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- RESUMEN

restriccidn que contiene el gene gnpC, mediante hibridizacién heterOlogs

con el gene de Escherichia coli. A partir de un banco de  DNA de
. §§;gggg;;g typhi, construide en el vector de clonacisn .lambda 1059,
aislamcs el fago recombinante que porta éstavsecuencia. Posteriormente,
subclonamos en el plasmido vector pBR322 un fragmento de 3.0 kpb que
contieﬁe el gene estructural. Analizamos la expresién del gene en
maxicélulas (a partir del fago recombiﬁante) y en miniceélulas (a partir
del plégmido construide).  El gene ompC de S,typhi codifica para una

proteina de 38.5 kilodaltones (kd).




OBJETIVO

£s  de granlinterés en nuestros dias el estudio de la estructura de
ahtigenos de superficie“en diferantes organismos‘ patdgenns, tanto
érocarionces como eucariontes, asi coﬁo del papel que jusgan en los
§rocesds de inmunidad contra la enfermedad que estos organismos
producen. Asi, este laboraterio iﬁicio ila cérea de aislar y caracterizar
los < genes para proteinas de membrana externa (PME) de §. typhi vy de
determinar su importancia como inmundgznos durante el proceso infeccioso
de la fiebre tifoidea. Lo anyerior no solo  permitira generar
conocimientos sobre la biologia molecular de esta bacteria, sino abordar
aspectos que ayudenr al desarrollo de posibles sistemas de diaznéstico
rapidos vy especificos y, tal vecz, ;n un futuro, a la utilizacién de
‘astos antigenos como componentes de uﬁa vacuna que pusda prevenir asta
énfermedad. La fiebre tifoidea, aun en nuestros dias, repressnta un
grave ‘probléma de salud para los paises en desarrollo como México; en
donde su incidencia se‘estima en 0.3% anual (29). Ello produce grandss
bérdidés al "afic en fworas-hombre . de ‘trabaje y en kgéstos de
hosbitalizﬁcibn y‘medicémentos. Por otra parte, S. typhi eé; en si, un
modelé interesante de estudio por su caradcter invasivo ¥y por su
regigtencia-a la fagecitosis. _

Ei presente  trabaio describé el aislamiénto del gene ‘para ila
proteina de membrana externa Omp C de S. typhi a partir de un banco de
genes de la cepa IMSS-1 (27). El banco fue construido en nuestro

laboratorio, utilizando el vector de clonaciéon lambda 1059.



INTRODUCCION ‘ |
,LaybtinciOn de Gram divide a las bacterias en dos clases: gram-
positivas v gram~negativas, las cuales aifieren en su capacidad de
retener un colorante basico debido a diferenciés en la estructura de su
pared celular. En un corte transvgrsal, la envoltura celular de las
pacterias gram-positivas esta formada por una pared celuiar de
peptidoglicana (20-80nm) que rodea a la mémbrana citoplasmica (7.5nm).
’En la envoltura celular de las gram-~negativas (fig. 1), la membrana
citoplasmica estd rodeada por dos capas concéntricas:  una pared celular
muy ¢elgada de peptidogiicana (1-2nm) v uné membrana externa (ME) la
cual, aunque es morfoldégicamente similar a la membrana citoplasmica,
contiene menos fosfolipidos, poca variedad de proteinas y uh
lipopolisacarido (16).
funcionalmente = la ME actia como una barrera entre el medio externo
y la célula y, como tal, controla simultineamente ‘la exclusién ‘o
introduccion selectiva de compuestos téxicos vy nutrientes. Ademas
éontiene'los receptores para bacteriéfagos y colicinas; juega un papel
imboftante en loslérocesos de'conjuéacién; divisién celular. transporte
de. sustancias alrinterior‘de la célula, adhesion ds la bacteria_:alv
khospeﬁero: y,  Junto con 1la peptidoglicana, ~mantiene ia integridad N

A,esfruc;ural de la celula (52,24}).

CONSTITUCION DE LA MEMBRANA EXTERNA

La ME presenta las caracteristicas fundamentales de una membrana
biolégica: esté - formada por . una bicapa de moléculas anfipaticas

{lipidos) con moléculas proteicas intercaladas.
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La ’ME contiené pocas especies de proteinas. Sin émbargo, estas
'vproteinas parecen conferirle muchas de las funciones sefialadas. Son las
pfﬁtéinas més abundantes de la célula. La ME est4 firmemente unida a la
peptidoglicana por dos clases de protéinas.kUna:lipoproteiﬁé (PM 7.2 Rd)
4 que tiéne Qna parte .proteica embebida en la ME y otra formando‘una unioén
co&alenté con la peptidoglicana (Fig. 1); y por las proteinas de la ME'
que se =cuentran fuertemente ancladas én ella.

Otro componente importante es el lipopolisacarido (LPS) que se
encuentra exclusivamente en Ja ME, ocupando un 45% de su superficle y
qua constituye la endotoxina (24). E1l LPS esta formado por tres partes:
2l -lipido A, el oligosacarido central y el antigene "0". El lipido A
que es la parte téxica v el cual es virtualmente constante, consiste de
un dimero de glucosamina sustituido con acidos grasos, principalmente el
acido beca—hidroximiristico. El oligosacarido central esta unido
covalentemente al lipido A, contiene fundamentalmente azucares de loé
‘ cuales una heptosa y el acido cetodeoxioctanato (KDO) son  practicamente
,espe:ifiqos del kLPS. El' antigeno "o" eété compuesto por un numero
:variable de ‘unidades’ repetidas que van de 3 a 6 resxd S5 de azﬁcares;
és:a» divnrsxdad determina los diferentes serotipos del anfigenq‘r"éV._
Eétos son de gran importancia diagnéstica. » '

‘La parta intﬂrna de la bicapa de la ME contiene fosfolipidos,‘ al

‘.1gual que otras memnbranas (52 38).

EROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

. séhhaitmah;fue el primefo en rebortar que la ME de Egcherichia coli

“contenia una'proteina principal.  Poco después, varios investigadores
damostraron due la preparaciodn que Schnaitman habia considerado - tenia

‘una sola proteina estaba constituida por cuatro proteinas.



Postefiormenté séhmitges v Henning -éemostraron §ue una de ellas podia‘
ser éeparada electroforeticamente en dos proteinas. Actualmente, el
ntimeroc de PME conocido es variable y esta determinado por el medio de
crecimiento, temperatura, nmutaciones, asi come por la informacion
gonética de 1la bacteria (24).

Las PME mas estudiadas son las de E.coli v Salmopella typhimyrium

(17,53) y se han dividido en gtoteinas menores y principales. Se . han
identificado de 10 a 20 especies diferentes de proteinas menores Yy
aunque algunas se han implicade en el transporte de(hierro,'vitamina B12
y nucledsides, en 1la mayoria dé los casos no se conoce su  funcion
princip?l ni los geres respunsables de su produccidn.

Las proteinas principales puedeﬁ ser o estar gxpresadas en mas de
cien mil copias por ceélula y comprendén el 807 del contenido proteico de
la membrana. Se han identificado alrededor de diez proteinas
principales‘ de membrana externa (PPME) aunque generalmenté solo se
encuentran cinco de.ellas en una baéteria. ya que su expresién en
alguﬁos casos es mutuamente excluyenté o requiere de ciertas condiciones
definidas. (17, 24). Las PPME estan constituidas por: a) Proteinas

matrices o porinaé; b} ‘la. proteina OmpA; c) la lipoﬁroteina; 4 d)'otras‘

" “proteinas.

PROTEINAS MATRICES 0 PORINAS -

Las prote1nas matrices Omp [o] Omp F y Pho E forman homotrimﬂros que
constituyen poros de difusién pasiva que permlten el paso de pequeiias
moléculas hidrofilicas a través de la membrana (38,49). En E. ¢coli estas
proteinas estan codificadasv por tres genes r‘independientes y

: uompletamente separados en su cromosoma: ompC (minuto 47), omgF (minuto

21) - y. phoE (minute &), (49). Estos genes ya. han sido aislados vy



secuenciados (46,30,56). La comparacion de estas secuencias de DNA
revelan una gran homologia, encontrandose conservados ei 69% de los
nucledtidos entre ompC y ompF, 60% entre ompC y phoE y 67% entre phoE vy
ompF (45, 64, 56), lo que sugiere un preobable ancestro comun.

Estas proteinas compart=sn varias caracteristicas: a) tienen una
composiciénkfde aminoicidos ¥ peso molecular simiiar. el cual fluctua
entre 35,000 y 45,000 daltones: b) son sintetizadas con un péptido sefial
de 15 a 30 aminoacidos; ¢} en éu estructura secundaria tienen un alto

contenido - de hojas beta-plegadas antiparalelas (34); ' d) sruzan
inmunolégicamente (54); e} la unidad funcional formadora de los poros es
un trimero; f) fung}onan como receptores especificos de bacteridfagos y
colicinés; ¥ g} su interaccion tarto con 1a peptidoglicana como con-
bactériéfagos indica que estas proteinas atraviesan la membrana (37-
38). '

La biosintesis de las proteinas Omp F y Omp C esté regulada por la
osmolaridad del medio &e cultivo: conforme se incrementa la -osmolaridad

.

del medio la produccién de Omp F disminuye, mientras que la produccion

t

‘da. Omp € so incrementa de tal medo que la Eantidad total .de - estas
proteihas se mantiene constante (33,66). Esta osmorregulaciéon  esta
controlada por los productés del operén gméB, localizado en el minuto 74
en. el‘cromosoma de E.coli (43)." Cuando las células son crecidas baje
bondicionés limitantes de = fosfato, se induce la sintesis de ;‘otra
porina, Pho E (55). Esta proteina es parte del regulén pho (62) y su

" gene estructural esta. 1océliZado en el minuto 6 del cromosoma de E.coli

(63).




PROTEIﬁA Omp A

La broteina -Omp A, un polipéptido que presenta una. migracién
modificable por el calor en geles de poliacrilamida-SDS, esta presente
en  una concentracién de docieantas a trecientas mil copias  por célula
(24). Se encuentra extendidaien la membrana (19); actua como feceptor
para los fagos K3 o TuIll (15, 67); participa en la incorporacién de una
colicina - (9); es requerida, en comsinacibn con la lipoproteina (7),
para mantener ‘la morfolegia celular y la integridad de la ME (59);
‘interviene en la conjugacién F dependiente (67); y Jjunto con la
lipoproteina es la que se asocia mas fuertemente al LPS.

La proteina Omp A estad codificada por el gene ompA, mapeado en el
minuto 21 del cromosoma de E.coli, el cual se expresa constitutivamente
(24). Tanto la proteina Omp A como el gene ompA han sido aiglados vy

" caracterizados (1,26,48); asi como el de otras bacterias = gramnegativas

(13,22). ' )

LIPOPROTEINA ; ‘ ‘

;aklipoproteina‘(LPP) de la Mé,de E. coli, es considerada. como la.
proteina mas abundante, encontrandose 750,000 copiés por  célula.
Cbnsiste de 58 aminoacidos ¥y tiené un PM aprokimado de 7 Kd (6). Se
'en;uentra en. forma unida vy liSre: la forma unida esta’ igada -
covélentemenfe a la peptidoglicana mientras que la forma 1libre, aunqué
puede eétar conectada a ella, no estad ligada covalentemente. (24, 7).
Hasta ahora no hay evidencias sslidas que indiquen que la proteina
étraviese la ME; no ée ha reportado que sirva como receptor - para algun'

bacteriéfago o colicina conocida (24, 7).

La  produccién de la LPP parece ser de manera constitutiva. Se ha

demogtrado que para easta proteina existe un sélo gene estructural



(lpo), mapeado en el minuto 36.5, el cual parece ser expresado muy
eficientemente tanto a nivel de transcripcién como de traduccién. Este

gene ha sido clonado y secuenciado (50).

OTRAS PROTEINAS

En la ME estén presentes alrededor de 10 a 20 proteinas menores.
Muchas de estas proteinas tambiéh se han identificadoc como receptores
para fagos y colicinas. La mayoria de ellas, asi como otras de las que
no se conoce alguna funcién receptora, tienen papeles importantes en el
crecimiento de la celula, como el Perﬁitir la entrada de hucrienﬁes 5
través de la ME.

Dentro de estas proteinas se encuentran Lam B, receptora del
bacteriéfago lambda, la cual es reque;ida en el transporte de maltosa y
facilita 1la difusién de otros azﬁcé;es como glucosa o lactosa; la
proteina G que aparentemente participa en los procesos de’ divisién
celular 'y dhplicacién del DNA: Fhu(Ton A), Fep, ’Fec asocigdas a. la
entrada de fierro acomplejado a ferricromo, enteroquelina y_citrato

) respecfivamgnte; omp T que se expresa. en ajtas teméeraturas;'ieutré

otras (17, 24}.

- . PROTEINA Omp € :

B Lab'proteina Onp C es una proteina principal de la  membrana
externa, presente én E.coli en mas &e cien mil moléculas por célula. Los
monémeros de Omp C, de un pesé molecular de 38,306 (45). se
oligomerizan para formar trimeros que actuan como poros de difusion:
Los poros que forma esta proteina permiten el pago de solutos

hidrofilicos, a través de la ME (49). El andlisis de 1la estructura

tridimensional de estos poros, por microscopia electrdnica, sugiere la
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existencia de tres conductos gbiertos en la superficle de la membrana,
los cuales se fusionan en un solo canal hacia el espécio periplasmico
'<2p>1 Esta “estructura ée encuentra formada fundamentalmente por  hojas
beta-plegadas -‘antiparalelas, lo cual favorece su disposicién en  1la
.mempfana asi como la exposicisn de éiertas regiones hacia el exteribr ae
la misma, figura 2 (34, 57). Ademas de este papei comno borina. Omp,C
participa en el mantenimiento de lav estructura de la superficie celular
y como receptor de los bact%eriéfagos Tuib y T4 (53). Como  ya se
' menéioné. él gene que codifica esta proteina se encuentra en el minuto
é7 del cromoscna de E. coli (49). Este gene ha sido clonado y‘su
éecuencia nucleotidica y de amincdcidos ha sido determinada. El analisis
de la secuencia indica que es una proteina formada por 348 aminoc4cidos ,
de los cuales los primeros 21 conforman el péptidoe seflal. La proteipa
madura,  formada por 327 aminoacidos, . tiene un PM calculado de 38,306 d
(45). _ ' ' .

La  sintesis de Omp C es regulada en respuesta a condiciones
: émbigntales.. El medio de crecimiento puede influenciar el nivel de su
, :trﬁnécfipcion~rel$tiva a otra porina, Omb F. Asi, mientras la sintesis
de Omp F es favorecida en baja oémolaridad, Oomp C es preferencialmenté‘
producida enbélta osmolaridadv(33,66). Ad;més, alta temperatufa (40 C)
taﬁbién causa la sihtesis preferencial de Omp ¢ (66, 36;-40).

La 'regulécién' de 1a >expresion de omp C én‘ fesﬁuesta' a la
:.osmolaridad del medio estd ligada a un control transcripcional por los
éroductos del operon ompB (minuto 74) (43). Este operon ha sido clonado
Y 1a sgcuencia nUCleocidica‘completa ha sido determiriada (44, 69).
Aunque el mecéhismo’de osmorregulacion, incluyendokel papel del operén

ompB, no es del todo claro, se ha propuesto un modelo para explicarlo,

figura 3,

11
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FI1G.2.- Esquema de 'la estrjucturé del monémero de una porina, el cual
esta constituido principalmente por hojas beta-plegadas

antiparalelas, .lo que favorece su disposicion en la membrana y

parmite la  exposicién de regilones hacia el exterior de la
bacteria.
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de las porinas OmpC y OmpF por la osmolaridad y otras
condiciones del medio. ’
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El - locus ompB  de E.coli es un operon que contiene al’ menos dos

" genes: gng' y envZ; los cuales han sido secuehciados y. se han
‘ deiér@ihado sus productos génicos (44; 69)1 Se propbne que Env Z actua
como - una préteina receptora de membrana gque sirve como un  osmosensor,
‘6l cual transmite la sedal del medio a la proteina Omp R, modulando su
estado funcional. De esta forma; se permite la expresion preferencial
de una u otra proteina; es decir,, ompR actia como un regulader positive
para la expresién ya sea de ompC o de ompF, - uniéndose a una region del
DNA que precede a sus promotores (14, 31). '
Recientemente, Mizuno et al {47), encontraron un tercer gene
regulatorio, micF, proponiendo que interviene en la regulacién de ompF a
‘nivel traduccional, el cual codifiéa para una pequefia molécula de RNA
(174 bases). Este gene esta localiza&b inmediatamente hacia arriba del
gene ompC, pero se transcribe en direccidn opuesta. Lab expresiéon de
micF esta Bajo el control del operon ompB de igual manera que la del
gene _QEEC-‘ La estructura primaria del RNA mengajero (mRNA) del gene
:gigk'es c@mpiemehtaria a'la‘tegiOn 5'. del mANA dél»'gcne gmpF. Cuando el
gene g;QF es clonédo en un plasmido de alto nﬂmero‘dé copias - éarece
‘bloqﬁear la traduccién dél mRNA de ompF al hibridizar ' con el; esto
;éudie:a estar céasicnando la-terminacién prematura de; transcrito dg‘
. ompF. la desestabilizacién del mRNA de ompF, o ambas cosas {Fig. 3).
Sin . embargo, ﬁatsuyama y Mizushima (42) demostrarbn que el genev
. mieF no inhibia la sintesis de gmpF cuando era clonado en un  plasmido
de bajo nﬂﬁero de copias. Por ello consideran que, aunque . .el gene micF
tiene el potencial para reprimir 1avéxpresibn de. ompF, una gola copia

en el cromosoma eg insuficiente para tener una papel critico en  la

osmorregulacion,

14



Con base en exﬁerimentos reaiizados con cince diferentes mutantes
del genek ompR, .se ha visto que la proteina‘Omp R}; puede tomar dos
bestructuras dpcionales dependiendo de la osmolaridad -del ﬁedio: cada una
de las cuales regula positivamente la sintesis, ya sea de Omp C u Omp F.
CEstas mutantés.han sido caracterizadas: “ompRl genera un fenotipo Omp F-
Omp C-; ompR2 genera un fenotipo Omp F+ Omp C- independicntomente de la
osmolaridad del medio (25). En ompR20, Omp F es regulada de manera
opuesta. En ompR3, se observa un fenotipo Omp '~ Omp C+ conStitutivo,
mientras que en ompR4 la osmoregulacién se efectua de maneré casi
normal, yva que Omp C se puede apreciar aun en baja osmolaridad (Si).
Estas cinco mutantes han sido secuenciadas para determinar las
alteraciones a nivel de aminodcidos. ompRl es producida por una delecién
.de 19 aminoacidos cercanos al extremo carboxilo-terminal; ompR2 vy
smpR20 son producidas por conversiones en el aminoacido 207 (Val a Met)
v -2l 150 {Arg a Cys), respectivamente, cercanos al extermo carbokilo
‘:erminal; mientras que gggR3 y ompR4 resultan de las sustituciéneé en el
aminodcido 1S (Arg a Cyé)lby en =l aminoscide 71 (Arg a3 tnr),
réspectivamanta. correépondientes al amino-terminal (S5i). V
“Considerando queblés mutaciones, ya s=a envaminovo en carboxilo 
rarminal, determineh‘ uniqamente modificaciones a- nivel  de astas
reéibnes.’sin prdducir camblos conformacionales drésticos én”todayla:'
mgtructura - terciaria de la proteina, esta informacion sugiere 'qué
.Omp R puede tomar dos estructuras alternativas dependiendo de 1la
osﬁolaridad_ del medio y de este modo regular positivémente ya sea a
dmp FoaOmpC. Por otra part=s, se plantea que la proteina presenta
dos dominios: .uno en el carboxilo-términal. basados en que ompR2 ¥

ompR20 son mutantes donde la =oxpresidn de Omp ¥ es considerable aun

5




“vector 'y pasajero

en alta osmolaridad; vy otro en el amino-terminal, va §ue’gng3 Y
ompR4 preseﬁtan una significativa expresién de Omp C aun en baja
osmolaridad (51). v

En este Gltimo estudio también’fﬁeron corregidas dos posiciénes de’

la secuzncia de ompR con respecto a lo repoertado anteriormente.

4 CONSfRUCCIOH DE UN BANCO Dz‘éauzs

Un bénco o biblioteca de,genes es una colec&ién, de moléculas
recombinantaes de DNA envlas que se encﬁentra representado el genoma de
un organismo. Ello permite el aiqlamiento de genesvpartidulares éon el
fin de analizar su estructura y funcién. Al construir un banco, se busca
tener maltiples coptas idénticaz o clonas, de segmentos diversoé de DNA
del ' organismo de interés. Para ello se forman moléculas recombinantes
con vectores der clonacion. Estas son'ioléculas de DNA con replicacién
independiente a la del cromosoma del huésped. Por 1lo general, el DNA
dexl organisﬁo a esgtudiar (DNA pasajerc) y el vector de clonacién se
cortan en sitios especificos con una misma endonucleasa de restriccién:
se kééneran noléculas recombinantes wmediante la unién de fragmentos de
con ligasa del fégché,ALos dos vehiculos.précariontes

comunmente usados son 1los plasmidos de. E.coii y los derivados del .

célifago lambda; cada colonia o placa de lisis, frespectivamenfe,

contiene mdltiplea copias de.un gegmento particular del genoma. El

“‘numero de moléculas recombinantes que se requieren para tener un .genoma

completamente representado - depende del’ tamafio. del -inserto ~en el

vehiculo y del tamaiio de dicho genoma (11). El.  tener clonade el

‘ equivalente a ‘e¢inco. veces la extensién.'del génoma implica una

fprobabilidad de. 0.99 de que se. encuentren ‘representadcs todos los

-r

genes.
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BL COLIFAGO LAMBDA COMO VECTOR DE CLONACION

ElJ bacteri6éfago. lambda = infecta E. coli ‘v ‘puede crecer como ’

Vliséggno. 1ncorporandose al cromosoma del huesped y duplicéndose junto

" con el Tambien puede lisar a la’ célula después de haber producido

varias decenas de copias; es decir, entra en fase litica. Un fago en
fase litica puede funcionar como vector de cionacién. Se han construido
derigados Vdei fago lambda cuyo DNA, al ser digerido con enzimas de

restriccién, genera fragmentos dispensables e indispensables para sﬁ
crecimiento litico. Los derivados de lambda adaptados especificamente ’

para la clonacién de DNA estan construidos de tal manera que las

-endonucleasas de restriccion sélo tengan sitios de reconocimiento en 1la

region dispensable, de modoc que pérmitan la adicién o reemplazamiento de
DA exégeno  pasajero:

Las moléculas recombinantes son encapsuladas in vitre; les fagos

}recombinantes son amplificados mediante su propagacién sobre un - céspe&

de’ E. coli. Los derivados de lambda qus tisnen un s6lc sitic klance en el

DNA Ee .conocen como vectores de insercién. . Los que tienen: sitios de
reconocimiento pares -que permiten remover un segmentc y reemplazarlo.’

con 'DNA" heterslogo s3dn conocidos como vectores de »réemplazamiento.'”

‘EL  BACTERIOFAGO ~LAMBDA } ‘
El colifago lambda (23) 6onsta de una molécula de DNA de doble

. cadené‘de 48.502 pares ‘de bases . (pb). -En-cada extremo -de su: genoma hay

proyecciones de cadena sencilla complementarias; estos extremosk

cohesivos de 12 pb son llamados' m y m' y forman el sitio cos. ELl DNA de

lambda puede ser dividido en tres regiones: la regién del extremo

izquierdo contiene los .genes A-J que codifican para proteinas de la

capsula vy cola del fago, asi como para proteinas involucradas en el
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}ensamble de proteinas virales maduras: La regién central ehtée los genes:
Jf y N contiene el gene cIII; y'genes cuyos productos int ervieren en
procesos generales de récombinacién y de estructuracisén de la forma
tardia de replicacién del fago. Estos Gltimos genes (funcién Red),
determinan  que el fago lambda sea sensible a inhibicién por liségenocs
del fago P2 y son dispensables para su crecimiento litico. La regién del
axtremo derecho incluye:. la régfgn principal regulatoria de la expresiédn
genética, es decir los genes N, cI, crovy c¢II; los genes‘ o0y P
necesarios para la replicacién:del fago; vy los'genesbs y R cuyosb
productos son requeridos para la lisis de la membrana y pared. celular
del huesped, resp;;tivamente (Fig. 4). De las aproximadamente 50
proteinas que codifica lambda, seis son regulatorias: eI, cII, clIlII,
ero, N y O;Vy'su expresién da lugar a un circuito de expresién genética
con el fin dekdaf una respuesta litica o lisogénica:(23;28). |

Un fage lambda que funcione como vehiculo molecular puedé
preséind§r~d° Qnrcwim;d=mepte,mﬁﬂ del 40% (207000 pb) de su
cual puede ser sustituido por DNA pasajero. Para poder ser encapsuladas :
las‘ moléculas  de DNA de lambda deben tener un tamafio entre el 80 y el
1087 del tamaﬂo de lambda silvestre asi como 1a secuencia cos (21) |

El uso del colifago lambda come vector de-clonacion de DNA genémicog
es run método atractivo, ya que pueden generarse rapidamente un gran
numero . de placas de lisis de fagos reépmbinantes. .utiliéando pedueﬂas

cantidades de DNA pasajerd (68).

EL FAGO LAMBDA 1059
En 1980, Karn et al (32) reportaron la construccién del fagb vector
lambda 1059, .el cual presenta un sistema de seleccidn positiva para los =

fagos recombinantas.
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FIG.4.- Mapa funcional dé‘lambda.’

19



51 fago lambda’1059 estd formado por tres fragmentos generados-pOt
cortes con la endonucleasa de restriccién BamHI: uno dé 19.6 - kilopares
devbases {Kpb) que corresponde al brazo izquierdo y que lleva todos los
genes para las proteinas de la cabeza y la coia; un segmeﬁto’interﬁo de
17 Rpb qu2 corresponde a la regién dispensable para el crecimiento
litico del fago; vy uno de 9.4 Kpb, el brazo derecho, que lleva los genes
de  replicacion y lisis. Los dos brazos del vector contienen los genes
naceasarios para la replicécién y maduraciéon de lambda ‘1059 y
corresponden a 58.2% del genomé del tipo silvestre. La produccién de
fagos viables se lleva a cabo cuando se reemplaza el segmente interno
con fragmentos de DNA que representen del 12.8 al 49.87% del tamafic del
fago silvestre (6.3-24.4 Kpb). Los dos brazos por gi solos no prodﬁcen
fagos viables va que para la encapsulacién se requieren genomas con un
tamafio 'entre 70 y 108% de ;a longitud total del lambda silvestre. El

“sistema’ de seleccién para recoﬁbinantes estd basado en él fenotipo Spi
de lambda: éste feﬁotipd ieyconfiére sensibilidad a ;nhibiq@én por ?2.
El segmento interno contienevlos genes red y 7gémma. responsables dé
Spi+. Por tanto, cuando lés brazos del vector cortados con gégHI son
iigédos con DNA exégeno, se produéén fagos padres y recombinantes, Losv

'recémbinantes tienen susﬁituido'el fragmento interno y~sefénf Spi-; ‘se
distinguiran' de 195 padres al crecer sobre un ééspgd de celulas de E. -

¢oli lisogénicas para el fago P2 (Fig. 5).



' DNA Vsctor

. Bem .. Bam - DMA aucariote de alfo peso mclecuiey
T S AT LY |
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- Ligamento de los Digestidntotal - Digastidn parcial l . Puriflcaeidn de.
Caxdremes m oy m' o . con BamHl - con BomHi, Bgill . productos de .
', enligasa L 8cllé Squ3A, 15-20Kb

" Formecdn do mokdeuics recomtiontes | Farmacion de fagos af anccpsular
de [NA di tratar con ligasa In vitro 8l CNA

Fagos primacrios Fujos racombinartes

. red” p*
: Qo2 aTvsIvaizissse s
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FIG.5.- Clonacién en lambda 1059.
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PLASMIDO ‘pBR3I22
- Uno de ' los elementos mas utilizados como vector de clonécién en
técnicas de DNA recombinante, es el plasmido pBR322, el cual desde su
disefio, prevalece entre los de mas amplio uéo. Fue uno de los primeros

vectores de clonacion en ser diseflados y construidos,  para la seleccién

El extendido uso del pBR322‘ha impulsado diversos esfudios sobré su
funcién y estructura molecular. Estos estudios, entre otras cosas, han
proporcionado la secuencia nuclectidica completa de  la molécula e
informacién acerca de algunas pargicularidades practicas que disminuyen
su eficiencia como. vector de clonacién:‘ como la dinestabilidad del
plasmido en ausencia de presién selectiva ¥y la falta de un sistema de
selaccidn direc;o para moléculas recombinantes. Por esta razén, una gran
variedad de vectores basados en el pBR322 han sido desarrollados para
superar estas limitaciones y extender la versatilidad de 1los vectdres
para propositos especiales 9 diversos en la clonacison de algobespecifico
o3l - 7 , '
’ EL vaRézé eskuha molécula de DNA de‘4363‘pb? con uf mécanismn “de
replicacibn relajada{ que ha diferenqia‘de la replicacién estrictavqué,
" requiere ‘de 1la sintesis de proteinas y.de'la(accién dé la po{imerasa
II1I, para dar ehtre 1~5 copias por célula, su sintesis as dependiente de
la polimerasa [ sin necesidad de sintesis de proteinés. dando enfre 30~
50 copias por célula. Esta particularidad permite que, bajO‘inhiﬁiciOn
de la sintesis de proteinas, el plasmido continue replicandose mientras
que la replicacién del cromosoma se detiene; a este fénémeno se  le
 conoce con el nombré de amplifiéacibn ¥ da como'resul:ado un incremento

hasta de 100 veces en la cantidad de moléculas de plésmido por célula.
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Su diséﬁo se inicid con un éislado'clinico que porta el plasmido-
productﬁr de coiicina pMBL, a éartir del cQa; se obtuvo el prigenv de
réplicécibn reiajada. Ei gene de lé resisténciaka Tc del‘pi35m1d0’§501dl'
4 el de reéistencia a Ap del trénsposon Tn3 (contenido en el plésmido
pR3Fz124) se incorporaron al pBR312, un intermediarioc en la construceiodn
del pBRBZZf A partir de estos elemenﬁés, diversas manipu;acibnes fueron
realizadas’ con el propésito de maximizar el numero de sitios unicos de

-restriccion .y para minimizar el tamafio del vectof (fig. 5b).




Scal 3848

Clal 24 HindII 29

EcoRI 4361— | EcoRV 187
Actn4290 . _Nhel 229
Sspl 4170 /~BamHI 375

Sphl 566

Pvul 3738
Pst] 3613 Sall 665
' Xmall 939
_.® Nrul 974
® Po (4363bp)
[ Py -
® . . Bsml 1359
@ Pone Py “~_51yl 1369
Aval 1425
, 'll@ 8all 1446
AT 2475 :

' Ndal'2298- Pvull 2068 -

Snal 2247

F1G.5b.- Plasmido pBR322

24



MATERIALES

1)

2)

3)

4)

“5)

CEPAS BACTERIANAS
Salmonella typhi IMSS-1 (serotipo 9,12.d.Vi) (27).

Escherichia coli Q359 (hst— hsdM- rsupE phigo, P2) (32)

Escherichia coli Ti9 recA (F-~ tsx~354 ompB) (45},

Escherichia coli M159 recA-(uvrA) (8).

Escherichia coli HB101 (F-- hsd 320 (rB-,mB-), reéAl 3, ara-l14,
proA2, lacYi, galK2, rpsL20 (Sm r}, xyl-5, mtl-1, supE 44,) (41)

Escherichia coli P678-54 (thr, ara,leu, azi, tonA, lacY, T6-,
minA, gal, minB, Strr-, malA, xvl, mtl thi, sup). (18).

PLASMIDOS

pMY11l, usado como detector heterdlogo de hibridizacién (48).

pBR322, usado como vector para la clonacién de DNA (4).

1

BACTERIOFAGO

" Lambda 1059, usado en la construcczén del banco  de

MEDIOS DE'CULTIVO
M3, LB, SM, descritos por Maniatils (41).
NZCYM, descrito  por Blattner et al (3).
CY, descrito por Karn et al (32).

CM, descrito por Clarke et al (10). i

ENDONUCLEASAS DE RESfRICCION

BamHI‘ EcoRI, Sall (Amersham Interhational plc.~Inglatérra).
HindIII (Prompga “Biotec, Madison, WI.EUA).

VBglII PstI (Centrc de Invnstigacién sobre Ingenieria Genetica

¥ Blotecnologla UNAM, Mor. MEXICO).
€lal (New England Biolabs, Beverly, MA. EUA).
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6) ANTIBIOTICOS

Cloranfenicol, Tetraciclina y Ampicilina, (SIGMA, Saint Louis,
" Missouri, EUA). :

7) OTRAS ENZIMAS

RNAsa y DNAsa, (SIGMA,Saint Louis, MC. EUA).

Ligasa Fago T4, (Promega Biotec, Madison, WI. EUA). !
Fosfatasa Alcalina Bacteriana, (Bethesda Research Laboratories.
Rockville Marvland, EUA)..

8) FILTROS PARA SOQUTHERN

Gene Screen (New England Nuclear, Boston, MA.>EUA).

FQ) ISOTOPOS RADIOQACTIVOS

Metionina/Azufre 35 ca. 800 Ci/mmol (Amersham International
ple, Inglaterra).

- Alfa~fésforo32-desoxiCTP/ ca. 3000 Ci/mmol (Amershanm
International plc, Inglaterra).

10) OTROS MATERIALES
Agaro2sa bajo puntoe de fusién SeaPlaque (FMC Bloproducts,

Rocrland, ME, EUA).
Agarosa normal (BIO-RAD Laboratoriea,Pichmond California, EUA)

‘METODOS

1) PREPARACION DE DNA BACTERIANO o
La extraccelédn y purifi acién del DNA de las barteriaS"E “eoli
‘0359 vy 8. typhi IMSS-1 (serotipo 9,12,d,Vi} se r=a1126 siguiendo “la

técnica de lieado claro reportada por Betlach et al (2).



2) PREPARACION DE DNA DE PLASMIDO
El método utili-ado para la. purificacion del plasmido pMY1L, es
el de 1isis alﬁalina descrlto por Maniatis et a1 (41). - E1 DNA _:del
plasmido se prepard por amplificacidén del numero de cobias en culfivoT

creciendo en fase logaritmica, por adicioéon de cloramfenicol (12).

3) MINIPURIFICACION DE DNA DE PLASHMIDO
El método utilizado es descritc por Maniatis et .al (41), v
consiste en la semipurificacién del‘plésmido en pequefias cantidades con

al fin de cafacterizgg o identificar el plasmido rapidamente.

4) ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El método usado para separar, identificar vy purificar'A
”Efragmeﬁtos dé DiA es por medis de el:;treforesis an geles de ‘agérosé:
tas preparaciones de DNA,  ‘tanto de bacterias como de’plaSmido,i fueron,
sometidas - ab electroforesis . én geles de agarosa al 1% (Bid—Rad).
‘ ~utilizando 'una solucibﬁ{amp:tiguadorévTAE (Tris, EDTA, Acetéto de
Potaéio),~a 100 volts como reportan Bolivar et al (4). Se tifien con Qna
solucion deqo.slpg/ml éromuro de etidio (Sigma) du}ante 5 minutos.

E1 DNA se. visualiza con luz ultravioleta de onda corta con un

transluminador (Ultraviolet Products Inc, -San Gabriel,california, EUA).

.5) DIGESTIONES DE DNA BACTERIANO, PLASMIDOS Y FAGOS CON ENDONU-
CLEASAS DE RESTRICCION

Las condiciones para digerir con endonucleasas de restriccion

ge han estandarizado para usar unicamente 3 soluciones distintas:
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_ Solucién: 7 Baje Medio - .. Alto

“Nacl"

- : _50mM - 100mM
~Tris~-HCl (pH 7.5) 10mM ’ - 10mM 50mM
-MgCl2 10mM - - 10mM - 10mM
-Ditiotreitol imM imM - imM
~Enzima : S HindIXII BamHI

. ’ ’ . EcCORI . Sall
Bgll

‘A cada reaccién se le adicioné betamercaptoetanol al 1%
(gul/qul ‘de reaccion) y 4mM Espermidina.  Las cantidades utilizadas
- de’ DNA para cada reaccién fueron entre'1-3/ug. Se incubaron a 37°e ¢
toeda la noche 'y las reacciones se detuvieron calentando a 65° C "y
agraganda 1X de solucién de parar, (0,.25% azul de bromofenol, 0.25% de

xilencianol y 15% ficol tipo 400 en agua).

' 6) HIBRIDIZACION DE ACIDO3 NUCLEICCS
La hibridizacién de fragmentos de 'DNA, separadbs por
‘ele;trofo:esis vy transferidos a filtros de n?lon. se hizo ae acuerdo a
. ié.‘ tecpiga :.dgl ,Southerﬁ; -{80). El 7 horneado) ‘prahiﬁridiaaci&n,~'“
/hiBridiéacion y‘lévado,: ée hiéo de aéuérdo a Maniatis'ét ai (41§,fyk la
’ au;orradiogfafxa dék los Eil;ros se ralizé de acuérdo;a Swanstrom -y

hank. (51),

S

' 7) MARCAJE DE DNA "IN VITRO" CON 32°P

| El marcaje ,interﬁo‘Aradioactivo' con 32P, en las moléculas del
plasmido que ‘se Qso como - detector de hibridizacién,i se hizoV‘ def
‘acuerdo a ia técnica - "Nick Translation" (“traslado del corte")

descrita por Rigby et al (58).
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8) CRECIMIENTO DE LOS FAGOS RECOMBINANTES Y PURIFICACION DE : DNA
El " crecimiento Qe los fagos recombinantes se hizo. como
'describen Karn et al (32). La purificacidén de DNA en éradiente de
CsCl se efectuo de acuerdo a la técnica qué desér;be Maniatis et ,;1'

(41).

9) ﬂINIPURIFICACION DE FAdBS'RECOMBINANTES SIN CsCl

Se 1nocﬁlan 42ml de NZCYM con una solucion que contiené 0.iml

de fagos feéombinantes en SM, 0.iml de un cultivo de toda la noche de
la cepa receptora @359, crecida en CY mas 0.2% maltosa, y 2.1ml de 1M
Ca vy Mé previamentéhincubada a 37° C por *20 minutos. EL cultivo de
42ml se incuba a 37° C durante toda la noche. Se agrega 0.5ml de CHC1Z
¥ se dejan }S' ton agitacion a 37° C.' 5e adiciona 2pg/ml de DNasa v
a,gpg/ml‘de RFAsa incubandose 30' a temperatura ambiente. Se agrega 1M
Macl vy sé,‘centrifuga 30' a7 000 rom a 4° C. E1 ~sobrenadante se
iéntrifuga a 25 600 fpﬁ duranie 1 hora 30" ‘a temperatura ambien:e en
41 rotor SW28. La pastilla se rasuspende en 0. éml de 3:1M Tris HCl pH
7.5 ¢ 0.3M'Nac1. Se trata con SOPg/ml protexnasa K, 0.1% SDS v 1mid
8DTA 1 hb;é a 65° C. Se extrae una vez com fenol 1:1 (V/V). dos veces.
zon fenol-CHCL3—alc6h61 iscamilico y una’con CHCl13-alcohol isdamiLico.
La fase acuosa se precipité cdn dos y medio volumenes de etancl frio:
%e centrifuga durante 15’ en una microfuga Eppendorf se decanta el
sobrenadante y se seca 1a pastilla al vacio. Se resuspende en 100 pl

~de agua bidestilada'estéril y se determina la . concentracién del DNA en

un gel de agarosa al 1%.
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10) ANALISIS DE PROTEINAS EN MAXIC!LULAS DR 2 QQLL

Se analizoé la exprﬂsion selectiva de las protelnas producidas
pérklos fagos recombinantes derivados ‘de lambda 1059, en la cepa M153.
Esta ¢cepa  es una mutante uvra, reca, &e E. coli °, dondé pgede ‘
’suprimitée la sihtesis de 'proteinas endbgenas y expresar
unicamente las proteinas cédifiéadas por los genes ' del ' fago,
después de irradiacién con luz ultravioleta. Esias proteinas pueden ser
detectadas mediante su marcaje séleccivo in vivo, usando aminoacidos
radioéctivqs. Esta técnica.es descrita por Calhoun y Gray (8)?

.

11) ELECTROFORESIS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA PARA ANALISIS
DE PROTEINAS

Las .preparaciones dg proteinas ‘fderon sonetidas a
electroforésis en geles de poliécrilamida albil,sz preparados - d&
a;uérdo, al "método descrito por Laemmli (35). La electroforesis se
;lévb a cabo en uhg solucion ~amortiguadora de Tris-Glicina v
éps} 'énvioﬁn pafa”ei—gel'vsupe}ior y 4Cma p2rs el gel inferior; La
tincién,se realiza con una solucion de azul dekcoomaéie ai 01012-'1(én‘:
ébido acético al 107%) a 80°'C;vdufante 15' y se destifie: 'a. - la misma
- teﬁpefatﬁraby‘con : ioz acido acético. ée ~seca con vacio 'y se

expone - a una pelicula de‘auforrédiografia.

12) SUBCLONACION DEL GENE AISLADO
7 '7“ Las condiclones para desfosforilar con fosfatasa albalina el
vector pBR322,  cortado con BamHi, 'y su subsécuénte ligada coh ligasa
dei fago T4 al fragmento de 3Kb de §:gygni. pro#eniente>.del fag&_
recombiﬁante lambda VFC1 por .digestidn con BglII, son basicamente las

descritas por Bolivar at al (5).
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13) TRANSPORMACION DE E. goli CON DNA DE PLASMIDO

La preparacion de células competentes para 'cransformacién,

”ténco de la cepa HB10l como de la cepa P678-54, se -llevo a cabo

' >médiante 2l metodo de ¢loruro de calcio deserito por Maniatis et al

T{41).

14)  ANALISIS ~DE LAS PROTEINAS CODIFICADAS = POR  PLASMIDOS
RECOMBINANTES EN MINICELULAS

Se analizé la expresién selectiva de las proteinas producidas
por 1los plasmidos recombinantes derivados de pBR322 en minicélulas de
la capa PS78-54. Esta cepa tiene la caracteristica de producir
‘mihicelulas carentes de DNA cromoscmal que conservan la capacidad de
sintetizar protelnés a partir de plasmidos; éstas pueden ser detectadas
azdiante su marcaje con aminoacides radicactivos seguido de

raois en gel y auterradiografia, tal como lo describen Dougan

. '15) MAPEO DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pVF27

£l mapea con difersntes enzimas de restriccién, del bi}smidoﬂ

" censtruide, se realizé mediante digestiones dobles y sencillas segui¢éslf s

B

‘de electroforesis en gel de agarosa.
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RESULTADOS
LOCALIZACION DEL GENE gppC DE Salmonells Lx®hi.

Para localiz&r el gene ompC de 5.31933;‘ se utilizé como detector
heterélogo de hibridizaciOn el plasmido pMY1l1l contenido én la‘cepa T19
de g.gg;;_’(AS), yla cual fue pgoporcionada por el grupo del. Drf M.
Inouye de lavUniversidad Estatal de Nueva York.‘ Stoﬁy Brook,; N.Y.
E.ﬁ.A. El plasmido pMY11i1l tiéﬂe’un tamafio de 7,060 pares de bases (pb)
‘ v esta constituido por el plaémido vector pBR322 y por un fragmento de
2,700 pb del genoma de E. coli. que contiene el gene ompC elonado en el
sitio de HindIII. '

La- proteina'oﬁB C de é; coll consta de 346 aminoécidos.‘ lo que
corresponde a una secuencia de DNA de 1,038pb.: Por tanto, en el

-

fragmento de 2,700pb del pMYii1i cabe completo el gene omgc de E.coli.
(Fig. 6). ‘
Después de purificar DMNA del plasmido pMY11il, mediante el método
de 1isis”alca11na desérito por Maniatis (41), se comprdbaron los sitios
de restricclén reportados El plasmido fue. digerido con la °ndonuc1easa
de restriccibn BglxI En la Fig.. 7 se muestra la . separacidén porb
electroforesis en gel de agarosa de DNA‘digerido con BglIIi. “En ‘el
carril 2 se ven las tres bandas que corresponden al pMYill las cuales
ftienen' un  tamafio aproximado de 7.0 (que corresponde al plésmldo
lineal digerido parcialmente). 6.0 y 1.0 Kpb, respectivamente
Conjuntamente, se aislé DNA de la cepa S. tyg_; IMS5~1  (serotipo
,’9.12.d;V;), 1la cualrfue”proporcionadé'por el grupo del Dr. Jestis Kumate
i'del IMSS.v‘Esta cepa. es altaménte virulenta y fue aislada de pacientes

con  fiebre tifoidea en estado agudo (27). Esta extraccién dié como

resultado 4acidos nu;léicos de alto peso molecular y de gran pureza.

32



pMmY 11

7.06kb

FIG.6.- Plasmido pMY11l, en el cual se encuentra clonado el gena omps
de E. coli. :
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: FIG.? - Electrofornsis en gel de agarosa teﬁido con: Bromuro de Etidio.,

carril ‘a) DNA del plésmido pMY11ll digerido con BglII: la banda
superior corresponde al plasmido linearizado: banda central 6.0
Kpb;: banda inferior 1.0 Kpb; carril b) DNA:de- lambda cortado
con HindIII como marcador de peso molecular.




 También se aislo DNA de E.coli cepa Q359, la cual se usod como controi
positivo de hibridizacidn. “Estos DNA fueron digeridos con tres
endonucleasas de restriccién en diferentes combinac;ones: ECORI-
HindIII, BglII-HindIII, EcoRI y BglIl; sepérados electroforéticamente

“en geles de agarosa de acuerdo a su tamafio; transferidos a filtros de
nylon; e hibridizados de acuerdo al método de Southern féO). stilizando
qomé detector heterélogo el pla?mido pMY111 mércado radioéctivamente
con fosforo-32.

Suponiendo la existencia de un buen porcentajg de homologia entre
ambos  genes, por . pertenecer ‘ambas bacte;ias a la familia
Enterobacteriaceae, ~28ta hibridizacion ss llevo a cabo a 42° C y 50%
formamiéa. En la Fig. 8 puede observarse él resultado de esta

hibridizacidén. Como se esperaba, y tomando en cuenta la intensidad de
. .

la hibridizacién con la cepa de E.coli, si existe una secuencia en

S.typhi que Corresponde a la del gene gmgé de E.coli. Con la digestién
de gg;il se obtuvé ,una sola banda de hibridizacién intensa de
aproximadamente 3.0 Kpb y una de mayor tamafio menos intensa que pudiera
deberse a uné digestion parcial. Para comprobar ‘esto, ‘gse digiris el DNA
de sé typhi cop'gg;II‘v BglII-BamHI, hibr%dizandolo en condicioneé nas
relajadas; adz formamida a 42° C. En la Fig. 9 se muestra el resultado
de esta hibridizacion. El carril a representa el DNA del plasmidc
PMY111. digerido con Bg;II como control positivo de ~hibridizacién; el
carril 'b y ¢ muestran-la hibridizacioén del genoma de S.typhi digerido
tﬁtalmente con Bglil y gg;II—gggHI respectivamente. Con esto se comprobé
que la seguenqia'que corresponde al gene ompC de E.coli esta flanqueada,
en el cromosoma de S.typhi, por sitios de BgllI y, dado el tamafio del
gene en E.coli, en esta banda - de aproximadamente 3.0 Kpb ‘debe

encontrarse completo el gene ompC de S.typhi.
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FIG.8.- Hibridizacién tipo Southern de DNa total de Escherichia coli y
Salmonella - typhi . contra el plasmido pMY111 marcado

RS

radioactivamente. DNA de E.coll cortado con: a) EcoRI-HindIII,

b) BglII-HindIII, c¢) EceRI v d; BglII: DNA de S.typhl cortado
con: f) EcoRI-HindIII, g) BglII-HindIII, h) EcoRI e 1) BglII;
a) pMY11l cortado con BglIf come control positivo  de
hibridizacion. El carril central muestra las posiciones de las
bandas de DNA de lambda cortadn con HindIII como marcadores  de

peso molecular.




FI1G.9.- Hibridizacion tipo Southern de DHNA total de S, typhi contra el
plasmido pMY1i1l marcado radiocactivament=: a) pMY1ill cortado con
BglII; DNA de S. zryphi cortado con b) BglII vy ¢) BglII-BamHI;
d} smuestra la posicién de las bandas de DMA de lambda cortado
con HindIII, como marcadores de peso moclecular.

37



a b c d e 4 -] h i 3 k 1 m. n
237 M i )

8.8 Kb —
4.2 b —

2.2 Kb
1.9 Kb

F1G.10.~ A) Hibridizacién tipo Southern del DNA de doce grupos, de cien
fagos cada uno, digerido con BglII-BamHI, contra el
plasmido pMY11l marcado radioactivamente.
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B) Patron de restriccién generado por las enzimas BglII-BamHI
en el DNA de los doce grupos, con cien fagos cada uno.
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agrupamientos contra el plasmido pBR322 (Datos no mostrados). La razén
para usar esta estrategia metodolégica es la de evitarse la presencila
de DNA del huésped E.coli, que interferiria con la dete;cién;, y la de
poder discernir los falsos positivos de laé clqnas' de interes. Al
amplificar -la agrupacién 2 y analizar 180 fagos diferentes, divididos
en seis grupos éon treinta cada uno, va no eﬁcontramos hibridizacién
(datos no mostrados). Esto nos.hizo pensar que se trataba de un fago
poco competitivo, que al amplificarlo y diluirlo se perdia. Por ello,
con el propésito de delimitar el fago y hacerlo mas_ competitivo para
evitar que se perdiera al hacer difuciones, la estrategia que se siguié
fue propagar en medio sélido 1,056 fagos %ndependientes partiendo de la
agrupacién 2 antes seleccionada Esta contiene aproximadamente cieﬁ
fagos diferentes. Los fagos se sembraron sobre un césped de E. gg;g
Q359 por duplicado, de unoc en ﬁno, en 44 cajas petri. Cada caja
contenia veinticuatro fagos proveniéﬂt;s de diferentes placas de lisis.
Las placas de lisis de la§ 44 cajas fueron eluidas con SM y guardadas
por 'separado en tubos de ensaye (cada tubo contgniendo veiﬁticuatro
fagos‘diferentes). Se hicieron seis agrupaéion&s;‘csntcniendo qada una
144 fagos distintos, esto es,  una a}icuota de seis gfupos de
veinticuatro. Con ello se analizaron en total 864:£agos independientes.
. Despﬁés de c¢recer >los fagos en liquido,  se purificdé DNA y se
‘hibridizo con el pléasmido pMY11l. Llas condicionesv de hibridizacion
pafa los siguientes experimentos fueron 42° C en 40% formamida lavando
hasta 0.1% SSC a 50° C. Esta hibridizacion (Fig.11) permitié localizar
el fago de interéé entre los seis grupos. La banda de hibridizacién se
aprecia en la agrupacién 2 (carril b). Las seis agrupaciones de
veinticuatro fagos que formaban este grupo 2, con 144 fagos diferentes,

fueron analizados similarmente, pero ahora por separado (Fig. 12).
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+9.5 Kb :

Hibridizacién tipo Southern del DNA de sels agrupaciones
{carriles a~-c y e-g}, con 144 fagos cada una, contra -el
plasmido pMYiii. carril d, opMY111l cortado con Bglll como
controel positive de hibridizacién. Lambda HindIII como
marcador de peso malecular. :




B} Analiegis  electroforético en zel de agarosa, tefiido con

Bromuro de Etidio, del patrén de restricién del DNA de la
seis agrupaciones digerido con Bglil-BamHI.
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¥16.12.- A) Hibridizacioén .tipo Southern del DNa de  seis grupos,. con

veinticuatro fagos cada. uno, contra el plésmide pMY11il.
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cada uno, digeridos cen BglIiI-BamHI.




Se encontré hibridizacidén positiva en el grupo 2 (carril b), con
lo cual se tenia ya el fago de intereas dentrd de veinficuatro fagos
independientes. Esto permitid separar los veinticuatro fagos de manera
indepéndiente a partir de la caija duplicad§ de este grupo. Estos se
- pusieron en tubos Eppendorf y se eluyeron con' iml de SM. Se analizaron
estos fagoé. dividiéndolos en seis grupos de cuatro, localizandole en.
los gruéos 3y 4 (Fig. 13 carri}es cy d). Sevtomaron ahora los cuatro
fagos del grupo 3 mas dos fagos del grupo 4; y en la figgra 14 B se
muestra el patron de restriccién de los seis fagos independientes donde
puede observarse que en los carril;s e y f hay una banda de 3.0 Kpb, El
autorradiograma de la Fig. 14 A muestra que el gene onpC esta contenido
en los fagos E y F. ’ ‘

A partir del analisis de los veinticuatre fagos independientes,
las-hibridizacioines se llevaron a cabo coh un fragmento del pMY1l1 gue
va de §1§dIfI a Scal (ver fig. 6), purificado de un gel de agarcsa de
bajo punto de fusién (ver meétodos) y que comprende casi en su totalidad
"e; gené ompC de E. coli. Lés hibridizaciones en los ultimos‘ fagos
) ccfré:pcnden 2 fragméntos perféctamente visibles en un_éel teiiido con'
broﬁur; -de- etidio.  Con ello éé puedé apreciar el‘ enriquecimiénto
érogrésivo de  'los genes, ya'qqe cuando éstos estan muy . diluidos no
puedén v discernirse' bandas especificas, “correspondiéhtes a la
hibridizacién, usando-‘cantidadés totales de - DNA éimilarés a las
mostradas'en la Fig. 14 B. B v

Una vez dque se aislaron.dos fagos indeﬁedientes, lambda VFC1 v
lambda VFC2, que contienen el gene ompC, se compiobo que. no estuviera
contaminado . con algun otro. Para estb se crecié el fago lambdaVFC1 a
baja densidad en medio sélido y se tomaron seis placas - de ,lisié al

azar. El DNA de ellas se semipurificé y se digirié con BgllI-BamHI,
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Hibridizacion tipo Southern del DNA de veinticuatro fagos
diferentes contra el fragmento de 1.0 Kpb (HindIII-3cal)
del pMY111l que porta casi completo el gene ompC de E.coli
(ver texto}. Cada carril {a-f) reprasenta cuatro fagos
independizsntes. Carril g} pMY:ill cortado con BglIl como
contrnl pesitivo de hibridizacion. -
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FIG.14,- A} Hibridizacién tipo Southern del DNA de seisg fagos
independientes contra el fragmento de 1.0 Kpb del pMY111
(Scal-HindIII); cada carril representa un fago. Carril e)
lambda VFCt y £) lambda VFC2; carril a) lambda HindIII como
marcador de peso molesular; carril h) pMYill cortado con
BglIl come control positivo de hibridizacién,
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PETrOn de restriccién generado por las enzimas BglII-BamHI
en el DNA de los seis fagos independientes aislados; el
anilisis es por electroforesis en gel de agarosa, - teilido
con  bromuro de etidio. Carril e) lambda VFC1 y f) lambda

VFCZ.
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encontrandose el patroén de restriccidn conocido en todas .las placas.
Esto nos aseguraba que se trataba de un solo fago (Datos no mostrados),

Se tomo una de astas placas ¥ se crecié en liquido para purificar
el fago por medio de un gradiente de CsCl. Se extrajo DNA de una parte
de estos fagos y se digirié con BglII-BamHI, asi coﬁo con otras
endonucleasas (gglll,g;gdlll.gggﬁl, Sall y Pstl en diferentes combina-
ciones) para tratar de determin?r algunos otros sitios de restriccion
cerca de est2 gene, Este DNA fue hibridizado con: el fragmento de 1.0
Kpb del plasmido pMY11l para comprobar que este fago puro contuviers el
gene ompC de S.typhi vy también pagé localizar algun otro posible sitio
dentro o mas cercawdel gene, El resultqgo de esta hibridizacién se
muestran en la Fig. :15. Como puedé observarse, ompC se encuentra
flangueado por, sitics de BglII vy no ‘tiene sitios de restricc;én nas
cercanos al gene para las enzimas probadas.

Con elvpropésito de identificar las proteinas codificadas por el
fago lambda VFCL, sea transfecté una cepa productora de maxicelulas,
E.coli M159, con el fago de interés y se ahalizaron las proteinas
radioactivas producidas, previa inactivacién de los acidos nucleicos de
la cepa huésped con luz ultravioleta. Esta§ proteinas se compararon con
o law producidas por ei fago lambda 1059, asi como_ por otros fagos
“recoﬁbinaﬁfas. ‘Al anaiizar~e1 patrén de proteinas totales presentes an
los extractos de maxicélulas de ca&a uno de loskfagos mencionados (Fig
" 16), se detectd la presencia &e una proteina que migra a la alturé del
peso tmolecuiar raportado para‘la préteina Omp C de E.coli {carril b v
c) {45), la cual no se encuentra en el fago parental lambda 1059
{carril d), nli en los fagos recombinantesvyutilizados como control

(carriles e y f). Estos experimentos apoyan la conclusién  de que

afectivamente. la secuencia aislada corresponde al gene ompC de S, typhi..
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Hibridizacién ctipo Southern del DNA del fago lambda VFCL
cortado con: aj BglIl; b) HindIII-BglII; c¢) EcoRI-BglII; 'd)
EcoRI; e) HindIII; f) HindIII-EcoRI; g} SalI-BglII; h) HindIII-
Sall; vy i) EcoRI-PstI.  El experimento muestra como los sitios
mas cercanos gue flanquean la gene son los de BgllI. N
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en maxicelulas, de las proteinas
_marcadas n azufre-35 de 1los fagos lambda VFC1 y VFC2.
Autprradicirafia de la electroforesis en gel de poliacrilamida=~
SPDS  al 15%: a) marcadores de peso molecular; b) fago lambda
VFC1; ¢} fago lambda VFC2; d) fago vector lambda 1059; e) y f)

s

enros fages recambinantes como ceontrol.



BUBCLONACION DEL GENE gmpC DB gaimenmila SyRbi.

A partir del DNA del fago lambda VFC1L se burifiﬁo el fragmento de
5.0 Kpb que se ganera en una digestiéa con BglIl vy que.‘ por
hibridizacién, se observé que contiene completo al gene ompC de S.
typhi. Este fragmento se purificé a partir de.un gel de agarosa de bajo
punto  de fusion (ver métodos). El inserto se subclond en el plasmido
pBR322 (5), el cual confié;e' resistencia a tetraciclina (Tc) vy
ampicilina (Ap) a la cepa de E. coli que lo contenga. La estrategia de
clonacién consistié en ligar, mediante la enzima ligasa del fago T4, el
fragmento de 3.0 Kpb de §. typhi al vector previamente linearizédo con
BamHI f{enzima que.~genera extremos .cohesivos compatibles con los de -
gglII) y desfosforilado en este sitior;on la enzima fesfatasa alcalina
(BAB), '

La desfosforilacion evita que el‘plésmido se ligue sobre si mismo

al remover los grupos fosfato ubicades en posiciéon 5°'; de tal forma que

o -la- i recirculsrizacion . del plasmido e6lo se logra mediante. | la

'incérpbracion de un fragﬁento_de DNA que no haya 'side tratado éon ésﬁa_
enzima. ‘Ei sitio de BamHI en el pBR322 es uUnico y se encuentra‘ dentro
" del geﬁe que confisre la resistencia a T¢ (ver figura 5'), pof tanto
- los blasmidos recombinantes confieren résistenciaia Ap & sensibilidad a
Te, al interrumpirse el gene de esta resistencié por la c¢clonacion en
'ggmﬂl. Esta caracteristica permitio que, ‘cuando la mezcla -ée la
‘reaccién de ligasa fue utilizada para transformar célulag cdmpetentés;
de la cepa de E.coli HB10l, 1las células transformadas con plasmidos
recombinantes ‘pudieran ser seleccionadas. Eéto se hizo mediante 1la

resiembra de las c¢lonas que adquirieren la resistencia a Ap,

‘aproximadamente 200, en maedio con Tc. De este modo se pudo diferenclar
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aquellas clonas sénsibles a Tc (lo que indicaba que posiblemente tenian
el inserto de interés) de aquéllas que a pesar de ser resistentes lo
eran debido 2 que contenian pBR322 que no se digirid; o bien que no se
desfosforilé y que al religarse transformé células competentes.
Simultaneamente, el inserto de 3.0 Kpb fue digerido con las
enzimas de restriccioén Clal y Pstl para determinar si existian sitioes
para estas enzimas dentro del. fragmento. El1 resultado indicd 1la
presencia de dos sitios para Clal y uno para Pstl. Con este se pudo
contar con dos enzimas que podian corroborar la exisﬁencia'del inserto
en los plasmidos que resultaran p;sibles clonas positivas. De esta
transformacién se aptuvieron cuatro clonaf sensibles a Tc, las cuales
fueron amplificadas en LB mas Ap pafa purificacisn rapida de plasmido
(ver métodos). , Los cuatro plasmidos flUeron digeridos con Clal y Psti;
esperando que en aquel pléasmido que tuviera el inserto correcte (Clal
generara tres bandas de restricci6n: una de un tamafic aproximado de 7.0
kab k4.363 pb del vector méds 3.0 Kpb del inserto) y dos fragmentos muy
éequeﬁos. Similarmente“ con gégl se esperaban dos bandas‘ de
restriccién, ya que tanto el vector como el inserto contienen un sitié
cada uné. En la Fig. 17 se pdede ver que.solamente una de las cuatro
¢lonas -contenia el plasmido deseado ya que las otras tres tienen un
tamafio  gimilar al del pBR322 (los fragmentos pequefios generados con
Clal no se alcanzan a apreciar). Esto hace pensar qué la sensibilidad a
Te haya sido efecto dekalguna delecién originada por exonucleasas en el
plasmido lineal antes de circularizarse sobre  si mismo, lo -que
interrumpié la fase en el gene que confierg la resistencia a Tc.
Con el proposito de comprobar que el plasmido de 7.4 Kéb portaba
el gene parcialmente homdlogo al gene ompC de E.coli, se cortd DNA de

este plasmido y se hibridizé contra el fragmento de 1.0 Kpb de=l  pMY1il
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FIG.17.~- Patrén de restriccidn del DNA de los cuatro plasmicdos aislados
a partir de 1los transformantes sensibles a  tetraciclina;
analizados por electroforesis ¢n gel de agarosa tefiido con
bromuro de atidio. Carriles b,d4,f v h! Clal v ¢,e,8 e 1) Pstl;
plasmido L (b-c}; 2 td-e); 3 {(f-g); y 4 (h-i). Obsérvese que
s6lo 21 plasmidc 4 es de mayor temafic. a) lambda HindIII como
marcador de peso molecular.



que . va de HindIII a Scal y que ‘contiene unicamente la secuencia que
codifica para este gene én E.coli. La hibridizacién se hizo en
condiciones severas; 504 formamida a 42° C y lavados hasta 0.1XSS5C a
659 c. El resultado de este experimenﬁo, Fig. 18, indicéd que
afectivamente el plasmido creado contiene el gene ompC de §. typhi. Este
plasmido se denomind pVF27.

El pVF27  se utilizdé para yransformar la capa de E.coli P678-54
productora de minicélulas. Este sistema permite observar unicamente la
expresién de proteinas codificadas por el'plésmido (ver  métodos). La
Fig. 19 muestra el resultado de eséé ansayo,'donde podemos observar que
ademas ‘de los productos del gene para la fesistencia a Ap (diferentes
formas de lalﬁ»lactamasa con un PMA alrededor de 28 Rd) se groducen dos
bandas mas, una de aproximadamentd 38.5 Kd y otra un poco menss
abundante de aproximadamente 39,5 Kd. Estas dos proteinas migran dentro
del rango del peso molecular aparenté en 21 que lo hacen las porinas de

El hecho de gque se produzcan dos bandas puede deberse a la

2]
O
O
ot
1

presencia dé gran cantidad dé; péptido precurser que no se alcanza a
pfocesar débido a la sobreexpresion del gene.

Finalmente, en estudios posteriares.en nuestro  laboratorio, se
_generé el mapa de restriccidn para una seéie de enzimas que se nmuestra

an la Fig. 20.
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"FI6. 18.- Hibridizacién - del DNA del plasmido cuatro digerido con ¢lal
(carril h) y PstI (carril i) contra el fragmento de 1.0 Xpb
del pMYill, Carriles h e i de la figura 17.



FIG. 19.~ Analisis 4= las proteinas, marcadas con azufre-35, codificadas
por 2l plasmido pVF27 (antes plasmidas 4) en minicélulas. La
figura muestra la autorradiografia de la electroforesis an gel
de polliacrilamida-3p3 al 15%. <Carril a) marcadores de peso
molecular; b} plésmido pVF27; v ¢ plagmido vector pBR322,
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2 restriccién del plasmidoe pVFZ?.

FIG. 20.- Mapa d
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CONCLUSION Y DISCUSION

han

e

 Basados en que los genes ompC, ompF, ompA y phoE de E. col
sido aisladeos y caracterizados, vy en @l parent2sco entre esta bacteria v
S. Ezgﬁg, ambas pertanecientes a la familia Enterobacteriaceae, en este
trabajo fue utilizado el gene ompC de E. coli come detector hetertlogo
de hibridizacién. Se asumis que entre el gene de anmnbas bacterias
existirian regiones de l;' secuencia nucleotidica conservadas y
variables, 1lo cual se ha observado para el gene ompA de cuatro
enterobactarias diferentes (22). | ‘

EL gene ompC de S. typhi fue localizado en DNA total digefido son
Bglll, ‘enzima que¢§enera Qna banda de aproximadamente 3.0 kpb como se
nuestrs eﬁ la figura 9. Este experimento muestra de manera clara la
existencia de uha secuencia muy parecida a la que porta el detector, vya
que las condiciones de hibridizacién y lavado ns permiten facilmente la
formacibn de hibridos 1inespecificos o que no conserven un buen
porcentaje d? homologia. Ademas, la presencia de una banda unica, de
fuérte sefial -radiocactiva, indica que no existen otras secuencias
parecidas vy que el fragmento identificado contiene la contraparfe del
gene de E. coll. '

Contando con un patrén 2 segulr, se emprendié la busqueda de saste
fragmento dentro del banco de fagos, inlciando con doce agrupaciones de
cien fagos diferentes cada una. Bl total de fagos utilizados representa
poco'mas de cuatro veces el genoma completc de §. typhi, asumiendo que
este es‘de un tamafic similar al de E. gg;;; lo cual da una probabilidad
del 99% de encontrar casi cualquier gene clonable dentro del banco (11).
El DNA de las agrupaciones fue apalizado por elactroforasis y Southern.

De este experimento se generaron varias bandas de hibridizacién laz
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cuales en su mayoria fueron caracterizadas come producto de falsos
positivos - (datos no mostraaos). Este fendmeno sé produce a causa de la
hibridizacién de wuna region que conserva homologia entre el vector
pBR322 (el cual contiene la sonda utiliza&a) y fagos' que presentan
rearreglos en el fragmento dispensable y que por tanto escapan del
sistema de seleccién positiva de recombinantes en la cepa Q359 ({ver
introduccion). La banda no correspondiente a un falso positivo tenia
tamafio similar a la observada en el genoma, por lo qﬁe esta agrupacion
fue seleccionada para continuar el trabajo.

7 Al hacer nuevas subdivisiones de menor numero dé fagos, con la idea
de ir enriqueciendo la clona de interés, la hibridizacion no generé la
seffal Bus;ada. Este resultado inesperado nos llevo a plantear 1la
posibilidad d% que los fagos recombinantes que‘ portaran genes que
tuvieran niveles altos de expresién, como lambda VFCl, resultarian poco
viables. Esto debido a la muerte dei huésped (por sobreacumulacidn del
producto. acaparamiento de‘ribosomas para sintesis de proteinas, etc.)
antes de que se cumplie}a totalmente el c;clo litice delv fago en
cuestién. Por 1lo tanto, ante la competencia de fagos qua se
multiplicaran mas favotablementé. lambdé VFC1 se diluiria entre la
péblacién total y su sefial en la hibridizacion seria casi nula. Este
fenémeno también pudo haber sido la razén’para la presencia de una sefial
fan débil en el primer experibento (fig. 10 A).

Basados en lo anterior, se diseiid la estrategia descrita en los
resultados, con la cual cada fage creceria de manera independiente sin
competir con otfos fagos. Esto ademas permitié hacer un uso mucho mas
eficiente del banco, de tal manera que ahora resulta mas rapido

localizar las clonas que porten alguna secuencia de interes,
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A partir de aqui la sefial producida por 21 fragmento de 3.0 kpb se
fue haciendo mas intensa hasta que dos clonas fueron aisladas (Fig. 14
A). Ambas contien=n esta secuencia, la cual durante los ultimos
experimentos fue detectada utilizande como sonda el fragmento del pMYiil
(Scal-HindIIT) que contiene unicamente el sgene estructural de la
proteina Omp C de E. ¢oli. Esto apoyaba'nuevamente que las clonas
aisladas contenian el gene correspondiente de 3. typhi. Es importante
recalcar que los datos generados por hibridizacidén no concluyen de
manera contundente que uno obtiene lo gque espera, pero. an el caso de
estos experimentos, la ausencia .otras sefiales v la intensidad de 1a
sefial  obtenida pergjten pensar que no se‘trata de un gene lejanamente
parecido, sino uno que conserva regiones muy homoélogas. A nivel de
aminodcidos Su.funcidn también pudiera ser similar; perc tambien cabe 1la
posibilidad de que la parte variable les confiera funciones diferentes.

Los estudios posteriores se enfocaron en caracterizar el producto
codificado por onpC de S. ‘gggg; (fig.16 vy 19). En un estudio se observo
la expresioén: de todas las proteinas codificadas por el fago lambda VFC1,
en comparacién a las del fago vector; vy an otro se analizaron las
proteinas codificadas por el plasmido pVF27, el cual se construyd
subclonando el fragmento de BgllIl de 3.0kb en el pBR322Z. En ambos casos
se pudo observar la expresion de una proteina de aproximadamente 38.5kd,
la cual migra con un peso molecular aparente similar al de la proteina
Omp C de E. coli en un gel de poliacrilamida. Lo anterior fundamenté mas
la posibilidad de contar con un zene de S. typhi para una proteina de
membrana externa, en este caso Omp C.

Es interssante conentar, basados en estos resultados, que es
posible expresar genes de §. typhi 2n E. ¢oli v, por otro lado, que los

niveles de expresién de la proteina Omp C d¢ §. typhi en este huésped
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son muy altos (hecho que no concuerda con lo esperado para_una proteina
que en E. coli se osmoregula). Ello nos sugiere que las sefiales de
ragulacion del huespead no son reconocidas por el gene clonado; o queken
S. typhl la proteina no se regula bajo las céndiciones de osmolaridad.
Esto resulta altamente espaculativo aunque seria de gran interés; ya que
si 1la proteina se encuentra presente =n la bacteria en cualquier
condicién de crecimiento, eszo la postula como un buen candidato para
ser unh - antigeno Importante, va que pudiera tener alguna funcion
indispensable para la ceélula. Ademds, ello muy probablemente nes
indicaria 1la existencia de una vagiabilidad importante entre los gsnes
de estas dos bacterias.

Esfos postulados, junto con estudios postericres como la
caracterizacién de 1la secuencia del“gene v de la estructura de su

L}

producteo, sin duda aportaran informacion importante para atacar 2sTa
enfermedad. ° Esto permitira, mediante la identificacisn de zonas
variables con respecto a otras enterobacterias, disefar sistemas de
diagnéstico que puedan reconocer el asente»cagsal de la fiebre tifcides
de manera especifica y réapida, Esto se lograr:ia a partir de DNA
utilizando oligonucleotidos que correspondan a las regiones variables
del gene, como detectores en pruebas flourescentss o colorimétricas; o
mediante 1la utilizacién de los anticuerpos monoclonales para reconocer
el antigeno en suero o 2n heces fecales, por ejemplo. La justificacién a
todo esto es gue actualmente no se cuenta con sistemas de diagnédstico
que no generen respuestas inespecificas, como las raacciones febriles; o
que no sean tan agresivas como el muestreo de médula osea, que ademas es
muy lento.

Por ultimo, hablar de vacumas &5 un tema muy delicadeo vy

pretencioso, ya que es dificil pensar que un sc¢lo antigeno pueda
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conferir proteccién contra una enfermedad. Sin embarge, si se puede
discutir la posibilidad de que una proteina que muestra ser un antigeno
importante, vya sea por su abundancia (como es el caso de una PME como
Jmp €)Y o  por la respuesta inmune que genera (lo que tambi4n ha sido
obsarvado para las PME), pueda llegar a formar parte de un conjunto da
antigenos  que confieran protaccisn. De tal manera podria constituir

parte d= una vacuna acelular.

o
[»)
w

estudios para este gens y su producto se estan iniciando, vy
nabran de canalizarse on la secusnciacidn del gene y de la proteina, vy

2n el a2studio de sus caracteristicas iamunogenicas.

&
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~-d
-DNA
-D.0O
-EDTA
-kd
~kpb
-LPS
~MmA
-mM
-ME
-ug
~ul
-nm
-pb
-PM
-PME
32
- P

 -rpm

-Sbs
-TAE

-Tc

Ampicilina

dalton(es)

Acido desoxirribonucleico
Densidad 6ptica
Etilen-diamino tetracetato de sodio
Kilodaltones

Kilopares de bases
Lipopolisacarido

Miliamperes

Milimolar

Membrana externa
Microgramo(s)

Microlitro(s)

Nanometro(s)

Par(es) de bases

Peso molecular

Proteinas de membrana externa

Isétopo radiactivo de fésforo -
Revoluciones por minuto
Dodecil sulfato de sodio
Tris-acetato-EDTA
Tetraciclina
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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. colf
ompC codes for an outer membrane pore protein (porin) that is induced preferentially at high osmolarity and
high temperature, The S. yphi 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. fyphi outer membrane protein which
was expressed both at low and high osmolarity in vivo,

INTRODUCTION

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

Correspondence ro: Dr. E, Calva, CEINGEBIJUNAM, Apdo.
Postal  510-3, Cuernavaca, Morclos 62271 (México)
Tel. {52)(73)17-27.99. .-

Abbreviations: bp, base pair(s); kb, 1000 bp; ompd, gene coding
for OmpA; OmpA, outer membrane structure protein; ompC,
gene coding for OmpC; OmpC, outer meribrane pore protein
{porin); ompF, gene coding for OmpF; OmpF, outer membrane
pore protein {porin); PAGE, polyacrylamide gel elcctrophoresis;
SDS, sodium dodecyl sulfate; phok, gene coding for PhoE;
Phol., outer membrane pore protein (porin); SM, stabilizing
medium, see MATERIALS AND METHODS, section d; SSC,
0.15 M NaCl-1.015 M Na citrate pH 7.6, TAE, Tris-acctatc.
EDTA clectrophoresis 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. Zphi,
the causal agent of typheid 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 fimited protection and cause adverse side
cffects (Tapa and Cvjetanovié, 1975). An attenuated
live cell vaccine, consisting of strain Ty21a, although
without side- effects, provides variable protecﬁon.
Also, present diagnostic methods are not sufficiently
fust and reliable (Edelman and Levine, 1986).

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

0378-1119/87/30).50 © 1987 Elsevicr Science Publishers BV, {Blamedicat Division)
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porin elicits delayed-type hypersensitivity (Udhaya- -

kumar and Muthukkarupan, [987b). In addition,
patients with typhoid fever generate antibodies that
recognize S. typhi outer membrane proteins (Calde-
" ron etal, 1986), Thus, outer membrane proteins
could serve as protein antigens in & cellular or
acellular vaccine, or in a rapid diagnostic assay.
E. coli outer membrane proteins have becn 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 proteins similar
to those found in £, colf; although their correspond-
ing pore sizes appear to. be 4arger (rcviewed by
Nakae, 1986). So far, the genc 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. typhi outer membrane proteins
has been reported so far. A purification scheme,
some physicochemical properties, and a hemolytic
effect have been described (Calderon et al., 1984).
Bascd on-the fact that Gram-negative bacteria
contain porins with similar characteristics to those
found in £. cofi (Nikaido and Vaara, 1985), we have
undertaken the task of identifying, isolating and
characterizing the genes for S. typhi outer membrane
proteins using E. colf porin genes as heterologous
probes. In this paper we describe the isolation and
initial characterization of an ompC-like ovter mem-
branc protein gene from S. typhi.

MATERIALS AND METHODS
() Strains and plasmids

S. typhi IMSS-1, a 9, 12, d, Vi serotype clinical
strain isolated from a patient with typhoid fever, was
kindly provided by Dr. J. Kumate and coworkers
from the Instituto Mexicano del Seguro Social,
Mexico City. S. typhi strains Ty2 and Rawlings (both
of scrotype 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, rcspectively).
Seventeen S. fyphi 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 4105%
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. cofi
ompC was kindly supplicd by Dr. M. Inouye; plas-
mid pBR322 (Bolivar et al,, 1977; Balbas etal,
1986) was a gift from Dr. F. Bolivar,

{b) Construction of a Salicaclia syphi gene Hbrary .

S. typhitotal 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 BamH1 sites of bacteriophage 11059
as described by Karn et al. (1980). Recombinant
phages were generated by in vitro encapsulation,
using commercially available packaging extracts
(Packagene, Promega Biotec, Madison, WI) and
plated onto £, coli Q359.

(c) DNA hybridization

Plasmid pMY11{ was used as a heterologous
probe. It was purified following standard procedures
(Bolivar and Backman, 1979), and labeled with
[a-"?P}dCTP (> 3000 Ci/mmol; Amersham Inter-
national, Amersham, U.K.) to 10* cpm/ug using a
conmercially available nick-translation kit (Amer-
sham International, Amersham, U.K.). Total ge-
nontic S. fphior recombinant bacteriophage A DNA
was digested using restriction endonucleuses (Pro-
mega Biotec; Madison, W1). The resulting fragments



were separated by agarosc gel electrophoresis and
Southern-blotted  onto nitrocellulose  filters
(Schicicher & Schuell, Keene, NH) (Southern,
1975). Unless otherwise stated, the filters were pre-
hybridized for 1 h at 42°Cin 6 x 8SC, 10 x Dea-
hardt’s solution (0.2% each of Ficoll, polyvinyl
pyrrolidonc and bovine serum atbumin), 0.1 mg/mi
of sonicated calf thymus DNA and 409, formamide,
They were hybridized with I miflane of the same
solution plus 0.1% SDS, 1.0 mM EDTA and 10¢
cpm/m} of labeled plasmid at 42°C for 18 h. Subsc-
quently, the filters were washed four times, 15 min
each, with | x SSC at 65°C, dried, and exposed for
autoradiography to Kodak X-OmatK film using en-
hancing screens.

(d) Screcning of the bacteriophage gene 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
cluted with SM (0.1 M Tris-HCI pH 7.9, 0.15 M
NaCl, 0.0} M MgCl,, and 0.1% gelatin). Aliquots
from six pools were used for infecting 200 mi 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 witha

3?p-labeled pMY11L 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 individuat pools and from
individual bacteriophage.

This screening strategy allowed for the adequate
representation of slow-growing bacteriophages and
the probing of S. yphi 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 41059 DNA (Schoenberg, 1984).

(e) Plasmid subcloning and minicell analysis

Standard procedures (Maniatis ct al., 1982) were
followed for subcloning DNA fragments from rec-
ombinant bacteriophage 21059 into pBR322; and
for subsequent transformation into £, coli HB101 or

7

the minicell-producing E. coli P678-54. Minicells
werc 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

(a) Isolation of the Salmonella 1yphi bmbC-like
gene .

Plasmid pMY 111 hybridized to a 3.0-kb band of
S. typhi genomic DNA cleaved with Bgllt (Fig. 1).

. This was nol observed when pBR322 vector or other
" E. coli outer membrane protein genes (ompF, ompA

and phoE), werce used as probes (not shown).
Screening of the S. typhi genomic library gave two
recombinant bacteriophages which carried the 3.0-
kb Bgill 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 ¢). S C
One phage, AVFC|, 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 minicelis were labeled with
[**S Jmethionine, subjected to SDS-PAGE, and .
analyzed by autoradiography (Fig. 3B). Plasmids
pVF27 and pVF271 produced a very intense 38.5-
kDa protein and a less inteénse 39.5-kDa protein, The
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Fig. 1. Autoradiograph of the hybridization of (2, b) *2P-labeled
plasniid pMY 11 (carrying E. coli ompC) to Southern blots of
total genomic S. typhl DNA (3 pg) cut with Bglll (lane a) or
Bglll + BamH1 (lane b); and (c, d) of the HindIH.Scal 33p-
labeled fragment from pMY 111 to purified recombinant phage
AVFCl (lane c)and AVFC2 (lane d) blotted DNA (1 pg) cut with
BgllL. DNA M, markers are indicated in kb, and correspond to
wild-type A DNA digested with Hindlll. Electrophoresis was
done ut 100 V for 2 h through 1% 1.5-mm thick agerose gels in
TAE buffer (40 mM 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® cpmjug of DNA.”

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/l1 band were hybrid-
ized to the purified HindllI-Scal fragment of
pMY 111 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 carrics
the S. iyphl ompC-like gene. The insert DNA is shown as a heavy
line; the thin line represents pBR322 vector DNA. When the
3.0-kb Bg/lt fragment from AVFCI is ligated to the pBR322
digested with BamlHl, both restriction sites are lost in the
recombinant plasmid pVF27, The scale is in Kb,
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"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
pictured to the left of the Asull site or to the right of
the Hpal-2 site. Thercfore, considering that the
ompC-like gene is located towards the left side of the
3.0-kb Bg/II 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. gyphi ompC-like gene withiits
counterpart in E. coli (Mizuno et al., 1983) reveals
the conservation of the Pstl, Prull, and Scal restric~
tion sites in the structural gene, In contrast, there are
two Hpal sites in S. fyphi that we absent in E. coli.
Sites for EcoRI and Bglil in E. coli are missing in
S. typhi,
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Fig. 3. Analysis of plasmid pVF27 and its products, (A) Diagrams of plasmids pVE27 and its derivatives, pVF271, pVI274, and pVF275,
The S. typhi DNA inserts are shown as thick lines; thin Jines represent pBR322 DNA. DNA that is missing in cach plasmid is shown
as gaps. Plasmids coding for the OmpC-like protein arc indicated with an OmpC* symbol. Delction mutant plasmids of pVF27 were
constructed digesting purified pVF27 DNA with Asufl + Clal, Prull, or EcoRY, After subsequent ligation of the lacgest puritied fragment
of each restriction pattern, the DNA preparations were transformed into strain HBIO1, selecting for ampicillin-resistam colonies.
Plasmids pVF271, pVF274 and pVF275 were sclected for further characterization in minicell-producing £, voli P678-54. Sites for Asull
and Clal are lost in pVF271, Pl and EcoRV sites are regenerated in pVF274 and pVEF275, respestively. (B) Autoradiograph of

_ 1S-labeled proteins produced in minicells containing plasmids pVF27 (lanc a), pVF271 (lane b), pVF274 (lane ¢), and pVF275 (lane
d). The apparent protein M,s are indicated in kDa; BL represents the f-actamase plasmid products. Experimental details were as
described in MATERIALS AND METHODS, scction e. Briefly, minicells carrying cach plasmid were purified by centrifugation through
20%, sucrose geadients: then, plasri\id~spcciﬁc products were pulse-labeled with 2.0 ¢Ci of [ 3*S}methionine { > 800 Ci/mmol; Amersham
International, Amersham, 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%; bromophenal blue; boiled (95°-~100°C) for 'S min and then analysed by 0.12, SDS~-15°, PAGE at 40 mA for 4 h; the
gel was dricd and cxposed to x-ray film,
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membrane envelope of S. 1yphi (Fig. 5, lanes a and
i b), it can be obscrved that the ompC-like gene
( 4 - product (lanc c) comigrates with a 38.5-kDa protein,
Patl 8 which is expressed under low and high osmoiarity
-
1
1
!
§

.4 A X conditions. This may indicate that regulation of the
OmpC-like protein in S. typhi differs from that in
E. coli since the latter is preferentially expressed at
high osmolarity (Hancock, 1985). In contrast, the
presence of a 37-kDa protein in the outer membrane
* - of S. typhi is almost completely repressed at high

EcoRV -4 . ohi 15 epre ‘
Fig. 4. Restriction map ofthe 3.0-kb B/l insert of S. yyphi DNA osmolarity (Fig. 5, lane a), behaving in an E. col

contained in pVF27. The segments that hybridize with the OmpF-like manner.
Hindli1-Scal fragment of pMY 111 (E. colf ompC) are indicated
with asterisks, -
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Fig. 5. Electrophorctic pattern of Coomassie briltiant blue-stained outer membrance protcin preparations, separated by 0.1% SDS-15%
PAGE, from: S. typhi IMSS-1 grown in nutrient medium in the presence (lane a) or absence (lane b of 209, sucrose; E, coli HBI0L
(fancs d, ¢) and P678.54 (anes f, g) grown in nutrient medium in the absence of sucrose carrying (lanes d, ) or not (lanes ¢, g) plasmid
pVF27. Lane ¢ corresponds to a total cell extract of E. coli P678-54 minicells harboring pVE27. The outer membrane protein preparations
were obtained as follows: cells were grown to late logarithmic phase at 37°C in the appropriate cullure medium. Cells were washed,
resuspended in 10 mM Na, HPO, (pH 7.2) and disrupted by sonication. The membrane fraction was recoveted 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). ARer
incubation at 37°C for 15 min, the Triton X-100-insoluble fraction was recovered by centrifugation at 40000 rev,/min for 30 min. This
pellet was finally washed in 10 mM Nu,HPO, (pH 7.2) and resuspended in 1% SDS, 1%, f-mercaptocthanol, 10 M urea, and 0.005%,
bromophenot blue. It was boiled for 5 min and analysed by 0.1 7, SDS-15%; PAGL 01 40 mA for 4 h. Protein molccular weight markers
arc indicated in kDu; 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-like protein,



SDS~PAGE analysis of the outer membrane pro-
teins, purified from the two £, cofi strains containing
pVF27(Fig. 5, lanes d and f), showed that the cloned
38.5+kDa OmpC-like protein s 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. typhi- protein, still -

carrying the uncleaved leader sequence. In E. coli,
the S. yphi OmpC-like protein appears as onc of the
most abundant outer membranc proteins (Fig. 5,
lanes d and f); interestingly, the presence of some
endogenous proteins is lowered as compared with
Fig. 5, lanes ¢ and g. This might be due to the fact
that thecloned 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-

abcd
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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 ¢xpressed 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 S. yphi and S. fyphimurium reference strains

f g h i

Fig 6, Autoradiograph of the hybridization of the S. iyphi *?P-labeled St -Asu il fragment from pVF27 to Southern blots of Bgfil-cut
DNA from: . typhimurium strain CDC6516-60 (lanc a); S. typh! clinical isolates MK20 {lnne b), MK24 (lanc ¢}, MK27 (lane d), strains
IMJS-1 (lane c), Ty2 (lanes 1, i) and Rawlings (lane y); and E. coli Q359 (fane h). Lanes a-p contain 3 pg and lanes h-i 6 pg of DNA,
Experimental details were as deseribed in RESULTS AND DISCUSSION, section d, Electrophoresis and transfer of the gel were done

as described in the legend o Fig. 1. Hybridization was done with 5.x 10* cpmylane in a soluti ining 0.1 M Na,HPO,-NaH,PO,,
(PH 7.5, 5 » S8C, 10 % Denhardt's solution (sce MATERIALS AND METHODS, section ¢) and 100 g/ml of sonicated calf thymus
DNA, at 65°C for 18 h; then washed down to 0.1 x $SC, 0.1, SDS at 65°C und exposed for autoradiography to Kodak X-OmatK
flm using enhancing screens. ' :
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(see MATERIALS AND METHODS, section 8). Repre-
sentative hybridizations, to illustrate this point, are
shown in Fig, 6. Hybridization of the S. typhi ompC-
like gene probe was donc under stringent conditions
(0.1 M Ng,HPO,-NaH,PQ,, pH 7.5, 5 x §8C,
10 x Denhardt’s solution, 100 xg/ml sonicated calf
thymus DNA, 65°C, 18 h; with washes down to
0.1 x SSC, 0.1% SDS, at 65°C); interestingly, no
signal is obtained with E. coli DNA (Fig. 6, lane h).
It remains to be seen if the regions corresponding to

" exposed epitopes are conserved among the various

S. typhi clinical isolates,
{¢) Conclusions

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 unequivocatly establish their
identity. Knowledge of -the nucleotide sequence of
the structural ompC-like gene should confirm the
gene-product relz\uons!up.

Learning about outer membrane protein gene
structure and function should allow the identification
of exposed epitopes in the protein products (Freud!
and Cole, 1983; Freudi et al., 1986), and in determin-

" ingifany of thetn are species-specific. The possibility

of averexpressing the onter 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 biotécfxnological applications,

‘we aré intcrested in exploring the role of 8. yphi

OmpC protein in the humoral and cellular immuniiy

_events, of typhoid fever,
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