA that is missing in each plasmid is shown
as gaps. Plasmids coding for the GmpC-like protein are indicated with an OmpC* symbol. Deletion mutant plasmids of pVF27 were
constructed digesting purified pVF27 DNA with A1l + Clal, Prull, or EcoRV. After subsequent Eigation of the lazgest purified fragment
of each restriction pattern, the DNA preparations were transformed lnlo nnm HIIOI ubcdu for ampicillin-resistant colonies.

Plasmids pVF271, pVF274 and pVF275 were selected for further ch 0 mi ducing E. coli P678-54. Sites for Asull
and Cial are lost in pVE271, Pull and EcoRV sites are regenerated in pVF274 and pVFz'IS mpemvely (B) Autoradiograph of
335.1abeled proteins produced in minicells containing piasmids pVIF27 (lane 8), pVF271 (ane b), pVF274 (lane c), and pVF275 (lane
d). The apparent protein M,s are indicated in kDa; BL represents the Mlactamase plasmid products. Experimental details were as
describedin MATERIALS AND METHODS, section ¢. Briefly, minicells carrying each plasmid were purified by centrifugation through
20%, suctose gradicnts; then, plasmid-specific products were pulse-labeled with 2.0 4G of [*S]methionine (> 800 Ci/mmol; Amersham
Tnternational, Amersham, UK.} for 30 min at 37°C, and resuspended in 107, glycerol, 5%, p-mercaptoethanol, 37, SDS,0.125 M Tris
(pH 6.8), 0.1% bromophenal blue; boiled (95°~100°C) for § min and then analysed by 0.1% SDS-15% PAGE at 40 mA for 4 h; the
g¢l was dried and exposed to x-ray film.
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E’E% ; 5 s s :Ii _‘;",I.E % ] (c) Analysis of outer membrane envelopes
Okt O« [ Y L ZNT - -
p Lol — Analyzing the proteins that constitute the outer
membrane envelope of S. typhi (Fig. 5, lanes a and
Al A * { b), it can be observed that the ompC-like gene
( .« M | product (lane ¢) comigrates with a 38.5-kDa protein,
Pl — . 1 which is expressed under low and high osmolarity
Pl F » . J | conditions. This.may indicate that regulation of the
OmpC-like protein in S. pphi differs from that in
Hpel }- L L4 - E. coli since the latter is preferentially expressed at
. - . A high osmolarity (Hancock, 1985). In contrast, the
Scal F— 1 presence of a 37-kDa protein in the outer membrane
Ecoft |- 1 * | - of S. yphi is almost completely repressed at high

Fig.4, Restrictionmspofthe 30-4b Bglllinsertof S. pphiDNA  OSmolarity (Fig. 5, lane a), behaving in an E. coli
contained in pVF21. The segmems that hybridize with the ~ OmpF-like manner.
Hindll1-Scal fragment of pMY 111 (£, coli ompC) are indicated

with asterisks. .

kDa

66—

.f P
. e e

45__ -

3% — - —

29— LE ' ‘o

a b c d e f g

Fig. 5. Electrophoretic pattern of Coomassie brilliant blue-stained outer membrane protein preparations, scparated by 0.1% SDS-15%,
PAGE, from: S. fyphi IMSS-1 grown in utrient medium in the p (lanc-a) or absence (lane b) of 20%, sucrose; £. coll HB10)
(lancs d, ¢) and P678-54 (lanes f, g) grown in nutsi dium in the ab of sucrose carrying (lanes d, f) or oot (lanes ¢, g) plasmid

pVF27. Lane c corresponds to & total cell extract of E. colf P678-54 minicells harboring pVF27. The outer membrane protein preparations
were obtained as follows: cells were grown 1o late logarithmic phase st 37°C in the appropriate culture medium. Cells were washed,

resuspended in 10 mM Na, HPO, (pH 7.2) and disrupted by The fraction was d by centrifugation at
40000 rev./min in the Beckman Ti%0 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 red by ifugation at 40000 rev./min for 30 min. This

pellet was finally washed in 10 M No,HPO, (pH 7.2) and resuspended in 1% SDS, 1%, f-mercaptoethancl, 10 M urea, and 0.005%,
bromophenol bluc. It was boiled for § min and analysed by 0.1%, SDS-15% PAGE at 40 mA for 4 h. Protein molecular weight markers
are indicated in kDa; they correspond in descending order to plasma bovine albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), glyceraldehyde-.
phosphate dehydrogenase (36 kDa), and carbonic anhydrase (29 kDa). The arrow at 38.5 kDa indicates the spparent Af, obtained for
the OmpC-like protein.
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SDS-PAGE analysis of the outer membrane pro-
teins, purified from the two E. coli strains containing
pVF217 (Fig. 5,1anes d and f), showed that thecloned
38.5-kDaOmpC-like proteinis incorporated into the
outer membrane of its host. The absence of the 39.5-
kDa band (Fig. 3B)in qu'ler membrane preparations
suggests that it may cormrespond to an unprocessed
precursor of the OmpC-like S. pphi protein, still
carrying the uncleaved leader sequence. In E. coli,
the S. ophi OmpC-like protein appears as one of the
most abundant omter membrane proteins (Fig. 5,
lanes d and f); interestingly, the presence of some
endogenous proteins is lowered as compared with
Fig. 5, lanes e and g. This might be due to the fact
that the cloned gene is highly expressed, as evidenced
by the predominant presence of its protein product
in a total cell extract (Fig. 5, lane c). Thus, the multi-

R N R
a b ¢ d

Fig.6. A diograph of the hybridi

e f g

of the S. fyphi >1P-habeled Scal-Asull fragment from pVEF27 10 Southern blots of Bg/ll-cut

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 dilerent 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. fphi ompC-like
gene is present in all 17 clinical isolates tested and
also in 8. nphi and S. typhimurium reference strains

h -

DNA from: S. typhimurium strain CDC6516-60 (lane a); S. fphi clinical isolates MK20 (lane b), MK 24 (fane c), MK27 (lane d), strains
EMSS-1 (iane ¢), Fy2 (anes f, i) and Rawlings (lane g); and E. coli Q359 (Iane h). Lanes a~g contain 3 ug and lanes h-j 6 yg of DNA.
Experimental details were as described in RESULTS AND DISCUSSION, sectiond. Electrophoresis and transfer of the gel were done
as described in the legend to Fig. ). Hybridization was done with $ x 10° cpm/flane in a solution containing 0.1 M Na,HPO,~-NaH,PO,
(pH 75). 5 x SSC, 10 x Denhardts solution (see MATERIALS AND METHODS, section €) and 100 1g/ml of sonicated calf thymus
DNA, at 65°C for 18 h; then washed down to 0.1 x SSC, 0.1%, SDS at 65°C and exposed for autoradiography 1o Kodak X-OmatK

film using enhancing screens.
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-(s6¢ MATERIALS AND METHODS, section a). Repre-

sentative hybridizations, to illustrate this point, are
shown in Fig. 6. Hybridization of the S. 1yphi 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/ml sonicated calf
thymus DNA, 65°C, 18 h; with washes down to
0.1 x 88C, 0.1% SDS, at 65°C); interestingly, no
signal is obtained with E. coli DNA (Fig. 6, lanc h).
It remains to be scen if the regions corresponding to
exposed epitopes are conserved among the various
S. nyphi clinical isolates.

(¢) Conclesions

Comparison of the N termini of the cloned OmpC-
like protein and of the 38.5-kDa protein expressed by
S. typhi in vivo should unequivocally establish their
identity. Knowledge of the nucleotide sequence of
the structural ompC-like gene should confirm the
gene—product relationship.

Learning about outer membrane protein gene
structure and function should allow the identification
of exposed epitopes in the protein products (Freud]
and Cole, 1983; Freud| et al., 1986), and in determin-
ing if any of them are species-specific. The possibility
of overexpressing the outer membrane proteins, per-
haps in a minicell system, should prove useful in
protection experiments; large amounts of the protein
of interest should aid in generating monoclonal anti-
bodies that could be used in immunodiagnosis.
Aside from possible biotechnological applications,
we are interested in exploring the role of S. fphi
OmpC protein in the humoral and cellular i \mmumty
events of typhoid fever.
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RESULTADOS

A.= Caracterigscién preliminar del gene gng de §. typbi.

1) Hibridacion de DNA total de S.typhi con el fragmento ECOR1-
Hind11ll del plasmido pEWD259.

2) Aislamiento del fago lambda FDC1.

3) Actividad enterotoxigénica codificada por el fago lambda FDCi en
asas ileales de rata y en células CHO.

Los resultados de esta seccion A se describen en el apéndice 1.
B8.-Mapa de sitios de restriccion del bacteridfago lambda FDCIL.

Con el proposito de determinar la region del DNA del inserto de
S.tiphi que hibrida con el fragmento de DNA EcoR1-HindIII del
plasmido pEWD299, se hizo un mapa del DNA del bacteriofago lambda
FDC1, con enzimas de restriccién (fig.1 ) Como se puede obser\(ar en
esta figura, 1la regién que hibrida estA& comprendida en un segmento
de 5.6 kpb de HindIIl-HindIII y de $all-Sall.

C.=Expresion del fago lambda FDC1 en maxicélulas

Para poder examinar las proteinas codifica&as por el  lambda
FDC1, se utilizé una cepa de E. coli M159 sensible a 1luz
ultraviolet-; (laxiceluias).COio control se utiliz6 un fago no
recombinante lambda 1059 y otro fago recombinate, (fig. 2 ). Este
andlisis reveldé que el fago lambda FDC1 expresa al menos para dos
polipeptidos de peso molecular aparente (P.M.A.) de 15 KDa y de 27
KDa, que no se encﬁentran en el lambda 1059 ni en otro fago

recombinante.
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Fig.1.- 'Hapa de restriccioéon del bacteriofago recombinante lamb&a
FDC1. (***s*) Region donde hibrida el detector eltbp.
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<=2T7kDa

<=315kDa
14.2kDa

Fig.2.- Expresion de las proteinas codificadas por el bacteriofago

lambda FDC1 en maxicélulas de E. coli M159 (carril € ).
En el autorradiograma se observa el patrén electroforético

de las proteinas marcadas con 35-S-metionina,
Los carriles A) y B) corresponden a otros bacteriofagos
recombinantes, D) a la cepa M159 sin fago vy E) al vector

lambda 1059,
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D.=Bubclonacioén
El fragmento de 5.6 kpb, generado con la endonucleasa HLQQIII;

del fago lambda FDC1 se subclono al vector pBR322, generando el

plasmido recombinante pFM24.

E.=Mapa del plésmido pl-‘ﬂ;&

Con el fin de determinar en que orientacién quedé el inserto
-u&lohido en el plasmido, con respecto al lambda FDC1,se digirio
dicho plésmido con endonucleasas de restriccion y se elaboro uh
mapa. Ademés, se determino que region de este segmento, de 5.6 kpb,
hibrida con el gene eltB porcino. Este experimento revelé que un
segnento de 0.8 Kkpb, correspondiente al inserto, generado con
Hincll, hibrida con el detector radioactivo (Fig. 3 )

_ F.=Expresioén del plasaido pFM24 en miniceélulas.

La expresion-de los polipeptidos codificados por el plasmido
pFM24 en linicolulq'l. fov,elb qQue cuando menos hay dos polipeptidos,
,&.;33‘ kDa. y 5“.'-'1.5 kDa. bq'ue no se encuentran en-el.control que es el
vector pBR322 no recombinante.(fig 4 ). No se hicierén experimentos
pafa determinar la orientacion de transcripcioéon de los polipeptidos

observados en este experimenté.

G.-Sscuenciacion

Un fragmento con un P.M.A. de 0.8 kpb del inserio del plasmido
pFM24, generado con HinclI-Hincll, el cual hibrides con el
fragmento de DNA de ECOoR1-HindIII del plasmido pPEWD299, fue
subclonado al vector Mi3mpl8 en Hincll como primer paso de
secuenciacion. Posteriormente, el inserto de esta clona fué clonado
en el vector M13mp19, en EcoRi1~-HindIll, para determinar la secuencia

en la orientacioén reversa. En la figura 5 se muestra la estrategia
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Fig.4.- Expresion de las proteinas codificadas por el plasmido
recombinante pFM24 en minicélulas de E. coli P678-54
carril A). En el autorradiograma se observa el patroén
electroforético de las proteinas marcadas con  35-S-
metionina. El carril B) corresponde al vector pBR322 y el C)

corresponde a la cepa P678-54
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de secuenciacion.

La secuencia nucleotidica se determiné utilizando fragmentos
de menor tamafio, derivados por digestién con diferentes enzimas de
restriccién del fragmento de 0.8 kpb, y clonéndolos en los vectores
mpl18 y wpl9 para obtener ambas orientaciones. Con la obtencion de la
secuencia completa de este inserto, se observé que esta comprendido
de 729 nucleotidos. La figura 6 muestra la secuencia nucleotidica
completa del fragmento.

H.-Hibridacidn

Con el proposito de determinar mas finamenté en donde estaba
hibridando el gene eltb porcino en el segmento de S.typhi de 0.8
kpb, generado con Hincll, y el cual se habia subclonado en
fragmentos ads pequefios en Mi3, se procedio a realizar un
experimento tipo ‘"Southern", el cual revel6 que 1la region que
hibrida eltn comprendida entre los sitios de Tagl y MspI, 1la cual

abarca 92 nucleotidos (deducido :por secuencia). (Fig. 'S ).

1.=-Anslisis de la secuencia del fragmento de 0.8 kpd de f§.typhi.

La comparacién nucleotidica de este segmento contra el '“Gene
Baﬁk", utilizando el programa mencionado (ver Materiales y Métodos)
, hos dio>00lo resultado un alineamiento a partir de los nucleétidos
275 a 588 y 301 a 604 de la regiotn 3' terminal del gen eltBp vy
eltBh, reipectivgnenfe. con el fragmento de S. typhi. La regién de‘
maAs similitud (78.7%) estad comprendida del nucleotido 200 al 270 del
inserto de §. gipgi, con la region del nucleotido 490 al 563 del gen

eltBp. Se ha sugerido que en esta ultima hay una sefial para término

de transcripcion (Yamamoto et al.,1983). Esta region de DNA de S.

typhi esté comprendida entre los sitios de Tagl y Mspl (Fig. 7 ).
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370 1 =2l 400 410
130 140 150 10 174 180
sall TEHUTAACAATAGCTCAGTCATACT TTACHT CT CHCTEEATARMAAT TARAARAAACAAALTT
ECOELT GO TTAAAAGCATARTCTAATGELTAREAALLTATATAACAALTACTGTACTTATALTAATE
20 430 4440 4500 SE0 470
190 200 Mspl 210 220 230
sall CCCCERTTTACRSECAT EAAARTCCUEETA- AT TRCGLAATRCCRATELT TRARC THL GG
HE R H trees Mrszessssriseis H
ECOELT AGCCTTATRCTECATT TEAARAGRRCGETAGARRAGGCAATACCEATCCT TARALTRTAAL
430 430 S0 510 20 8530
240 250 260 270 220 2940
sall ACTATAACGHCT TLIZ - CTACARERAG! hTT1Th|TAThT|A|TT|T|AATuAIITthL
peresc: S HER I —
ECOELT ACTATAACAGLT TCCACTACAGGHEAGCTAT TATARCACACAGAAAAAALTAARC TARRCT
S40 S50 Seu I sva &0 1Y)
3040 310
sall GATTTCAGCHACCA
TECCELT. GRAGOHGCAAGCTT
600
Fig.7.- Alineamiento de la secuencia del fragmento Hincll-Hincll,

con el gen eltbp.
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La traduccion de este inserto a proteina (utilizando el
progranﬁ mencionado en Materiales y Métodos ), iniciada en la‘
primera ,segunda y tercera base, nos di6 como resultado dos fases de
lectura abierta.

La primera, es tomando la segunda base para inicio de
traduccioén, inicia en la base 104 hasta la 445, dando un péptido de
113 aminoascidos. La segunda fase, aparece al tomar la tercera base
para inicio de traduccién, e inicia en el nucleotido 3 y termina en
el nucleotido 383, codificando para un péptido de 127 aminoécidos.

(Fig. 6).
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'DISCUSION Y CONCLUSION

En resumen, los resultados sugieren la presencia de una
enterotoxina, que tiene similitud con CT y LT, codificada por un
inserto de DNA de S. typhi, portadc por el bacteriofago recombinante
lambda FDCi. Esta conclusién se basa principalmente en que
extractos crudos de lisados del lambda FDC1 promueven la elongacion
de ceélulas CHO y 1la secrecion de fluido en asas ileales de
intestino de conejo, y en que la toxina es antigénicamente similar a
LT cuando se prueba con anticuerpos en ELISA ("enzyme-linked
' i-lunosorbant_assay"r.

‘La conclusion también se basa en los resultados de hibridacién
del DNA, con lo cual se aisl6 el gen. ELl segmento de DNA gque porta

el gen de la enterotoxina tiene un estrecho homélogo con el gen de
la subunidad B de LTp. Es interesante notar que, bajo las mismas
condiciones de hibridacion, no observamos homologia con la subunidad
A de LTp. Sin embargo, debido a que las actividades
'enterotoxigenicas pueden ser detectadas, pensamos que la
enterotoxina de S. typhi tiene una subunidad similar a CT/LT/A.

otra diferencia notable es que la enterotoxina de §. typhi
parece tener un receptor diferente a membranas de eucariontes; esto
se basa en el hecho de que anticuerpos monoclonales (Mab's)
dirigidos contra el receptor GM1 de 1la subunidad LI/B , en
experimento tipo ELISA, fué negativo.

Ademas, se demostrd que un detector, consistente en una mezcla
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dé oligodeoxiribonucleoétidos (24mero, fig. 3 del apendice 1 ),
corresp§ndiente a la regién que codifica para el sitio de union de
las enterotoxinas CT y LT al receptor en células eucariotas (ei
gangliosido GM1), no hibrida con el DNA del bacteriofago'

recombinante.’

Maxicélulas y minicélulas

El bacteriofago recombinante lambda FDC1 porta un inserto de S.
typhi de aproximadamente 15 Kpb y, como se mencioné en RESULTADOS,
este bacteriofago codifica al menos para dos polipeptidos, de peso
molecular aparente ( P.M.A.) de 27 kDa y 15 kDa.

Como comparacién, las subﬁnidades de las enterotoxinas CT y LT
" tienen un P.M. de: 27,215 Da para CT/A y 11,677 Da para CT/B (Betley
et al.,1986) ; 29,673 Da para LT/A ( Spicer et al., 1982) y 11,780
Da para LT/B (Dallas et al., 1980), respectivamente.

enterotoxina (S-LT) tienen un P.M.A. de 27 kDa para S-LT/A y 14 kDa
para S-LT/B (Finkelstein et al., 1983). Mas recientemente, Chopra
et al (1987), sugieren que la enterotoxina de S. typhimurium esté
compuesta de tres subunida.des con P.M.A. de 45,’ 26 y 12
kilodaltones.

El inserto de 5.6 Kpb de S. 'typhi, contenido en el plaerido
pFM24, codifica al menos pars dos péptidos que tienen un P.M.A. de
.38 kDa y de 15 kDa, 1lo cual sugiere que el péptido de 15 kDa podria
corresponder al observado en maxicélulas.

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

detectar en el experimento de maxicélulas, esto puede ser debido a
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que comigre con una proteina estructural del bacteriofago. Por el -
contrario, el péptido de 27 kDa del bacteriofago lambda FDC1 no se
observé en el experimento de minicélulas. Esto puede ser débido a
que esta proteina comigra con la beta-lactamasa ( enzima respénsable
para el fenotipo de resistencia a ampicilina) y por lo tanto no se
distinga completo. Otra posibilidad es que en el inserto de S.
typhi, en el plésmido, no esté completo el gen para esta profeina.

Otra posibilidad es, que el gen para el polipeptido de 27 KkDa
sl esté presente, pero que su expresion esté regulado positivamente
por otra proteina , Yy que el gen para esta proteina regulatoria no
este completo o no lo contenga el plismido pFM24.

Es interesante notar que no se logrd detectar actividad
_ biolégica de la enterotoxina del plésmido pFM24, en asas ileales de
rata ( experimento realizado en el laboratorio del Dr Guillermo
Ruiz-Palacios del Instituto Nacional de la Nutricién. Datos no
mostrados ). Esto pudo ser debido a que no haya genes éonpletos en
el plasmido, como se mencioné anteriormente.

Como comparacién, se ha reportado que la enterotoxina de §.
biologica detectable en el ensayo de asas ilealest y por las
alteraciones en la permeabilidad vascular de la piel de conejo. Esta
enterotoxina de $. typhimurium est& codificada en un segmento de 6.3
Kpb obtenido con las enzimas Psti-EcoRI, c¢lonado en el vector
PBR322, e introducido a una cepa de E. coli {Chopra et al., 1987).

Sscuencia
Con el analisis de la secuencia del fragmento obtenido con
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HincIl podemos sugerir varias posibilidades:
(1) Oue el fragmento secuenciado codifica para - péptidos de
113 6 de 127 aminoé&cidos (fig ), que por secuencia.de aminoécidos
no tiene relacién con la subunidad LT/B. Dicho péptido pudiera ser
“el de P.M.A. de 15 kDa observado en minicélulas.
(2) Otra posibilidad es que no contemos con la secuencia
completa del gen para la subunidad similiar a LT/B. Esto se basa en
" el analisis de la fase de lectura abierta, tomando la tercera base
como inicio de traduccién. Se observa que la fase podria extenderse
hacia la direccién 5', y que, por tanto, este péptido esté formado
de un numero mayor de aminoaAcidos (Fig. ).
Es interesante observar que, en ambas posibilidades, la regién
_.de homolgia por nuclebttidos con eltbp corresponde al extremo 3' no
codificante de eltBp, pero en S. typhi corresponde a parte de una
fase de lectura abierta.
La - determinacién de la secuencia nucleotidica de los genes
estructurales clonados de la toxina de S. typhi (SE), similar a LT,

seré necesario para proporcionar datos mayores sobre su estructura y

su funcién.

Importancia de la presencia de la enterotoxina

La produccién de una enterotoxina por una bacteria invasiva,
como lo es S, typhi, comparada con una bacteria productora de

enterotoxina no invasiva, como V. cholerae vy

________ E. coli
enterotoxigénica, plantea diferentes preguntas:
-En que estado de la infeccién ejerce la enterotoxina su efecto

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

sistemica?.
-Es antes o después de la invasion a las ceélulas epiteliales que

la toxina altera los niveles de AMP ciclico 7.

En este sentido, la invasion a las células epiteliales por 1la
bacterias pudiera proporcionar un mecanismo muy eficiente para
liberar la enterotoxina a las células epiteliales del intestino.

Pequefias cantidades de enterotoxina producida por Salmonella
spp pudieran ejercer efectos sustanciales en transporte de agua y
electrolitos durante la infeccién intestinal (Chopra et al., 1987).

La disponibilidad del gen clonado para la enterotoxina

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

' estas U otras preguntas.

Como un ejemplo de estudios del papel de una toxina en 1la

patogenia nos referimos al trabajo de Relman et al, 1989. Ellos

pertussis a ceélulas de cultivo, & saber: a células CHO y a células
epiteliales ciliadas del tracto respiratorio de conejo.
Correlacionaron esta adherencia con la presgncia de la hemaglutinina
filamentosa (FHA) y con la presencia de‘la toxina pertuseie. La FHA
es una proteina asociada a superficie, 1a cual ha recibido atencioén
como una supuesta adhesina y por ende como un determinante de
virulencia.

Obtuvieron como resultados que la FHA es necesaria para 1la
adhesion de la bacteria, tanto a células CHO como a célulss
ciliadas respiratorias de conejo. Por otro lado, la toxina pertussis

parece no tener ningun efecto en la adherencia bacteria-células CHO
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y 8i parece tener un papel en la adherencia a células ciliadas
respiratorias de conejo. La diferencia en los resultados obtenidos
en los dos modelos de adherencia sugiere que B. pertussis podries

usar multiples mecanismos y/o0 adhesinas durante su interaccién con

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

Importancia en la epidemiologias molecular

Es posible que patrones particulares de bandas de 4&cidos
nucleicos puedan servir como "huellas digitales” para clasificar
cepas especificas (Calva et al., 1988). Esta metodologia se basa en
la utilizacién de tres procedimientos para determinar si diferentes
cepas de una misma especie son idénticas( esto et, clonas), o bien
' representan organismos diferentes génotipicamente. Los
procedinientos usados son: .

(1) El estudio de patrones. plasmidicos por electroféresis, el cual
se ha probado ser un sistema rbpida, econbmico y de tipificicibn
epidemiolégica reproducible para algunos patégenos bacterianos;

(2) el anslisis electroforético de los fragmentos de restriccion
de DNA bacteriano, BRENDA ("Bacterial restriction-endonuclease DNA
analysis"), el cual ha generado informacioéon adicional 'y
especificidad a los resultados.

Sin embargo, estos dos procedimientos estén 1limitados a la
presencia de pléasmidos y de patrones de restriccion élaralente
discernibles (pera revision ver Eisenstein et al., 1986 y wachsnuth.‘
K. 1986), ¥

(3) Genes aislados de S. typhi pueden ser utilizados como

detectores radicactivos en el estudio de genética molecular de
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poblaciones, haéiendo uso de los polimorfismos en la longitud de los
_fragmentos de restriccion (PLFR), 1los cuales pueden permitir hacer
la clasificacion de diferentés cepas de acuerdo a su origen
geografico o a loe sintomas cliﬁicos.

Este tipo de anAlisis esta basado en la presencia de 1los
polimorfismos geneticos, los cuales pueden reflejar ausencia o
presencia de sitios de corte especificos para enzimas de
restriceién.

Asi, el DNA de varios aislados clinicos puede ser cortado con
una enzima de restriccion; los fragmentos obtenidos de esta manera
son separados por electroféresis en gel y transferidos a una
membrana la cual puede ser de nitrocelulosa (técnica de ‘'Southern").

En estos filtroe, es posible visualizar bandas particulares
utilizando detectores radioaciivos. estos pueden ser genes
especificos. Un cambio en 1la banda patron es indicativo de
polimorfismo.

Estos tres procedimientos representan la técnica de "huellaé
digitales" moleculares y pueden ayudar a determinar:

(a) Bi la mayoria de los episodios infecciosos en una comunidad se
deben a una cepa clonal en particular, indicando un reservorio y
sistema de transmision comun; o si se deben a diferentes cepas,
indicando reservorios y/o sistemas de transmisién multiples;

,‘b) 81 los episodios de infecciones recurrentes por 1la mnisma.
especie, ‘en un individuo en particular, se deben ﬁ la misma cepa
o existe la adquisicion de nuevas cepas.

(¢) Ademés, estas técnicas pueden ser usadas para distinguir

cepas virulentas de cepas no-virulentas, de la misma especie, y para
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identificar factores que seleccionan o favorecen la persistencia en
una comunidad de una cepa patédgena.

Por ejemplo, de Yersinia enterocolitica se han aislado dos

genes que confieren la capacidad de inQasibn (inv) y adherencia (ail

de “attachment invasion locus’). Existe una excelente correlacion

epidemiolégica entre la preséncia de estos genhes en cepas de

EA—A R 3 22

se aislé la cepa.

Todos los aislados clinicos de Y. enterocolitica v de otras
eapecies de Yersinia tienen secuencias homologas a inv; cinco
patrones de hibridacion se han observado. Aisladoe clinicos teniendo
cualquiera de dos de estos patrones son invasivos para células en
cultivo y estén asociados con enfermedades epidémicas. Aquéllos que
tienen cualquiera de los otros tres patrones no son invasivas para

células en cultivo y de dudosa relevancia clinica.

Por otro lado, todas las cepas examinadas de Y.

pseudotuberculosis  presentan s6lo un tipo de patrén de hibridacion
al detector inv y son invasivas en ceélulas de cultivo. La presencia
de secuencias de DNA especificas de ail es aun un mejor indicativo
de un fenotipo invasivo, ya que solo las espécies patégenicas de
Yersinia tienen homologia al detéctor ail.

Los aislados de Y. enterocolitica gque poseen secuencias
homologas a ail, producen el siguiente cuadro eclinico.
Enterocolitis { caracterizada por fiebre, diarrea y ddlor
abdominal), adenitis mesentérica aguda e ileitis (inflamacion del
ileon) terainal, artritis y septicemia. Leucocitos, sangre (no muy
comun} y ®mOcoO, pueden estar presentes en heces., Usualmente los

pacientes tienen: dolor de cabeza, fiebre y dolor abdominal con o
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sin diarrea. Cepas de Y. enterocolitica que no estan asociadas con
este cuadro clinico o no son capaces de entrar a células en cultivo
estan completamente desprovistas de las secuencias ail.

Asi, este detector especifico de invasién sirve como un

detector de DNA especifico para la enterotoxina de S. typhi (SE)
debera ser util en el establecimiento de la prevalencia de 1la
enterotoxina, como de su gen estructural, entre aislados clinicos de

S. typhi.
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