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RESUMEN 

BALCAZAR QUINTANA, JAVIER DETERMINACION DE LA EXISTENCIA DE UN 

GENE PARA UNA ENTEROTOXINA LT-like EN Salmonella gallinarum.(BAJO LA 

ASESORIA DE: DR. VERDUGO RODRIGUEZ, A., DR. SUAREZ GüEMES, F., 

DR. QUINTANA LOPEZ, J.A.). 

La tifoidea aviar, ocasionada por Salmonella gallinarum, es una de las enfermedades que 

provoca mayores pérdidas econónúcas a la industria avícola mexicana. Los mecanismos 

moleculares mediante los cuales Salmonel/a desencadena la enfermedad, no se han 

descrito con exactitud. En el presente trabajo se deternúnó la existencia de un gene para 

una enterotoxina LT-like en S. gallinarum. La detección se llevó a cabo utilizando 

oligonucleótidos o primers sintetizados a partir del plásnúdo pEWD299 que contiene los 

genes elt A y elt B, que cod.üican para las subunidades LT A y LT B que constituyen la 

enterotoxina termo-lábil (LT) de Escherichia coli enterotoxigénica. Mediante la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), los primers del gene elt A amplificaron 

fragmentos de ADN de S. gallinarum cepas FV A-1 y FVB-383, S. pullorum ATCC 10398, 

S. worthington y S. enteritidis. El producto amplificado fue hibridado con ADN, cortado 

con Hindm, de S. gallinarum, mostrando un reconocinúento con bandas de 20 kb y 3.6 

kb. En S. pullonim el reconocimiento fue a nivel de 15 kb y 3.6 kb. El producto de PCR 

obtenido a partir del DNA de S. gallinarum fue secuenciado, y el alineanúento 

nucleotídico entre el fragmento estudiado con el gene elt A y con el gene ctxA de Vibrio 

cholerae, mostró una sinúlitud del 95% y del 83% respectivamente, núentras que la 

secuencia deducida de anúno ácidos mostró una similitud del 88% con LT A y del 91 

% conCT A. 
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INTRODUCCION 



Dentro de las áreas de producción pecuaria la avicultura es la más dinámica y 

tecnificada, pero también una de las más susceptibles a pérdidas económicas por 

pre>blemas sanitarios32• 

En este aspecto, las bacterias del género Sa/monella son de los agentes etiolólogicos 

que mayores problemas ocasionan4.3°.32• 

El género Salmone//a pertenece al grupo de bacterias Gram-negativas que se 

incluye en la Familia Enterobacteriaceae y en la tribu Salmonellae4
• Este género comprende 

aproximadamente 2,200 serotipos,25 de los cuales, los de interés en la industria avícola 

se pueden dividir en 2 grupos principalmente: el primero, de las salmonelas inmóviles, 

representado por Salmone/la gallinarum, productora de la "Tifoidea aviar" (TA) y S. 

pullorum productora de la "pulorosis" o "Diarrea blanca bacilar". Al segundo grupo 

pertenecen las salmonelas móviles donde las cepas de mayor incidencia son S. 

typhimurium y S. enteriHdis, las cuales producen las paratifoideas en las aves y 

"Salmonelosis" o "envenamiento por alimento" en el humano32• 

S. gallinarum ha venido ocasionando grandes pérdidas económicas a la avicultura 

a través de los años. Este problema, lejos de solucionarse se propagó en casi todo el país, 

tanto a nivel de reproductoras pesadas y semi pesadas, como de ligeras32• Por lo anterior, 

en 1980, se constituyó la campaña contra la salmonelosis aviar con la entonces Dirección 

General de Salud Animal, la cual se ha enfocado a la prevención, control y erradicación 

de la TA2• 
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TIFOIDEA AVIAR 

La tifoidea aviar (TA) es una enfermedad septicémica que afecta principalmente 

a pavos, gallina doméstica, codornices, faisanes y gallina de guinea. Se encuentra 

diseminada en todo el mundo, estando en la actualidad prácticamente erradicada de 

EUA, Canadá y algunos países de Europa19.30.32• 

Etiologfa 

El agente etiológico de la TA es S. gallinarum o llamado recientemente S. cholerae 

suis serotipo gallinarum26• Es un bacilo Gram-negativo que mide 1-2 µm de longitud y 

1.5 µm de diámetro, no esporula, no presenta cápsula, y es Inmóvil. Es una bacteria 

anaerobia facultativa, que crece a 37 C formando colonias pequefl.as, circulares y lisas. 

S. gallinarum posee los antígenos somáticos (O) : 1,9,12. 

Propiedades bioquímicas 

Metaboliza los siguientes compuestos: arablnosa, dextrosa, galactosa, manito!, 

manosa, ramnosa, xilosa, fructuosa, maltosa, dulcitol e isodulcitol. 

Las sustancias que no fermenta son: lactosa, sacarosa, glicerol, salicina y sorbitol. 

No descarboxila la ornitina, no forma indo!, no hidroliza la urea y los nitratos los reduce 

a ni tritos4• 

Transmisión 

Su principal forma de transmisión es vertical o transovárica y se origina por la 

Infección del ovario, que es uno de los sitios predilectos de colonización de S. gallinarum. 

Sin embargo, la transmisión horizontal, de ave a ave por cohabitación o mediante 

material contaminado y por transmisores mecánicos como ratas, aves de vuelo y moscas, 
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juega un papel importante en la presentación de la enfermedad4•19.30.32. 

Su período de incubación es de 4-5 días dependiendo de la susceptibilidad del 

huésped, as( como de una diferencia de virulencia observada entre las cepas19.30. 

El curso de la enfermedad es de 5 días4• En las parvadas de aves que nacen 

infectadas el curso es de 2-3 semanas, con una tendencia a recurrir3°. 

Signos clfnicos 

Disminución o cese de la postura, disminución del consumo de alimento, fiebre, 

diarrea verde-amarillenta, debilidad; frecuentemente aparecen crestas y barbillas pálidas 

producto de una anemia hemolítica, la cual puede deberse a que la endotoxlna de S. 

gallinarum, induce una modificación de los eritrocitos in vivo y éstos son destruidos por 

el sistema reticuloendotelial30.33
• 

En la fase aguda de la infección algunas de las aves pueden morir entre los 4-10 

días de la enfermedad33• En los pollitos que adquirieron la infección transovárlcamente, 

la enfermedad se presenta con mayor severidad. Algunas aves muestran empastamiento 

fecal en la cloaca o bien un excremento rico en uratos debido al proceso de 

deshidratación. Tambien existe apatía, anorexia, plumaje erizado y una mortalidad del 

5-50% o más, la cual se incrementa después del 5° día de edad, alcanzando su máximo 

alrededor del 10 dia para luego declinar4.:io.:n. 

Las aves en desarrollo a veces no presentan signos clínicos, ésto se debe a que la 

bacteria permanece en estado latente, pero al iniciarse la postura S. gallinarum emprende 

un proceso de rápida multiplicación, donde las aves enfermas morirán después de pocos 

días del inicio de los signos30.33• 
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Lesiones 

Las lesiones más frecuentemente observadas son: bazo e hígado aumentados de 

volumen con necrosis multifocal, la superficie del lúgado después de una exposición al 

aire por un tiempo corto, generalmente muestra un resplandor verde bronceado19; en 

corazón, molleja y pulmones se pueden presentar nódulos blanquecinos; retención y 

descomposición de saco vitelino; placas blanquecinas (por hiperplasia linfocitaria) con 

engrosamiento de la mucosa intestinal, hemorragias intestinales, peritonitis, pericarditis; 

los folfculos ováricos están hemorrágicos, deformes y pendulosos, descoloridos o de 

color verdoso o negruzcos; y congestión renal. 

Las lesiones microscópicas son: hepatitis parenquimatosa necrosante, Wartos con 

necrosis fibrinoide y esclerosis del miocardio, así como múltiples focos de inflamación 

y necrosis en muchos órganos y tejidos30.31• 

La patogénesis de la enfermedad no se ha estudiado a nivel molecular. Aunque 

en estudios hechos con S. gallinarum, Barrow et al., en 19871 reportaron la participación 

que tiene un megaplásmido en virulencia. 

Diagnóstico 

El diagnóstico presuntivo se realiza mediante la lústoria clínica, signos y lesiones, 

pero para el diagnóstico definitivo se requiere del aislamiento e identificación de S. 

gallinarum a partir de cultivos primarios de vísceras (hígado, bazo, ovario, vesfcula biliar, 

tonsilas cecales). En estados crónicos se requiere un estudio bacteriológico más 

minucioso, mediante la prueba de Williams, que incluye medios selectivos diferenciales. 

Los estudios serológicos (aglutinación con sangre completa, prueba de aglutinación y 
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microaglutinación con suero) son de utilidad para la detección de aves portadoras30.31• 

Tratamiento 

Cualquier tratamiento que se aplique no será 100% satisfactorio31, ya que se utiliza 

para disminuir las pérdidas por mortalidad, pero de ninguna manera impiden la 

transmisión transovárica, ni eliminan la infección. La administración de sulfaquinolonas 

y nitrofuranos da buen resultado en el tratamiento de la enfermedad30• 

La vacunación, con la cepa 9-R viva se recomienda cuando las aves tienen entre 

9-10 semanas de edad. Esto no tiene efecto adverso en la subsecuente producción de 

huevo. La inmunidad puede desaparecer 5 a 6 meses después de la vacunación19• 
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MECANISMOS DE PATOGENICIDAD BACTERIANA 

Se ha descrito que la virulencia de una bacteria está en relación directa a su 

capacidad invasiva o de producción de toxinas34• 

Toxinas bacterianas 

La clasificación más usual de las toxinas bacterianas es la diferencia entre 

endotoxinas y exotoxinas34.39, 

Endotoxinas.- Están formadas por el Iípido A de los lipopolisacaridos (LPS) y proteínas 

que conforman la pared de bacterias Gram-negativas, que son liberados al destruirse el 

microorganismo. Son termo-estables, con poca o nula neutralización por anticuerpos por 

lo cual no existe capacidad de formar toxoide34. 

En aves infectadas experimentalmente con la endotoxina (LPS) de S. gnllinarum 

se observa una disminución de temperatura corporal, disminución del peso de la Bolsa 

de Fabricio y cambios en los parámetros hematológicos y serológicos45• 

Exotoxinas.- Son proteínas solubles producidas extracelularmente durante el ciclo de vida 

de la bacteria. Estas exotoxinas se consideran más tóxicas que las endotoxinas. Son 

termo-lábiles, se puede producir toxoide y neutralizar con anticuerpos34• 

Con base en su mecanismo de acción se pueden formar 3 grupos: 

l. Toxinas citolíticas.- Modifican la membrana celular permitiendo la salida de los 

componentes intracelulares, dando como resultado la lisis de la célula. Ejemplo: 

Clostridium perfringens. 

2. Toxinas con actividad intracelular.- Las toxinas con actividad intracelular afectan la 

actividad metabólica de la célula mediante 2 formas principalmente: 
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-Activando intracelularmente la adenil ciclasa (toxinas citotónicas) Ejemplos: Vibrio 

cholerae y Escl1erichia coli enterotoxigénica (ETEC). 

-Inhibiendo la síntesis de proteínas en el interior de la célula (toxinas dtotóxlcas) 

Ejemplo: Shigella dysenteriae y Campylobacter jejuni39
• 

3. Toxinas con mecanismo de acción no definido.- Existe una serle de bacterias patógenas 

que parasitan el tracto intestinal, produciendo exotoxinas a las cuales se les conoce como 

enterotoxlnas. Estas tienen como Jugar de acción el intestino34• En V. cholerae y ETEC se 

ha demostrado que las enterotoxinas juegan un papel muy importante en la producción 

de diarrea durante Ja lnfección42, y se ha propuesto que uno de los mecanismos por los 

cuales Salmonella produce diarrea es a través de una enterotoxina23• 
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ENTEROTOXINAS DE Escl1erid1ia coli ENTEROTOXJGENICA (ETEC) 

La patogenicidad de ETEC es mediante 2 factores de virulencia: fimbria que se 

une a las células intestinales y la producción de enterotoxinas14• Los genes elt que 

codifican para la síntesis de enterotoxina46 en E. coli son localizados en plásmidos 

llamados plásmidos Ent27• Los dos tipos de enterotoxinas que produce son: la toxina 

termo-lábil [labile toxin (LT)J, la cual es inactivada a 60 C/30 min, y la toxina termo

estable [stable toxin (ST)] que es relativamente estable a 100 C/15-30 min pero se 

destruye en autoclave23• 

LT y ST alteran el metabolismo de las células epiteliales, LT activa la adenil dclasa 

y ST activa la guanldil ciclasa10, permitiendo la salida de líquido al lumen intestinal 

dando como consecuencia la producción de diarrea34• Ambas enterotoxinas son proteínas 

compuestas por una subunidad B irununodominante y una subunidad A 12• 

La subunidad LT-B, a su vez, esta constituida de 5 subunidades iguales de 

polipéptidos, unidas por enlaces no covalentes, cada subunidad B contiene un total de 

103 aminoácidos (aa) y su peso molecular es de 11.5 kiloDaltones (kDa)8•12• Esta 

subunidad se une a los receptores que contienen los oligosacáridos de los gangliósidos 

GMI en la superficie de las células susceptibles44• L¡¡ toxina se une entre 5 y 6 moléculas 

de oligosacáridos, posiblemente una por cada subunidad B15• 

La subunidad A es sintetizada como una cadena polipeptfdica y tiene un 

precursor de 18 aa, por lo que en su fase madura, LT A está constituida de 254 aa, y 

tiene un peso molecular 27.58 kDa 46• La subunidad A es introducida a la célula 

eucariótica, y mediante una reacción ADP ribosilación con nucleótidos de guanina, que 
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se unen a la protefna Gs, la cual es asociada con la catálisis del adenilato ciclasa dando 

como resultado un incremento intracelular de los niveles AMP cíclico y el subsecuente 

desequilibrio electrolitico caracterizado por la producción de dlarrea10.24•46• 

Con base en reacciones con suero hlperinmune anti-LT, se pueden formar 2 

grupos de enterotoxinas: el serogrupo 1 formado por la enterotoxina termo-lábil (LT-I) 

y la enterotoxina colérica (CT)35• Ambas toxinas son neutralizadas con un suero 

lúperinmune contra cr«. El segundo grupo está formado por el tipo II de enterotoxina 

termo-lábil (LT-II). Este segundo grupo no es neutralizado con suero preparado contra 

CT, pero es neutralizado con suero lúperinmune preparado contra LT-II. La actividad 

biológica de LT-II es 25-50 veces más potente que la de CT y LT-I. Sin embargo, el papel 

que juega LT-II en la patogénesis de la infección no es muy claro20• 

Las extracciones de ETEC aislada de humano y porcino, originan variantes de LT-1 

formando dos diferentes subgrupos antigénicos designados LTh-I {humano) y LTp-1 

(pordno)44, las cuales difieren llnicamente en 4 residuos de aa, en las posiciones 4,13,46 

y 102 de la región N-terminaJ12• 

10 



ENTEROTOXINAS DE Vibrio cl1olerae 

Durante la infección, V. cltolerae no penetra a las células epiteliales del intestino, 

sino que el dai\o lo produce por medio de la producción de una potente enterotoxina, 

además, la bacteria se multiplica colonizando gran parte del epitelio intestinal 

interfiriendo con la capacidad de absorción del colon, dando como resultado una gran 

pérdida de agua del organismo34• 

La enterotoxina colérica (CT) es estructural y funcionalmente relacionada a la 

enterotoxina LT44•
46

• 

CT está considerada dentro del serogrupo l junto con LT-1 por ser neutralizadas 

con suero hiperhimune contra CT21•44• 

CT tiene un peso molecular de 84 kDa y está constituida de 2 subunidades: una 

subunidad A de 29 kDa y una subunidad B formada de 5 polipéptidos de 11 kDa 

asociados con uniones no covalentes. Esta tiene la función de unirse a los receptores de 

las membranas de las células susceptibles34• 

Al comparar la secuencia de aa de CT-B con la secuencia de LT-B, 80 de los 

residuos de CT-B son idénticos, lo cual representa una homología del 79%9• 

La región A puede ser cortada proteolíticamente en Al (21.8 kDa) y en A2 (5.5 

kDa) unidas por un puente disulfuro donde la región Al contiene la ADP

ribosiltransferasa que lleva a cabo la actividad enterotóxica 12• 

Al parecer, la única función del fragmento A2 es la unión con la subunidad B34• 
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ENTEROTOXINAS DE Salmonella spp. 

Los mecanismos de patogenicidad con que Salmonel/a induce diarrea no han sido 

descritos al detalle, pero parece ser un fenómeno complejo que involucra diversos 

factores de virulencia24· En varios estudios, se ha demostrado la presencia de una 

enterotoxina en diferentes especies de Salmonella, básicamente en S. typhimurium y en S. 

typltiS,6,11;!6
0 

Koupal et al., en 1975,23 aisló una enterotoxina de S. enteritidis, la cual es 

inactivada con proteasa, lo que indica que está compuesta de proteínas, las cuales son 

componentes necesarios para la actividad enterotoxigénica. 

Así mismo, se ha demostrado que la enterotoxina de Salmonella es muy similar a 

las enterotoxinas CT y L T6.23,36.43, 

Se han aislado dos factores (enterotoxinas) de permeabilidad de piel de S. 

typhimurium, los cuales se diferencian entre si, mediante pruebas de estabilidad al calor; 

el factor termo-lábil induce endurecimiento y eritema en piel de conejo42• Estas toxinas 

causan lúpersecreción de fluidos y electrolitos en la mucosa intestinal, elongan células 

de ovario de hamster chino (CHO), producen acumulación de fluidos en asas ligadas de 

intestino de conejo, e incrementan los niveles de Al\1P-clclico28•43• Estos efectos son 

morfológicamentes indistinguibles a los que producen CT y LT23•42• Estas actividades 

son neutralizadas con anticuerpos anti-CT o con gangliósidos, que son los receptores 

biológicos de CT43• 

Sin embargo, algunos autores han argumentado que los mecanismos por los 

cuales S. typlli produce diarrea son diferentes a los mecanismos empleados por ETEC y 
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Shigella spp.38• 

Se ha reportado que múltiples fragmentos de ADN de S. typhimurium y S. typhi 

cortados con la enzima de restricción Hind Ill exhiben homología con el gene LT·I de E. 

coli, determinado mediante Southern b/ot6• 

En el Laboratorio del Dr. E. Calva, del Instituto de Biotecnología de la UNAM, 

se clonó una región de ADN que codifica para una enterotoxina en S. typhi, la cual tiene 

similitudes con CT y LT. Esta enterotoxina también causa secreción de fluidos en asas 

ligadas en rata, elonga células CHO y díó reacción cruzada con L T mediante una prueba 

de ínmuno ensayo enzímatico (ELISA)11• El alineamiento nucleotfdíco de una parte de 

la región clonada presentó una similitud del 54.3% para LTh-1y57.2% para LTp-I, con 

el gene elt·B para la subunidad LT-841 • 

Por otra parte, se ha reportado la clonación de un gene CT·like en ADN 

cromosoma! de S. typhimurium, donde se menciona que el mapa genético de la clonación 

es muy similar pero no idéntico a los de los genes para las enterotoxinas CT y LT5. 

Recientemente, Yang y Tan, clonaron y caracterizaron otro gene de la enterotoxina 

para S. typhimurium, y, contrariamente a los reportes previos, este gene que codifica para 

una enterotoxina se localiza en un plásmido y no en el ADN cromosomal49• 

Con base en la infom1ación anterior se establecieron los objetivos del presente 

trabajo, enfocados en la búsqueda de un gene para una enterotoxina en S. ga//inarum. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar la existencia de un gene para una enterotoxina LT-like en 

Salmonella gallinamm 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

-Determinar si las cepas de Salmonella gallinarum que se probarán contienen un segmento 

de DNA que hibride con las sondas que contienen el gene para la enterotoxina LT de 

Escherichia co/i y de Salmonella typhi. 

-Determinar si la secuencia que híbrida se localiza en DNA genómico, en plásmido o en 

ambos. 

-Caracterizar parcialmente la región detectada. 
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MATERIALES 

y 

METODOS 



CEPAS BACTERIANAS 

-S. gallinarum cepa vacuna! 9-R (rugosa). 

-S. galli11arum: cinco cepas de campo, FVA-1, FVB-285, FVB-323, FVB- 383 y FVB-591. 

Proporcionadas por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. 

-S. gallinarum cepa de referencia de la American Type Culture Collection (ATCC) 9184. 

-Salmonella pullorum ATCC 10398. 

-Salmonella typhi IMSS-1 serotipo 9, 12, d, Vi. Cepa mexicana de referencia37All. 

-Escl1ericl1ia coli DHS-alfa•. 

-Salmonella spp. grupo C. 

-Salmonella typhimurium LT2, cepa de referencia SL937. 

-Salmonella worthi11gton G2 serotipo (1,13,23,z). 

-Salmonella arizonae cepa INN-1. 

PLASJMIDOS 

-pEWD299: Plásmido recombinante que contiene los genes estructurales para la 

enterotoxina LT de E. co/146
• Fig.1 

-pUC18 de E. col1.,.•. 

-pFF14: Plásmido recombinante que contiene los genes estructurales para la enterotoxina 

LT-Like de S. typhi. Fig.241• 

-pBR322: Plásmido descrito por Bolívar et al., 19773• 

•(Gibco BRL, Gaithersburg, E.U.A.) 

••(Boehrlnger Mannheim, Germany) 
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Fig.1 Mapa de Restricción del plásmido pEWD299 que contiene los insertos de 
los genes elt A y elt B de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (Spincer, E.I<. . 

et al., 1982) de donde se obtuvo la sonda LT /700. 
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MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

-Bacterlofago Labda silvestre. 

-úufder•. 

ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION 

-Eco RI, Hind III, BamH 1, Eco RV ..... 

-Sal I, Sma 1, Pst I, Sty 1, Ssp 1••. 

-Pst 1, Pvu 1• ..... 

OTRAS ENZIMAS 

-RNAsa, DNAsa .... ,. ... 

MEDIOS DE CULTIVO 

-Medio liquido YT 

Triptona 8 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 3 g 

Cbp 1000 mi. Se esterilizó a 15 libras de presión durante 15 min. 

•(GIBCO BRL Num. de catálogo 15615-016) 

.... (Boehrlnger) 

...... (Promega, Madlson, E. U.A.) 

,. .... •(SIGMA, Saint Louis, MO, EUA) 
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-Medio Sólido YT-Y 

Triptona 8 g 

NaCl 25 g 

Agar 15.g 

Cbp 1000 ml. Se esterilizó a 15 libras de presión durante 15 min. 

MEZCLALmCA 

Hidróxido de sodio (NaOH) 

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 

TIOCIANATO DE GUANIDINA 

Tiocianato 

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M 

Agua 

0.2N 

1% 

120 g 

40 g 

20 ml 

Se incubó a 65 C hasta que se disolvió el Tiocianato. Se agregaron 10 mi de sarkosil al 

10%. Se aforó a 200 ml de agua, y se filtró con membranas• con un poro 0.45 uM. 

SOLUCION AMORTIGUADORA SET 20% 

Sacarosa 

EDTA 

Tris-HCl 

2% 

50mM. 

50mMpH7.6 

•(millipore, Massachusetts, EUA) 
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SOLUCION AMORTIGUADORA T-E 

Tris-HCI 

EDTA 

lOµM 

1 µM 

SOLUCION AMORTIGUADORA TH-E 

Tris-HCI 

EDTA 

O.OSM 

0.01 M 

SOLUCION AMORTIGUADORA A 

SDS 4 % en buffer T-E pH 12.4 

SOLUCION TES 

Tris-HCI 

EDTA 

NaCI 

SOLUCION DENHARDT'S 

Ficoll 400 

Pollvinilpirrolidona 

Albúmina sérica bovina (BSA) 

Cbp 500 mi. 

O.OSM 

O.OOSM 

O.OSM 

10 g 

10 g 

10 g 

SOLUCION CITRATO DE SODIO (SSC) 

Cloruro de sodio (NaCI) 3 M 

Citrato de sodio 0.3 M 
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SOLUCION DE PREHIBRIDACION 

Formamida 

Denhardt's 

ssc 
Tris-HCl 

ADN de esperma de salmón 

SOLUCION DE HIBRIDACION 

Tris-HCl 

EDTA 

SDS 

Formamida 

Denhardt's 

ssc 

ADN de esperma de salmón 

30 % 

lOx 

Sx 

SOmM pH7.5 

0.1 mg/ml 

SOmM 

lmM 

0.1 % 

30 % 

10 X 

Sx 

0.1 mg/ml 

SOLUCION AMORTIGUADORA TAE SOx pH 8 

Trizma-base 

Acetato de sodio 

BOTA 

Addo acético 

Cbp 1000 mi 

242 g 

136.1 g 

37g 

73ml 
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE TBE lOx pH 8.8 

Trizma base 130 mM 157.43 g 

Acido bórico 40 mM 24.73 g 

Na2 EDTA 28 mM 10.42 g 

Cbp 100 m1 

ISOTOPOS RADIOACTIVOS 

32P-dCTP• 

32P-dATP •• 

KITS (Estuches) 

Gene Oean n••• 

dsDNA dele sequendng system••n. 

Multiprlme DNA labelling system••••*. 

•(Amersham International ple, Buckinghamshire, Inglaterra) Núm. de Catálogo PB 10205 

••(Amersham International ple) Núm. de Catálogo NEG--035C 

•••(Bio 101) 

••••(GIBCO BRL) 

,...,.,.,.(Amersham) 
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OLIGONUCLEOTIDOS O PRIMERS 

Se disel\aron 2 oligodeoxirribonucleótidos homólogos a la secuencia nucleotídica de los 

genes elt-A, y elt-B de E. coli (ETEC)46 y de la secuencia para LT-like de S. typhi41 • Todos 

ellos en dirección 5' - 3.' 

Nombre Secuencia LN 

elt A-1 CCG-TGC-TGA-CTC-TAG-ACC-CCC 21mero 

elt A-2 CCG-GTG-GGA-AAC-CTG-CTA-ATC 2lmero 

elt B-1 CGG-CGT-TAC-TAT-CCT-CTC 18mero 

elt B-2 GCC-GCA-ATT-GAA-TTG-GGG-G 19mero 

elt-B likel GCG-GCG-GAA-GGC-TGT-AGA-AAC 2lmero 

elt-B like2 CGG-CTC-CCT-GTA-GGG-AAG-CCG 

elt A-3 GCG-ACA-GCA-CCA-AAT-ATG 

elt A-4 GGT-GCT-GC.'T-GCT-ATA-ACA 

elt A-5 GCG-TAT-ACA-GCC-CTC-ACC-C 

LN.- longitud del oligo. 

%G+C.- Porcentaje guanina más dtosina. 

Tm.- Temperatura media del oligo. 

23 

21mero 

18mero 

18mero 

19mero 

%G+c Tm Origen 

66.6 70C E. coli. 

57.1 66C E. coli. 

55.5 56C E. coli. 

57.8 60C E. coli. 

61.9 68C s. typhi. 

71.4 72C s. typhi. 

50 54C E. coli. 

50 54C E. coli. 

63.1 62C E. coli. 



OTROS PRODUCTOS 

-Agarosa standad low • 

-Glass MAX DNA Isolation Spin Cartridge System•• 

-Papel de Nitrocelulosa••• 

-Películas X-omat•••• 

-Sephadex G-7s••••• 

-Acrilamida• 

-Urea• 

-Bromuro de etidio ...... 

-Newwash******'" 

•(Bio-Rad laboratories, CA. EUA) 

••(Gibco BRL) 

.... (Schleicher and Schuell, W. Germany) 

*"*(Kodak) 

,..,..,.(Pharmacia Fine Chemicals) 

*"*"(Sigma) 

............ (Geneclean, CA. EUA) 
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EXTRACCION DE D N A 

1) Se creció la bacteria en 500 m1 de medio Yf líquido a 37 C, durante 12 hrs con 

agitación. El cultivo se centrifugó 10 min a 6000 revoluciones por minuto (6 krpm), la 

pastilla obtenida se resuspendió en 1 m1 de buffer T-E y posteriormente se agregaron 5 

ml de tiocianato de guanidina más 30µ1 de RNAsa a una concentración 10 mg/ml. 

2) La mezcla se incubó 15 min en hielo, se adicionaron 2.5 ml de acetato de amonio 7.5 

M, se mezcló bien y se incubó durante 10 min en hielo. 

3) Se adicionó un volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamllico 

(25:24:1), la mezcla se agitó 10 min, se centrifugó durante 10 mina 10 krpm, después la 

fase acuosa fue separada con una pipeta Pasteur. Este proceso se repitió 3 veces. 

4) Se adicionó un volumen igual de una mezcla de cloroformo-alcohol isoanúlico (24:1), 

la mezcla se agitó 10 min y se centrifugó 10 min a 10 krpm; la fase acuosa se separó con 

una pipeta Pasteur. Este proceso se repitió una vez más. 

5) Se adicionaron 2 volúmenes de etanol absoluto, se mezcló suavemente y se dejó 12 

hrs a -20 C, después se centrifugó 20 rnin a 10 krpm. 

6) El sobrenadante se desechó, y se agregaron 5 ml de etanol 70%. Se mezcló suavemente 

y se centrifugó durante 10 rnin a 10 krpm. El lavado con etanol 70% se repitió 5 veces. 

7) El A D N fué secadó al vacío, y la pastilla obtenida se resuspendió en 500 µl de agua 

tridestilada y estérii17• 
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EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDO. 

1) La bacteria se creció en 50 ml de medio YT, a 37 C, con agitación a 200 rpm durante 

12 hrs. 

2) El cultivo se centrifugó 10 min a 6 krpm, el sobrenadante se tiró y se agregaron 4 ml 

de solución amortiguadora SET, 200 µg de RNAsa a una concentración 10 mg/ml, y 8 

ml de la mezcla lítica. La mezcla se dejó 5 min en hielo. 

3) Se adicionaron 6 ml de acetato de amonio 7.5 M, se incubó durante 30 min en hielo 

y se centrifugó 10 mina 10 krpm. 

4) El sobrenadante claro se removió a otro tubo nuevo y se adicionaron 9 ml de 

lsopropanol, se Incubó 15 mina temperatura ambiente (T.A.), se centrifugó 10 mln a 15 

krpm, y el sobrenadante se removió a otro tubo nuevo. 

5) Se adicionaron 9 ml de etanol 70%, se mezcló suavemente, después se centrifugó 10 

mln a 10 krpm, y se decantó. 

6) El ADN se secó al vado y la pastilla obtenida se resuspendió en 1 ml de agua 

tridestilada y estéril. 

EXTRACCION DE PLASMIDOS DE PESO MOLECULAR GRANDE. 

(Mayor de 350 x 10 PM) 

1) La bacteria se creció en 40 ml de medio YT a 37 C en agitación por 12 hrs. 

2) El cultivo se centrifugó a 10 mln a 6 krpm, la pastilla obtenida fue resuspendida en 

20 ml de TI-1-E y se centrifugó 10 mln a 6 krpm. 

3) La pastilla obtenida se resuspendió en 800 µl de T-E; se agregaron 12 ml de solución 
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amortiguadora A. La mezcla se incubó 20 min a 37 C. 

4) Se adicionaron 600µ1 de Tris-HCl 2 M. El ADN cromosoma! se precipitó con 4.8 ml 

de NaCl 5 M y se incubó durante 4 h a 4 C. Se centrifugó 10 min a 10 krpm, y el 

sobrenadante se pasó a otro tubo. 

5) Al sobrenadante se le agregaron 10 ml de isopropanol y se dejó incubar durante 30 

min a -20 C, y posteriormente se centrifugó 10 min a 10 krpm, decantando el 

sobrenadan te. 

6) El ADN se secó al vado y se resuspendió en 30 µl de agua tridestilada y estéril. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

La electroforesis en geles de agarosa fue el método usado para separar, identificar 

y purUicar fragmentos de ADN. 

Las preparaciones de ADN, tanto cromosoma! como de plásmidos, fueron 

sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando una solución 

amortiguadora TAE lx, a 100 volts. 

Los geles se tii\eron con una solución de 0.5 µg/ml bromuro de etidio durante 15 

seg. El ADN se visualizó con luz ultravioleta {UV) de onda corta con un 

transluminador•7• 

•(Ultraviolet Products Inc., San Gabriel, Ca!Uornia, EUA 
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DIGESTIONES DE DNA CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION. 

se llevaron a cabo bajo las condiciones recomendadas por las diferentes compañías 

proveedoras. 

-Sol. amortiguadora de reacción 10 x 

-ADN 

-BSA 

-Endonucleasa 

-Cbp 

1 µg 

10 X 

1 µl 

20 µl. 

La mezcla se dejó incubando 4-12 h a 37 C. 

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA. 

1) El gel se tiñó con bromuro de etidio O.OS µg/ml. El fragmento deseado se cortó del 

gel de agarosa en el menor tiempo posible y se colocó en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

2) Se adicionaron 2.5 volúmenes de Nal y se calentó 5-7 min a 45-50 C, al disolverse la 

agarosa se agregaron 5 µl de Glass Milk y se incubó 30 min en hielo. 

3) Se centrifugó durante 5 seg, y se eliminó el sobrenadante, la pastilla fue resuspendida 

en 500 µl de solución New wash y se centrifugó 5 seg a 12 krpm, eliminando el 

sobrenadante. Este proceso se repitió 4 veces. 

4) La pastilla se resuspendió en 20 µI de agua tridestilada y se incubó 3 min a 45-50 C. 

Se centrifugó 30 seg a 12 krpm, y el sobrenadante se recuperó en otro tubo. 

5) La pastilla se resuspendió en 10 µI de agua tridesülada y se calentó 5 min a 45 C. Se 

centrifugó 30 seg y se recuperó el sobrenadante. 
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6) El fragmento purificado se observó en un gel de agarosa al 1 %17• 

TRANSFERENCIA TIPO Soutl1em 

Este fué el método usado para separar ADN en geles de agarosa o de acrilamida 

y posteriormente transferir a membranas o filtros de nitrocelulosa. Estos filtros se 

incubaron en presencia de una sonda de ADN marcada con un isótopo radioactivo, la 

cual hibridó con una secuencia homóloga en el filtro. 

El ADN se separó en un gel de agarosa al 1 % con 2 cm de grosor, y al finalizar, 

se tomó una fotografía del gel. 

El gel se colocó en una solución HCI 0.25 N durante 5 lnin. Se pasó a una solución 

NaOH 0.5 M y NaCI 1Mdurante45 min con agitación. 

El gel se pasó a una solución Tris HCl 0.5 M ph 7.5 y NaCI 1.5 M durante 30 min 

a T.A.. Este paso se repetió 2 veces. 

La transferencia se montó durante un período de 15 a 24 hrs empleando como 

solución de transferencia SSC 6x. 

El ADN se fijó al filtro de nitrocelulosa, incubándolo a 80 C al vacío durante 2 h7• 

MARCAJE RADIOACTIVO DE LA SONDA PARA HIBRIDAR 

El marcaje se realizó empleando el estuche Multiprime DNA /abelling system. 

Mezcla de la reacción: 

-Agua (Se aforó el volumen final de la reacción a 50µ1). 

-Templado de ADN (volumen necesario que contenga 25ng.). 
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-Amortiguador Sx. 

Se hirvió en un tubo eppendorf durante dos min y se colocó en hielo. 

Se al\adieron los componentes restantes. 

-Iniciador 5x 

-d'ITP 

-dATP 

-dGTP 

-
32P-dCTP 

-Enzima 

4 µl 

4 µl 

4 pi 

20 pCi/5 carriles ocupados del filtro. 

2 µl. 

Se incubó la reacción durante 3 h a T.A.. La mezcla se pasó a través de una 

columna de Sephadex G-75 para retener la marca no incorporada. La radioactividad 

incorporada se determinó en una alícuota del volumen final, en un contador de centello' .. 

HIBRIDACION 

El filtro se colocó en 20 ml de solución de pre·hibrldadón, en una bolsa de 

plástico sellada, durante 3 ha 42 C. 

Posteriormente el filtro se colocó en 20 ml de solución de hibridación y se le 

adicionó la sonda marcada radioactivamente. Se dejó incubar durante 24 h a 42 C. 

El filtro se lavó con una solución O.Sx SSC y 0.1 % de SDS durante 15 mina T.A. 

con agitación después se pasó a una solución O.Sx SSC durante 15 min . 

.. (Beckman Instruments, Inc., CA., U.S.A.). 
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El filtro se secó a T.A. y se expuso en un contenedor de peUculas de rayos X. La 

película se reveló después de una exposición de 12-16 h. 

Para disminuir la marca inespecffica se lavó el filtro con una solución 0.5 SSC y 

0.1% SOS a 65 C/15 min. 

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Mezcla de la reacción: 

-Amortiguador 10 µl 

-dATP 2 µl 

-dGTP 2 µl 

-dTIP 2 µl 

-dCTP 2 µl 

-Primer A 30 pmol 

-Primer complementario 30 pmol 

-Templado de ADN 100 ng 

-Enzima Taq ADN polimerasa 0.5 µl 

-Agua (Se aforó el volumen final de la reacción a 100 µl). 

-Aceite mineral 70µ1 
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La reacción se sometió a los siguientes parámetros: 

Temperatura Tiempo ciclos 

(C) (min} (Núm.} 

92 5 1 

92 1 

Tm 

72 30 

72 15 l. 

El producto amplificado se observó en un gel de poliacrilamida al 6%. 

MARCAJE DEL OLIGONUCLEOTIDO PARA LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA 

El marcaje se realizó empleando el estuche dsDNA cicle Sequencing System. 

Marcaje del ollgo: 

-Solución amortiguadora de la quinasa 1 µl 

-Oligo (1 pmol) 1 µl 

- 32P-dATP (0.5 µCi} 0.5 µl 

-Enzima T4 polinucleotido quinasa 1 µl 

-Cbp 5 µl 

l. Se incubó la reacción 30 min a 37 C. 

2. Se reincubó la reacción durante 5 min a 55 C. 

3. La reacción se centrifugó 3 seg y se colocó en hielo. 

4. Se realizó la siguiente reacción: 

-Oligonucleótido marcado 5 µl 

32 



-Sol. amortiguadora Taq DNA polimerasa 

-DNA templado (SO fmol) 

-Enzima Taq DNA polimerasa 

4.5 µl 

5 µl 

0.5 µl 

5. Se mezcló bien, se centrifugó 3 seg y se colocó en hielo. 

6. En un tubo eppendorf se pusieron 2 µl de Terminador Mix de cada 

(guanina, timina, adenina, citocina). 

7. Se adicionaron 8 µl de la reacción a cada tubo 

B. Se realizó una reacción en cadena de Ja polimerasa (PCR), con 

constantes: 

Temperatura 

(C) 

93 

Tm 

70 

93 

70 

Tiempo 

(seg) 

30 

30 

60 

30 

60 

Ciclos 

(Núm.) 

20 

10 

9. Se ai'ladió el colorante para detener la reacción. 

10.La muestra se calentó 5 min a 90 C. 

nucleótido 

las siguientes 

11.Las muestras se separaron en un gel de acrllamida/urea BM a 70 watts. 

12.El gel se colocó en un sistema de secado con vado por 1 h. 

13.Se expuso el gel en un contenedor de película de rayos X. 

14.La película se reveló después de una exposición de 12-16 h. 
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RESULTADOS 



UTILIZACION DE LA SONDA LT/700 

El plásmido pEWD299 (Fíg. 1) fue digerido con Hind IlI, generando dos bandas 

de un peso molecular aproximado de 7.1kby0.7 kb. El fragmento de 700 pb contiene 

la subunidad B (590 pb) y parte de la subunidad A (110 pb)46• 

El fragmento de 0.7 kb, al cual se le dominó sonda LT /700, se hibridó con ADNs, 

cortados con Eco Rl, de S. gnllinnrom cepas FVB-323, FVB-285, FVB-591, ATCC 9184, 

mostrando dos bandas positivas con todas (Fig. 4), a excepción de la cepa ATCC 9184 

que se caracteriza por la ausencia de plásmido. 

Cuando se cortaron los ADNs de las cepas anteriormente mencionadas con Hind 

m, se observó una banda predominante de 2.5 kb, la cual hibridó con la sonda LT /700 

del plásmido pEWD299 (Fíg. 3). 

Con base en el peso molecular, en el tamai\o de la banda positiva a la hibridación, 

así como en la ausencia de hibridación de la cepa ATCC 9184, la cual carecía del 

plásmido de 2.5 kb, se dedujo que la hibridación se llevó a cabo con los plásmidos. 

Sin embargo, cuando se realizó la lúbridación de la sonda LT /700 contra los 

plásmidos de S. gnllinarum y S. pul/orum se observó una señal positiva, pero las cepas 

FVB-323 y FVB-383 presentaron dos señales más intensas y de mayor peso molecular, 

que no correspondían a los plásmidos (Fig. 5). 
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Fig. 3 Autorradiograma de la hibridación tipo Southern de la sonda LT /700 contra 
ADN cortado con Hind III de Salmonella gallinarum cepas FVB-323 (carril 2), FVB-
591 (carril 3), FVB-285 (carril 4), ATCC 9184 (carril 5). En el carril 1 se señalan los 
pesos moleculares, a partir del fago lambda digerido con Hind III. 
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Fig. 4 Autorradiograma de la hibridación tipo Southern de la sonda LT /700 contra 
ADN cortado con Eco Rl de Salmonella gallinarum cepas FVB-323 (carril 2), F\TB-591 
(carril 3), FVB-285 (carril 4), ATCC 9184 (carril 5). Plásmido pEWD299 cortado con 
Hind m (carril 6). En el carril 1 se señalan los pesos moleculares, a partir del fago 
lambda digerido con Hind 111. 
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• Fig. 5 Autorradiograma de la hibridación tipo Southem de la sonda L T/700 contra 

ADN de plásmidos de Salmonella gallinarum cepas FV A-1 (carril 1), FVB-383 (carril 
3), FVB- 323 (carrilS), ATCC 9184 (carril 6). Salmonella pullon1m ATCC 10398 (carril 
2). En el carril 7 se incluyó el plásmido pEWD299 cortado con Hind m. Los pesos 
moleculares se obtuvieron a partir del fago lambda digerido con Hind m. 
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Para determinar si las señales de hibridación de mayor peso molecular, 

observadas en la Fig.5, corrrespondfan a plásmidos de mayor peso molecular, se 

purificaron plásmidos de peso molecular grande de S. gallinarum y S. p111larum. Estos 

plásmidos fueron hibridados con Ja sonda LT /700, incluyendo al plásmido pUC18, como 

control negativo. Los resultados de esta hibridación mostraron que los plásmidos de 

peso molecular pequeño retienen la sonda radioactiva inespecfficamente (Fig. 6 y 7). Otra 

demostración de ésto se realizó hlbridando ADN y plásmidos de S. gal/inarum y S. 

pullarum con el plásmido pBR322 (Fig. 8 y 9). Al mismo tiempo se determinó que la 

sonda LT/700 no estaba contaminada con vector, ya que éste es un derivado de pBR322. 

UTILIZACION DE LA SONDA elt B-like DE S. ti;pl1i. 

Para llevar a cabo la hibridación con el gene elt B-like para la enterotoxina LT-like 

de S. typhi, se utilizó el plásmido pFF-14 (Fig. 2), digerido con las enzimas de restricción 

Pst I y Pvu 1, dando origen a 3 bandas, de 1.5, 1.8 y 3.3 kb, aproximadamente. La banda 

de 3.3 kb contiene los genes para la s!ntesis de la subunidad B de la enterotoxina. Este 

fragmento fue hibridado con ADN, cortado con Eco RI, de S. gallinarum, S. p111larum y 

S. typhi (Fig.10) incluyendo al plásmido pFF-14 como control positivo y al plásmido 

pUC18 como control negativo. La hibridación mostró un reconocimiento con el ADN de 

las diferentes salmonelas. Sin embargo, el resultado obtenido, aunque positivo, no 

indicaba necesariamente que la hibridación era con el gene elt-B-like en vista de que la 

sonda contenía ADN adicional de S. typhi. También se observó una hibridación con 

pUC18, lo cual sugirió un atrapamiento inespeclfico. 
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Fig. 6 Autorradiograma de Ja hibridación tipo Southern de la sonda LT /700 contra 
ADN de plásmido (peso molecular grande) de Salmonella gallinarum cepas FV A-1 
(carrlles 3 y 4) y FVB--383 (carriles 7 y 8) y de Salmonella pullorum ATCC 10398 
(carrlles 5 y 6). En el carril 2 se incluyó el plásmido pUC18 y en el carril 9 el 
plásmido pEWD299 digerido con Hind m. En el carril 1 se señalan los pesos 
moleculares, a partir del fago lambda digerido con Hind ID. 
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Fig. 7 Autorradiograma de la hibridación tipo Southem de la sonda LT /700 contra 
ADN cortado con Eco RI de Salmonella pullorum (carril 2); Salmonella gallinarum 
cepas FVB- 383 (carril 5); Plásnúdos cortados con Hind ID de Salmonella gallinarnm 
FVB-383 (carril 6); y Salmonella pullorum ATCC 10398 (carril 4). Plásmidos sin 
cortar de Salmonella pullorum (carril 3); Plásnúdo pUC18 (carril 7). Escherichia coli 
DHS-alfa (carril 8). Plásmido pEWD299 cortado con Hind ID (carril 9). En el carril 
1 se señalan los pesos moleculares, a partir del fago lambda digerido con Hind m. 
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Fig. 8 Autorradiograma de la hibridación tipo Southem del plásmido pBR322. 
contra ADN de plásmido de Salmonella gallinan1m cepas FV A-1 (carril 2), FVB-383 
(carril 4), y 9-R (carril S); y Salmonella pullornm ATCC 10398 (carril 3). En el carril 
6 se incluyó el plásmido pEWD299 digerido con Hind m. Los pesos moleculares, 
se obtuvieron a partir del fago lambda digerido con Hind m. 
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Fig. 9 Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del plásmido pBR322 
contra ADN de plásmidos de Salmonella gallinarnm cepas FVB-323 (carril 2), FVB-
591 (carril 3), y FVB-285 (carril 4). En el carril 5 se incluyó el plásmido pEWD299 
digerido con Hind m. Los pesos moleculares se obtuvieron a partir del fago 
lambda digerido con Hind 111. 
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Fig. 10 Autorradiograma de la hibridación tipo Sauthem del fragmento de 
aproximadamente 2.9 kb de la digestión del plásmido pFF-14 con Puv I y Pst I, 
contra ADN cortado con Eco RI de Salmonella gallinantm cepas FVA-1 (carril 2), y 
FVB-383 (carril 4); Salmonella pullorum ATCC 10398 (carril 3); y Salmonella typhi 
IMSS-1 (carril 5). Plásmido pEWD299 cortado con Hind III (carril 7). Plásmido 
pUC18 (carril 6). Plásmido pFF14 cortado con Puv 1yPst1 (carril 8). En el carril 
1 se señalan los pesos moleculares, a partir del fago lambda digerido con Hind III. 
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UTILIZACION DE OLIGONUCLEOTIDOS O PRIMERS 

Para eliminar toda posibilidad de contaminación de Ja sonda LT/700 con el 

vector, se sintetizaron oligonucleotidos homologas a la secuencia de los genes elt A, y elt 

B de ETEC, y elt B-like de S. typhi. Los primers de elt A y elt B, se disef'\aron a partir de 

la secuencia nucleotídica reportada por Spicer et al.,46• Los primers del gene elt B-like se 

disef'laron a partir de la secuencia que probablemente codifica para la subunidad B41 • 

Estos primers fueron utilizados para llevar a cabo una reacción en cadena de Ja 

polimerasa (PCR). 

La utilización de los primers de los genes elt B y elt B-like, no ampllilcaron el ADN 

de S. gallinarum y S. pullorum. Sin embargo, Jos resultados de la PCR fueron positivos 

para S. gallinarum cepas FVA-1 y FVB-383, y S. pullorum ATCC 10398, cuando se 

utilizaron los primers elt A-1 y elt A-2 (Fig. 11). El producto amplificado de 479 pb, a 

partir de ADN de S. gallinarum FVA-1, se utilizó como sonda para hibridar ADN y 

plásrnidos, cortados con Hind III, de S. gallinarum y S. pullorum, incluyendo como control 

positivo al plásmido pEWD299, así como el producto de PCR de Jos diferentes ADNs 

de S. gallinarum y S. pullorum. Como control negativo se incluyó ADN, cortado con Hind 

III, de E. coli no enterotoxigénica y al plásmido pUC18. El resultado obtenido fue 

positivo con ADN de S. gallinarum, con bandas de aproximadamente 20 kb y 3.6 kb, y 

con ADN de S. pullorum con bandas de aproximadamente 15 kb y 3.6 kb (Fig. 12). 
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Fig. 11 Reacción en cadena de la polimerasa a partir de ADN de Salmonella 
gallinantm cepas FVA-1 (carril 2), y FVB-383 (carril 4); Salmonella p11llontm (carril 
3); Salmonella ti;phi (carril 5); Eschericlzia coli DI-IS-alfa (carril 6); y Plásmido 
pEWD299 (carril 7). En el carril 8 se incluyó una reacción sin ADN. En el carril 
1 se muestran los pesos moleculares a partir de ladder de 1 kb. 
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Fig. 12 Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del producto amplificado 
de Salmonella gallinarum FV A-1, con los oligonucleótidos elt A-1 y elt A-2, contra 
ADN cortado con Hind m, de Salmonella gallinarum cepas FV A-1 (carril 2) y FVB-
383 (carril 8), Salmonella pullorum ATCC 10398 (carril 5), Salmonella typhi IMSS-1 
(carril 13), Escherichia coli DHS-alfa (carril 11). Plásmidos cortados con Hind III de 
Salmonella gallínarum, cepas FVA-1 (carril 3) y FVB-383 (carril 9), Salmonella 
pullorum ATCC 10398 (carril 6); Plásmido pEWD299 cortado con Hind m (carril 
14); Plásmido pUC18 (carril 12). En los carriles 4, 10 y 7 se incluyeron los 
productos amplificados a partir del ADN de Salmonella gallinarum, cepas FVA-1 
y FVB-383, y de Salmonella pullorum ATCC 10398, respectivamente. En el carril 1 
se señalan los pesos moleculares a partir del fago lambda digerido con Hind ID. 
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El producto amplificado mediante PCR, a partir de S. ga/linarum FVA-1, fue 

hibridado con ADN de S. gallinarum FVA-1 cortado con diferentes enzimas de 

restricción, Bam HI, Eco RV, Sal I, Sma I, Pst I, Sty I, Ssp I, para determinar el 

polimorfismo de restricción del fragmento (Fig. 13). Con ninguna de las enzimas 

empleadas se detectó un fragmento único. 

Al utilizar ADN de diferentes sa!monelas como templado para realizar PCR con 

los primers del gene elt A (elt A-1 y elt A-2), se observó un producto de amplificación, 

a partir del ADN de S. enteritidis y S. worthington (Fig. 14). Este resultado indicó que las 

especies positivas comparten similitud génica a ese nivel. 

El producto amplificado mediante PCR, a partir del ADN de S. gallinarum FV A-1, 

fue secuenciado y alineado con los fragmentos correspondientes de los genes elt A de 

ETEC y ctxA de V. cho/erae, mostrando una similitud de 95 y 83%, respectivamente (Fig. 

15, tabla 1). 

Asf mismo, se comparó la secuencia deducida de amino ácidos con las reportadas 

para las subunidades LT-A de ETEC y CT-A de V. cho/erae, mostrando similitudes del 

88 y del 91 % respectivamente (Fig. 16, tabla 1). 
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Fig. 13 Autorradiograma de la hibridación tipo Southern del producto amplificado 
de Salmonella gallinarum cepa FVA-1, con los oligos elt A-1 y elt A-2 contra ADN 
de Salmonella gallinarum FV A-1 cortado con Bam HI (carril 2y9), Eco RV (carril 3), 
Sal 1 (carril 4), Sma 1 (carril 5), Pst 1 (carril 6), Sty 1 (carril 7), Ssp 1 (carril 8), y de 
Escherichia coli DH5-alfa cortado con Hind m (carril 11); plásmido pUC18 cortado 
con Hind m (carril 10), y plásmido pEWD299 cortado con Hind IlI (carril 12). En 
el carril 1 se señalan los pesos moleculares a partir del fago lambda digerido con 
Hindm. 
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Fig. 14 Producto obtenido de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a 
partir de ADN de Salmonella p11lloru111 (carril 2), S. enteritidis (carril 3), S. tt;phi 
IMSS-1 (carril 4), S. tt;phi11111ri111n LT2 (carril 5), S. arizonae (carril 6), S. worthington 
(carril 7), S. gallinantm FV A-1 (carril 10) y el plásmido pEWD299 (carril7). En el 
carril 9 se indujó una reacción sin ADN. En el carril 1 se muestran los pesos 
moleculares a partir de ladder de 1 kb. 



Fig. 14 Producto obtenido de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a 
partir de ADN de Salmo11el/11 p11/lor11m (carril 2), S. e11teritidis (carril 3), S. typlti 
IMSS-1 (carril 4), S. hjpltimurium LT2 (carril 5), S. 11rizo1111e (carril 6), S. wortltington 
(carril 7), S. gallinar11m FV A-1 (carril 10) y el plásmido pEWD299 (carril7). En el 
carril 9 se indujó una reacción sin ADN. En el carril 1 se muestran los pesos 
moleculares a partir de /adder de 1 kb. 
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A=adenina, G=guanina, C=citocina, T=tiamina. 
R=A 6 G, Y=C 6 T, M=A 6 C, K=G óT, S=C 6 G, W=A 6 T, H=AóC óT. 
B=C 6 G 6 T, V=A 6 e 6 G, D=A 6 G ó T, N=A 6 e 6 G 6 T. 

Fig. 15 Alineamiento nucleotídico del producto amplificado mediante PCR a 
partir del ADN de Salmonella gallinarum FVA-1, alineado con los fragmentos 
correspondiente de los genes elt A de Esdzerichia coli enterotoxigénica (ETEC), con 
y ctxA de Vibrio cholerae mostrando similitudes de 95 y 83% respectivamente. 
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Fig. 16 Alineamiento de los amino ácidos deducida a partir del producto de 
amplificación obtenido mediante PCR a partir del ADN de Salmonella gallinarum 
FV A-1, mostrando una similitud del 91 % y 88% con los fragmentos 
correspondientes de las subunidades CT A de Vibrio cltolerae y LT A de Escltericltia 
coli enterotoxigénica (ETEC), respectivamente. 
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E. coli elt A v. cholerae ctxA 

S. gallinarum elt A 
(nucleótidos) 95 % 83 % 

S. galliuarum elt A 
(amino ácidos) 88 % 91 % 

Tabla 1 Porcentaje de similitud en nucleotidos y amino ácidos del fragmento 
secuenciado del gene elt A-like de Salmonella gallinarnm comparado con los genes 
elt A de Escherichia coli enterotoxigénica y ctxA de Vibrio cholerae. 

52 



DISCUSION 



Preliminarmente, cuando se utilizó la sonda LT/700 contra ADN cortado con 

Hind m, de diferentes cepas de S. gal/inarum y de S. pullorum se observó una hibridación 

de 2.5 kb en las diferentes cepas utilizadas excepto en S. gallinarum ATCC 9184 (Fig. 3). 

Nuestras observaciones demostraron (Fig. 5) que cuando se lúbridaron los 

plásmidos de S. gallinarum y de S. pullorum, de peso molecular pequeño con la sonda 

LT/700, se puede retener la marca de manera inespecíflca. Lo anterior se comprobó 

mediante la hibridación de los plásmidos contra el plásmido pBR322 (Fig. 8). Sin 

embargo, con la sonda LT/700, se observaron lúbridaciones que no correspondieron a 

los plásmidos como es el caso de las cepas FVB-383 y FVB-323 (Fig. 5), en donde se 

apreciaron lúbridaciones a un nivel de 9.4 kb y 23 kb con la cepa FVB-383 y 5 kb, 23 kb 

aproximadamente con la cepa FVB-323. Estas hibridaciones fueron más potentes que la 

de los plásmidos, aún al lavar el filtro bajo condiciones más estrictas. Además, estas 

señales no se observaron cuando se lúbridó con el plásmido pBR322. Lo cual indicó que 

existía un reconocimiento diferente al de la sonda LT /700. 

El hecho de que solo en dos cepas se observaron estas hibridaciones, sugiere que 

se podría deber al grado de pureza de la separación del ADN cromosoma! con el ADN 

de plásmido22• 

Previamente, Barrow et al., en 19871, habían demostrado la contribución de un 

plásmido de peso molecular grande (85 kb) en la virulencia de S. gallinarum, por lo cual 

se planteó el aislamiento de plásmidos de peso molecular grande para determinar si 

hibridaban con la sonda LT/700. Los resultados obtenidos indicaron que la sonda 
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radioactiva fue atrapada inespedficamente por los plásmidos de peso molecular 

pequei'lo, para lo cual se utilizó un plásmido de 2.68 kb, pUC18, como control negativo. 

Por otra parte para eliminar la posibilidad de que la sonda LT /700 estuviera 

contaminada con el vector pBR313 y éste estuviera hibridando con el plásmido pUC18, 

se sintetizaron primers a partir de la secuencia de los genes elt A 46 y elt B9• 

Alternativamente, para comprobar la existencia de una enterotoxina similar a la 

toxina de S. typhi11, se utilizó el plásmido pFF-14 que codifica para la subunidad B de 

la enterotoxina LT-like41• La digestión de pFF-14 con Pst I y Puv I generó tres bandas de 

1.5, 1.8 y 3 kb. La hlbridación de la banda 3 kb con el pUC18 en la Fig. 10 se pudo 

deber, parcialmente a que la sonda pudiera estar contaminada con el vector. La 

hibridación observada con el ADN de las diferentes salmonelas pudo ser causada por 

un reconocimiento de ADN tanto para la síntesis de la subunidad B como para ADN 

críptico, debido a que la sonda contiene ADN que no pertenece al gene de la 

enterotoxina41 • 

Por lo tanto, para descartar que la sonda estuviera contaminada con el vector, así 

como de ADN diferente al deseado, se sintetizaron oligonucleicos o primers a partir de 

la secuencia de la subunidad B de la enterotoxina LT-like en S. typhi41• 

Los resultados fueron negativos cuando se utilizaron los primers de la subunidad 

elt B de ETEC y elt B LT-like, de S. typhi, lo cual sugiere que S. gallinarum puede tener 

afinidad con otro tipo de receptor celular, como es el caso de las enterotoxinas lábiles 

al calor LT lla y LT llb16 de E. co/i, que a pesar de ser muy similares a CT y LT-120, las 

homologías encontradas en estos genes son para la región del gene A, que catalizan la 
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actividad enzimática18• Además, se ha reportado que S. typhi no r.e une a los receptores 

gangliósidos GMl en ELISA 11• 

La utilización de los primers elt A-1 y elt A-2 permitió la amplificación por PCR 

de un producto en S. gallinarum y S. pullorum (Fig. 11 y 14). Estos primers sobreponen el 

codon para un ácido glutámico en la posición 112 N-terminal, lo cual es Importante para 

la expresión de la actividad biológica47• 

El perfil de hibridación del producto amplificado a partir de S. gallinarum contra 

ADN de S. gallinarum y S. pullorum fue muy parecido. Esto confirma, de manera puntual, 

las grandes similitudes que existen entre ambas bacterias1•:m. Así mismo, se observó una 

débil señal con el ADN de S. typhi, por lo cual no se descarta que exista una similitud, 

aunque no muy alta contra el gene correspondiente. 

Las hibridaciones fueron detectadas a nivel de 20 y 3.6 kb, lo cual sugiere que el 

gene puede ser localizado en ADN cromosomal, debido a que no se observó señal en los 

plásmidos (Fig. 12), lo cual podría ser similar a V. cholerae y Salmonella typhimurium, que 

presentan el gene para la enterotoxina en ADN cromosomal6 a diferencia de ETEC que 

se localiza en plásmido27• Así mismo, la señal de aproximadamente 2.5 kb que se detecta 

con la sonda LT /700, si podría tratarse de una señal positiva, pero encubierta por la 

retención inespeclfica de la marca ocasionada por los plásmidos. 

El primer elt A-1 utilizado para la amplificación del gene elt-A like, lleva los 

nucleótidos para una arginina, la cual es muy conservada en los genes de las toxinas CT, 

LT y en la toxina de Bordetella pertussis. La alteración de éste aa, reduce la actividad 

enzimática de la toxina24• 
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El segmento del gene elt A-like de S. gallinarum fue secuenciado y alineado con los 

genes elt A y ctxA. La secuencia nucleotídica y la deducción de aa, se muestran en las 

Fig. 15 y 16. La secuencia de 329 pb que corresponden a 109 aa, presentaron un 

porcentaje del 80% entre los tres genes. 

Las bases 186-195 del gene elt A-like de S. gallinarum no están presentes en el gene 

elt A, pero tienen un porcentaje del 78% de similitud con el gene ctxA. 

La secuencia de aa indica que el fragmento amplificado de S. gallinarnm tiene una 

mayor similitud con ctxA (Fig. 16, Tabla 1) que con elt A. El cambio de porcentaje de 

similitud de nucleótidos en aa del fragmento secuenciado de S. ga//inarum con los genes 

elt A y ctx, se debe principalmente al inserto (186-195) que se comparte entre elt-A like 

de S. gallinarum y ctxA (Fig. 15). Además, algunos cambios puntuales con ctxA y no con 

elt A son en codones con diferencias en el tercer nucleótido, los cuales sintetizan para 

un mismo aa. 

Se observó que el fragmento amplificado de S. gallinarum codifica para un ácido 

glutámico en los nucleótidos 145-147, el cual es importante en elt A para la actividad 

enterotoxigénica de la bacteria47• En ctxA la secuencia es diferente, pero a pesar de la 

diferencia nucleotídica, este codón también codifica para el ac. glutámico. 

La mayor conservación de elt-A like con ctxA es a nivel de aa, así como el hecho 

de que ambos genes están en ADN cromosoma!, a diferencia de lo que sucede con E. 

coli, donde solo algunas cepas, las ETEC, llevan el gene, pero en plásmidos27• Esto 

sugiere que elt-A like de S. gallinarum, a nivel filogenético, podría estar más cercano a 

CT-A que a LT-A. 

56 



La importancia de la participación de una enterotoxina en Ja patogénesis de la 

enfermedad, radica en que las toxinas son candidatos atractivos para su uso potencial 

como antígenos, ya que muchas de ellas son excelentes inmunógenos, como sucede en 

el caso de las vacunas polivalentes recombinantes en contra de cepas enterotoxigénicas 

de Escherichia coli K-88, K-99 y 987P, que son usadas para prevenir de manera eficaz la 

adherencia, colonización bacteriana, así como la enfermedad en los lechones7• 

Sin embargo, es necesario llevar a cabo la secuenciación completa del gene elt-A 

like y determinar si codifica para un producto proteico con actividad biológica, ya que 

recientemente en un trabajo paralelo con lisados celulares de S. gallinarum FVA-1 se 

determinó que existe actividad enterotóxica en ensayos de asa intestinal ligada de rata. 

Por otra parte, también es importante la búsqueda y definición del gene que 

codifica para la subunidad B. 
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CONCLUSIONES 



-Sa/monella ga//inarum presenta una secuencia nucleotfdica homóloga con un fragmento del gene 

eft A de Escherichla co/i enterotoxig6nica (ETEC) y con el gene ctx:A de Vibrio cho/erae. 

-El segmento de 479 pb, amplificado por PCR, a partir de ADN de Safmonella ga//inarum 

hibridó con bandas de 20 kb y 3.6 Kb, cuando el ADN fué cortado con Hind III. 

-El alineamiento nucleotfdico del fragmento amplificado de S. gal/inarum mostró una similitud 

del 95% con el gene e/t A y del 83% con el gene ctxA. 

-La secuencia deducida en aa del fragmento amplificado de S. ga//inarum, mostró una similitud 

del 88% cuando se comparó con la proteína LT-A y del 91% con CT-A. 
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