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RESUMEN 

· Urquiza Bravo Odette.: Purificación y Caracterización Parcial de Proteinas con 

Actividad Enterotóxica tipo CT de Satmonel/a galllnarum (bájo la dirección de 

los rvrvz, M en B., Dr. Antonio Verdugo' Rodríguez, QFB, M en IBB., PhD. Yolanda 
r. ,. ·_ , - -.,: ._, -··:, ,. 

López Vidal , MVZ, M en C. PhD Francisco Suáiez Güemes Y MVZ: E.A. José 

Antonio Quintana López. 

El mecanismo por el cual 

-~:-:~·-. -·: ·.:· _, '- .. _, . '·:. ,>::_-" · .. ·, 

s~1m'.~~ella gallinf¡r:im produce ~iarr~afaún n6 sé ha . 

estudiado al detalle. En el presente estÚdlcfsiGfescribló la. actividád enterotóxica 

CT-like de S. gal/inaru~. valor~~ª Z~d;a~t~ ¡;ns~~os d~ ~l~ngadi~n e~ células 

CHO. Se utilizó una cepa inexicana'de cá~~~ de S. ~a/linarurn FV~-1. que posee . 
- ' - . , .. ,,' . . . -¿~'.'• . . - - - - - . - . - .. - .. 

una secuencia n~cleotí~lci<s1ní11a(á ctXA ~célfA} qúe''codiflcan'. . pár~ 'ras 

enterotoxinas CT-A de y¡~rio choÍerae y LT-A de E;cheri~hia ~0/1.~iltéroto~igénica 
(ETEc¡; i. respectivaniénte. De dicha cepa se obtuli'a el extraéío' proteico con 

- ', .•: -·· .... ·,.,_: •, ·-. ·- -· ·-. -·- : .. -¡· '· ':- ._,. 

actividad de én~erotoxina, el cual es liberado al medio de cultivo cuando la 

bacteriá e;tá ~n i~se log~rítmlca de cieclmier1to (PSNc)'.'A~f ni'ismo,. cuando se 

rompió la m~.~brana p~~iplasmáÜca ·. bacteri~na u'~and~ 'piir!riiixina B (PP),. desde 

la primera! hora de ~recÍmiento, se indujo elongacióri é;i ·~élulas CHO. La 

actividad e~pecífica de las PP de u~ ~ultivo de ;.¡ ~~i~;·d~ S. ga//inarum FVA-1, 

. después de. conc.entrarse 20 veces, mosÍró que i:~ri 1 rri~ tte,pioteína se obtienen 

1,685 ± 12~;3 unidades d~ acti~idad biológica: mÍ~~tra~ qJ~ ci~n Ías PSNC, se 

obtienen 1,128 ± 688 unidades. Con.estos ,d.atos ~~·~~terminó que s. gallinarum. 

FVA:1,· además. de• poseer ·.una .. secu~'~cla .~ucleotfdic~ ¿,n;ilai a ctxA ·.·de •v. 
~·· i.· _. . • ,-· ·.<· ' : . ,•_ ,.·;·.·, >J,•_.;, :.:-. ·,:·_ '·".. ..,, \'. ' , •-.·. ·. " 

cho/erae y .elt A.de. ETEC, también posee.' actividad 'enterotóxiéá. Porotra parte, 

se. observó' la reactlvldad. cruzada de ~~ti~uerpos p~Íicl~~ales anti Cr-A de v. 
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cholerae, contra las proteínas perlplasmáticas de S. gal/inarum, : d'atectándose 

una banda de peso molecular aproximado de 66 kDa. Estos resuitaclos: s~glerén 
que Salmonella gallinarum FVA-1, produce una enterotoxina CT- like, cuyo 

impacto en la patogénesis podría ser relevante.' 

• Enterotoxlna de Satmonel/a galllnarum, s. gallinarum, s. gallinarum CT /ike. 
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SUMMARY 

Urquiza Bravo Odette.: Purification and Partial Characterization of Proteins 

in Sa/monella galllnarum with Enterotoxic Activity . CT . Uke · • (under · !he 

direction of the MVZ, M in B., Dr. Antonio Verdugo-Rodríguez, QFB, M in IBB, 
~ .. ' . ' 

PhO. Yolanda López Vidal, MVZ, MC. PhO Franciséo súá~ez' Güeimes and 
jo"'' 

M\/Z, E.A. José Antonio Quintana López. 
:,·e- , '· \ 

The mechanism of Sa/monel/a galllnarum produces diarrheaJn}oult,.Y, · has 

not been studied in detall. In this study, it Ís'des6;ibed"t~e··~nÍeroÍoxiÍ: activÍty 

CT-like of S. ga/linarum, evaÍuat~d 'b{ elohg;~ti6~<Í~ 8íi6; 2en~ assay~. 
Salmonel/a gal/inarum FVA-1, a M~xi~~~ Xt~ain f~om ~~ dut6re~k, ~i~Íi 

- ... _, - ,-,--,,,,_' -
possess a nucleoUde seque~ce similar to ctxA ancÍ e/t Attiat codifie;, fo~ the 

Vibrio cho/era~ CT-A J~d enterotoxigenic Escherichia Í:~li ·¿T~Á · (ETEC), 
...... _,_-2,,:_;_ · .. •·.··'¡ 

respectively, was used. The proteic extract with enteroto~ie' a~tivity. • Was · 

obtained from the culture mecÍium when the bacteria reáclÍ~d the • logarilhmié · 

growth phase (SNCP). Also, elongation in CHO cell~ Wás' cietected.When the 
. ,_ .. _."'\?.·.:..:/'. ',.:• "· • 'r ·- •. - . 

bacteria! periplasmic membrana was broken (PP) since Íhe first hour of growth. ' 
___ :_:<::,:>- .. ;:,:r~:t---~;:~:~; \·-.-~':> ~- ·-.. : 

The specific activity of the 20 folds-concentrated PP from S. 9f!flir~''!rn F,VA-1, 

from a 24 hours growth culture, showed that, 1 ~~ ··;of' pr~teiri induces. 

1,685 :1: 124.3 units of biological activity, wluireai¡ SNCPindu~~s '.1, 128 ± 688 
. . . . 

units. These data suggest that, in additlon. to the símilarities between the 

S. gallinarum FVA-1 ONA sequences with tha.t of V. cho/erae ctxA or ETEC 

elt A, Salmonel/a gallinarum FVA-1 induces eriteroxigenic activity. On the other 

hand, by Western blot, crossed immuno-reactivity. was · observed using 

polyclonal anlibodies anti CT A of V. cho/erae . This crossed reacting 

antíbodies ídentified one S. ga/linarum FVA-1 períplasmic proteín of 

approximately 66 kDa. These resulls suggesl that, Sa/mone//a gal/inarum 
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FVA-1 produces a CT-like enterotoxin, whose lmpact in to the pathogenesls 

could be relevan!." 

• Key Woftfs.- s. gallinarum Enterotoxin, s. gal/inarum, s. gal/inarum CT llke 
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INTRODUCCION. 

La Industria avícola actual, se caracteriza por ser altamente 

especializada y teénificada. Los productos avícolas, como la carne de pollo y 

el hLievcÍ ci~ gallin~, ;epresentan las fuentes de proteína animal de buena 
. ' .. -, . 

calidad con mayor demanda en todos los estratos socloeconómlcos de nuestro 

país, d~~i9~ a su costo accesible y a su constante disposición en el mercado 

(10,62, 77). Esta industria es una de las mas importantes del área pecuaria del_ 

país· y también de las mas susceptibles a pérdidas económicas provoca.das por 
¡¡·" 

factores de mercado y problemas sanitarios; de ahí que es de considerable 

importancia el conocimiento de los resultados de los estudios. de: l~bor~·t;rio' 
para determinar la frecuencia de las enfermedades de las ave~ c2s¡;< 

Algunas de las enfermedades bacterianas que· oca.~i~~im. mayores 

pérdidas a la industria avícola, y a la vez pueden causar graves problemas de 

salud pública, son las ocasionadas por el género Salnionella. Este género fue 
. ,- --.. . :. . > 

descrito por primera vez en 1880 y ·comprende ·aproximadamente 2,200 

serotipos, de los cuales, ·ros de· inÍ~ré~ 'e~ la · i~dustria avícola pueden ser 

divididos . en dos grupos . principales:· el de las salmonelas no móviles, 

representado por Salmonella ga//inarum y S. pu//orum, y el de las salmoneras 

móviles, que incluye a_ los demás serotipos del género (2,3,6, 12, 14,37,43,53). 

Sa/mone//a ga//inarum es el agente etiológico de la Tifoidea Aviar (TA), 

y S. pul/orum de la Pulorosis o Diarrea Blanca Bacilar. Estas especies no 

infectan al hombre. En contraste, las salmonelas móviles producen las 

paratifoldeas en las aves, siendo las mas frecuentes en las aves S. 
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typhimurium y S. enteritidis, las cuales producen en el humano salmonelosis o 

intoxicaciones allmentlcias (2,30,38). 

Tifoidea Aviar 

En México se reportó la presencia de S. gallinarum desde 1978, con la 

presentación de alta mortalldad en parvadas de pollo de' engorda y grave 
''' 

desajuste en la producción en aves progenitoras y reproductoras;é lo que· se 

reflejó en una deficiencia de reproductoras pesadas, c~c~rilndos~' entre . . · 

450,000 y 600,000 aves para 1980. Por este hebho'.1~.TA~ ~~-un~ pr!o;ldad' 

sanitaria a~ícola, a la cual se dedicaron los recurs~s e~!ste~tes para ;u 

atención prioritaria, por l,o que se', estrudtur( ·~~~-~~ !i~~~} ~~ 197~; ~~ª 
comisión' i~terinstituciona1 .que p~rmlUf!sE! co~ta(~orl't~d~\ia part¡c1pació!1, 

profesional y técnica en el problema sanitar!o.yos·ériterios ~~slcos fueron Íos 

de erradicación en .la población general .de ~ve~ prog~hito~~s ~ef paf~. 6~ntr~I . 
, . . . .- . -, ·. ··- '"... . ' ~· . --~ .:. . ··.. -- ·," ._. -- . 

y erradicación en su caso de la población 'general de aves r~productor~s en el 

territorio nacional. Sin embargo, en es~,, é~()¡;a'. ~,i L~tlno~n'Íérica: , las 

condiciones económicas que imperaban;dd~permitÍerÓn)ir'ia áplic~~Ón plena 
·.: .__:~ '/ . :-.~\-:; 

de verdaderos planes de erradic~clón (fo,3,(53,): · .. 
,_ •• , .••• 1 

En el año de 1984, CanadÍI; E~tados ÚnidÓs. de Noiteamé~ica y varios 
.. '· ... ·····-·:····-,·--· ,. ' . '' "' 

países europeos, reportaron~l<1,EIU.se11cia;,cie)TÁ,Úr\ie~tra's q~e~n ~Africa,· 
Centroamérica, Sudamérlda y Méxi~6 se ~eportó ~~ di:mátid~ ln~re"1e~to de la 

presencia de TA (57). A -~esar dé lb~ ~~f~~~~~ r;~¡¡~~élb~ h1ásiii ii fecha para 
.·-· •. ·•• - ...... -.. -- .·•· 1·;· -r. ·' ,.. ,, " . 

la erradicación. de la TA, aún .. continúan'. pre~enÍándose .• brotes de esta 

enfermedad (1 O), por lo cual, sigue sie~do u~a ¿nférmedad de gr~n i;,,portacia 
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económica, debido a varias causas: las aves que se recuperan de un brote, 
' ., . . ' 

son aves con retraso en .el crecimiento considerándose. aves .de _desecho, 

existen portadoras asintomáticas, las . aves en postura disminuyen la . -- . . - ,. :; .- ....... , 

producción hasta en un 30%, además de que existe.una .• bajá'.tertilidad ·e 

lncubabllid~d ~alta mortalidad sobre todo en aves jóve~e~.~3,js,s1,s2,s1,). · ---·»·. ";' ··-

Las especies susceptibles a TA son prlricipaimeíite:'.1a' gallina 

doméstica, guajolote, gallina de guinea, faisán, cod~rn1i'y},~1~ina;'.a~nque s. 
gal/inar'!m p_uede ser aislada de la mayoría de las avá.s::é3151\s2,S1):: _~.-. 

,,--- :~--··· -- - - ,_ ·-- ·:· ~· !" ,< -

En el caso de la gallina doméstica, .la: r~~Jst;;ri~fa por parte del 

hospedador hacia S. gallinarum puede ser: 

a) Genética.· Las aves ligeras scin menés 'su~cépÍÍbles a una lnfe'ccfón 

por S. gallinarum. 
-": .. :::·':..,:-·· -

;·.·r 

b) Resistencia por la edad.~.Las~a'tes adul~a~'s~~ ~~~refractarias a· 

TA que las aves jóvenes: · 

que acidifican ef ¡,:¡¡a~ iniestinal,: ~c;ri menos ;, susceptibles a 'la 
lo::-·-

colonización por S.'gallinarum(57,77): · 

Etiologfa 

- . ~ ,_: !:· .'· ; '" 

Salmonella ga/linarum es. un bacilo Gram n~gall~o. pertem~cle,nte a la 

familia Enterobacteriaceae, es Inmóvil, nó)oseé cápsula, no e~porula, y es 

anaerobio facultativo. Este micrci~rga~ismo ~b désc~;l:ioxila IÍ{ornitina, no 
. ' .; }_:;_··" '. ~-;:.-_ '· ' - - - .-

fermenta la lactosa ni la salicina, pero si puede ferméritar.y ¡i'rcíduclr.gas en 
- ., -· ' ' 1 -

glucosa. Se le considera un parásito intracelular faé:ulÍativo: (s;23). Puede 
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resistir 9 meses en ropa almacenada en Jugares fre~cos y. obscuros,·. 20 ·días 

en agua no expuesta directamente a·J sol, 30 semanas' én cama dé aves, una 

semana en heces de aves Infectadas, tres meses' en ave~ mJ~itas (a partir.cié 
. . . .,_ .• ~ ' . - . ,¡_ 

médula ósea), puede resistir la congelaflón y ;des~ongelációll durante 43 

veces seguidas. Sa/monella gal/inarum'es ·sensibÍe' a lo~ ra.yé:>s 'ú1trávioleta, al 

calor, 'ªdesecación yª 1os desinfectant~s e:~M~~~~A~~·e,·ien{,1 ~' o.1% ~ e1 

formol al 2% (3,51,52,53,57,81) .. · 

El periodo de incubación de Ja TAesdé 4:s. día~ conuriéursode 5 días 
- - ., . '···~ ' " . ¡"' - . -'" ... ,._. - . ' .. 

hasta 2 semanas, produéielldo úria morbllídad del. 5· al . 20% y Üna mortalidad 

del 5 al 50% dependle~do efe la llirulenc~ de la c~d~ i3.s1 ;~;:~3·:5; r 
La.tránsmfsiém de TA puede ser de tipo vertical ~ tr~ni6várica y de tipo 

horizontal de. forma directa o indirecta, siendo Ja transniisiÓn •.• vertical n{~s 
· importante, ya que Jos pollitos nacen enfermos y muere~ .en po¿os:dias, 

además, de ser la forma de perpetuación del padeclmienící de .. llná generación 

a otra. La transmisión horizontal es la forma de inf~~~ión ~~t~~ ~set~~ de una 

misma granja o entre granjas (3,51,52,53,57): · 

Los signos clínicos que se observan freclJerÍ~em~ni~ ~rÍ ~ves Íóve~es 
son: apatía, somnolencia, deshidratación, e~pasta~i~~.t? • cloácal,depresíón; 

ceguera, mortalidad, y diarrea; mientras qüé en avés adultas; la producciód se 
. - - . - ' . ;- -~~--f"::-=-,,.·~; -;::;-,-- ·-:--.º - -· .. 

reduce hasta un 30%, anorexia, cianosis de é:'resta y ilárbillas> deshidratación y 

La diarrea que se observ~ t~~to ~11 a~~~jó~e~E!s ~m'o en ave~ ~dultas, 
es de tipo secretor, similar a i~s dfarreas prod~di~as ·.por otr~~ bacterias.· 

enteropatógenas productor~~ J~ ~nt~;ot~~in~s. ~~mo s~n Fisch~ri~hia coli 

enterotoxigénica (ETEC ), Vibrib cflol~raé, C;mpyl~bacter jejuni , S. typhi y 
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S. typhimurium, de las cuales se han descrito algunos de los mecanismos de 

patogenia para producir diarrea (5, 12,20,35,38,40,46,63,65,66,71,78,80). 

Mecanismos de Patogenicldad Bacteriana. 

La capacidad de algunas bacterias para colonizar los tejidos de un 

animal, depende de algunas propiedades Interrelacionadas como: 

a) Lograr acceso a alguna de las superficies del hospedador 

b) Evitar los mecanismos de defensa lnespecíflcos. 

c) Obtener los nutrimentos para su multiplicación y desarroÍlo . 

d) Capacidad para producir toxinas. 

Muchas de las bacterias logran el acceso a fas superficies del 

organismo, •como es el caso de la piel y la conjuntiva o las membranas 

mucosas. del tracto respiratorio o digestivo, pero solamente algunas penetran 

en. forma profunda a los tejidos del organismo como resultado de heridas o 

abrasiones. En muchos de los casos la respuesta del primer desafio es 

eliminar a la bacteria del organismo o establecer una relación simbiótica con el 

hospedero, pero con bacterias patógenas, la respuesta puede ser con signos.• 

clinicos de la enfermedad y en algunos casos la muerte (65). 

El criterio para juzgar si Úna toxina .es responsable de signos..~Jínic:ós:~e 
una enfermedad es: 

a) Se conoce que la bacteria produce toxinas. 

b) Las bacterias· virulentas producen toxinas y las avirulentas no las 

producen. 
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c) La inyección de la toxina separada de la bacteria, produce síntomas 

que semejan la enfermedad. 

d) El organismo lnfectante produce la enfermedad sin que se multiplique 

profusamente o que se difunda extensivamente y los órganos que se 

encuentran a distancia del sitio de infección son afectados. 

e) La enfermedad puede ser prevenida mediante inmunización contra la 

toXina (65). 

Debido a las diferentes sustancias químicas que forman. a las ·toxinas, 

sus mecanismos de acción y su origen no se puede emitir. una d~~~ci·Ó~ que 
»·'},·-.·-' 

abarque adecuadamente a todas ellas, sin embargo;;' s.e ':· han '.realizado 

diferentes intentos. 

Estas substancias pueden intervenir en la colon.izaci¿:¡,·}~·umentar .la 

Invasión hacia tejidos más profundos, modificar . la int~grid~d normal y 

fisiológica de las células del hospedero, o, en muchos d~ los.~ásos, reproducir 

los signos clínicos de la enfermedad. Muchos de estos productos son tóxicos 

para animales de laboratorio o en cultivos celulares in vitro, pero sólo ellos 

contribuyen con un paso esencial en el mecanismo de patogenia en la 

enfermedad natural, por lo que se les llaman toxinas virulentas (65,67). 

Mecanismos de Patogenicldad del Género Salmone/la 

Muchas de las bacterias patógenas entéricas tienen la capacidad de 

invadir cultivos celulares de mamíferos por medio de la acción de la actina, 

que como resultado induce la formación de seudópodos para que sea 
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fagocitada a la bacteria. Salmonel/a spp, fuerza a las células del hospedero a 

. que sean fagocitadas. La unión de Salmonella typhimurium y S.· cho/erasuis en 

cultivos celulares, produce cambios en la superficie de la célula del hospedero, 

semejante a un liquido que salpica (efecto "splash"). haciendo contacto con la 

superficie de la célula. Este efecto •splash" provoca que la membrana celular 

se deforme y adquiera un aspecto rugoso (membrana rugosa), que finalmente, 

tiene como resultado, la penetración de la bacteria dentro de una vesícula 

endocítica. Una vez que la bacteria es fagocitada, la célula recupera su forma 

normal y, dentro de la vesícula endocitica las bacterias se dividen, y diferentes 

vesículas crecen juntas formando grandes vesículas llevando en su interior 

muchas bacterias (67). 

El mecanismo mediante el cual la membrana celular adquiere el aspecto 

rugoso para la penetración de la bacteria, parece ser mediada por un grupo de 

genes cromosomales designados inv (inv A-P). Se ha sugerido que muchos de 

los genes inv codifican para la producción de algunas proteínas auxiliares en 

el proceso de invasión. Existen otros genes llamados hi/ (hiperinvasión) que 

estan localizados cerca de la cadena inv en S. typhimurim los cuales están 

encargados de aumentar la frecuencia de invasión (67), 

S. typhimurium contiene plásmidos de virulencia con genes llamados, 

spvA, spvB, spvC y spvD organizados en un operón y spvR que es una unidad 

transcriptacional separada, estos genes son altamente expresados durante la 

fase estacionarla de la bacteria. Los genes spv &,almone/la Rlasmld l(irulence) 

contienen de 50-90 kilobases, y su ausencia, reduce la capacidad de la 

bacteria para causar infecciones sistémicas en ratón, sugiriendo que los 

plásmidos llevan. genes de virulencia importantes. Se ha obtenido la secuencia 
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de DNA de estos genes, pero el único gene que tiene una _secuencia 

significativa similar con los genes de funciones conocidas, es spvR, un gene 

regulador. Los genes spvA-D codifican para las proteínas de membrana pero 

aún no se conoce su función completa (67). 

La S. typhimurium ha desarrollado un complejo de adaptación a la 

ingestión por fagocitos. La sobrevivencia en fagocitos es debida a dos 

características que son: la resistencia al oxigeno, y la resistencia a las 

defensinas. Los genes oxy son expresados en presencia de tensión por 

oxigeno y codifican también para catalasa y para superoxidasa dlsmutasa, se 

encuentran localizados en el operón phoP/phoQ, los cuales controlan genes 

para la sobrevivencia en macrófagos. La falta de phoP/phoQ aumenta la Dlso 

en más de 10,000 veces, indicando que este operón regulador controla genes 

esenciales para la virulencia en ratones (67). 

Los genes pag son controlados por phoPlphoQ y son llamados pag por 
;'",'' ,'. 

que provienen de phoPQ activated, son altamente expresados con la limitación 

de carbono, bajo pH y condiciones aeróbicas; y los genes de rep.resfó~ ;~ón 
llamados prg (phoPQ- repressed genes), son expresad~{?e~'. rri'~dios 
enriquecidos, en condiciones aeróbicas y pH neutro. La ausencia de algunos 

genes pag (pagA y pagB) no tienen efecto en la Dlso, pero la ausencia de 

pagC aumenta la Dlso hasta 1,000 veces. El gene pagC codifica una proteína 

para la membrana externa de la cual se desconoce aún su función. Los genes 

prg A-H codifican para proteínas excretadas. prgH es necesaria para la 

virulencia de la administración oral o inyectada de la bacteria, pero su función 

específica en el pro~eso de Infección no está bien establecido. La ausencia de 

prgH dismlnu~e i~ invasión de ma~rófagos cultivados. Este hecho, y, junto con 
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el que prgH esta íntimamente unido a hil, que a su vez esta unido a invA-H, 

sugiere que prgH probablemente codifique para una invasina o .Úna· proteína 

involucrada en el proceso de invasión (67). 

Otro factor de virulencia Importante de Salmonel/a spp, en el suero; es 

la resistencia al sistema complemento, el cual, es debido: a '1~s grandes 

cadenas del antígeno O del LPS, además, existe una proteína de'm~~l:lrana 
externa producida llamada Rck (Resistance to comp/ement ki/ling)i codificada 

por el gene del plásmido de virulencia en S. typhimuriufTI. Rck;·· a~túa 
previniendo Ja formación, y, la inserción, del complejo C9 completamente 

polimerizado dentro de la membrana externa de la bacteria (67). 

Toxinas Bacterianas 

Las toxinas se clasifican en endotoxlnas y exotoxinas: Las endotoxlnas 

forman una parte estructural del lipopolisacárido (LPS) de la membrana 

externa, mientras que las exotoxinas pueden ser producidas extracelularmente 

durante el crecimiento o ser liberadas durante la muerte bacteriana mediante 

lisis celular (65). 

En aves inoculadas experimentalmente con la endotoxina (parte del 

LPS) de S. gallinarum se observa aumento de la temperatura corporal, 

disminución del peso de la bolsa de Fabricio y cambios en los parámetros 

· hematológicos y serológicos (76). 

Las exotoxinas clásicas son considerablemente más tóxicas que las 

endotoxinas, son proteínas termolábiles y pueden ser convertidas en toxoldes, 

que pueden estimular Ja producción de anticuerpos, neutralizando la actividad 
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biológica de los efectos de la toxina, antes y frecuentemente después de ser 

administrada a los animales. Muchas de las bacterias Gram negativas 

producen exotoxinas, y a las producidas por enterobacterias se les denomina 

enterotoxinas { 6, 12,37,55) . 

Estructura y Función de las Exotoxinas 

Las exotoxinas pueden ser divididas en tres tipos con base en su 

estructura y actividades. 

1) Toxina tipo A-B.- Son aquellas toxinas que poseen dos fragmentos: 

Fragmento B; el cual se une al receptor de la célula del hospedero y está 

separado por el fragmento A, que posee actividad enzimática responsable de 

· la toxicidad. El fragmento B, puede estar formado por un solo polipéptido o 

tener varias subunidades. El receptor en la célula del hospedero es reconocido 

frecuentemente por la subunidad B, pero no siempre se trata de carbohidratos 

en la superficie de la célula del hospedero. La subunidad A, penetra al 

citoplasma de la célula blanco ya sea inmediatamente después de la unión del 

fragmento B a su receptor o después de la endocitosis de la toxina completa. 

El fragmento A de muchas de las toxinas A·B, inactivan proteínas del huesped 

por unión covalente de un grupo ADP ribosil (ADP ribosilación). 

2) Toxinas que desorganizan las membranas de las células del 

hospedero.- Son aquellas toxinas que pueden formar poros o hidrolizan 

fosfolipidos en la membrana. Las primeras, permiten que los componentes 

celulares salgan, entonces entra agua y por ende la célula muere. Estas 

toxinas pueden ayudar a la bacteria fagocitada a escapar de la vesícula 
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fagocítlca y entrar al citoplasma de la célula del hospedero, no tienen actividad 

enzimática, pero producen un efecto tóxico por medio de Ja inserción dentro de 

las membranas, usualmente uno de sus receptores es el colesterol. Las 

segundas, son fosfolipasas, las cuales remueven una porción de Jipldos de los 

fosfolipldos de la membrana plasmática de las células del hospedero y 

entonces, al ser removidos estos lípidos, la membrana se desestabiliza y 

ocurre Ja muerte celular. Ejemplo de estas toxinas son las "hemolisinas" 

(citotoxinas). 

3) Superantígenos.- Son proteínas bacterianas que necesitan una 

estructura tipo A-B y actúan estimulando a las células T para liberar citocinas 

(67). 

Existen dos grupos de exotoxinas basados en su mecanismo de' a~ciÓn: 

1.- Toxinas citolíticas.- Fueron las primeras en ser descritas, debido a 

que causan hemólisis alrededor de los cultivos de agar sangre. las toxinas 

citolitlcas modifican la membrana celular permitiendo la salida de Jos 

componentes intracelulares, dando como resultado la lisis de la célula, aunque 

se ha descrito que muchas de estas toxinas son capaces de provocar cambios 

de permeabilidad en la membrana sin causar lisis celular como se observa con 

la exotoxina de C/oslridium perfringens, Staphylococcus aureus y Pasteurella 

haemo/ytica. 

2.- Toxinas con actividad intracelular: Son aquellas que afectan la 

actiVidad metabólica de la célula mediante 2 formas principalmente: 

a) Toxinas citotóxlcas.- Inhiben la síntesis de proteínas en el interior de la 

célula como se observa con las toxinas de Shigel/a dysenteriae y 

Campy/obacter jejuni (40,59,65,68, 73). 
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b) Toxinas cltot6nlcas .- Activan lntracelularmente la adenllclclasa, ejemplos 

de éstas son la foxina de VibnÓ .choterae (CT) ·.Y la ·tóxlna termolábll 

Escherichla co/i erÍterotoxlgénica. (LT) .. Algunas de. las bacterias que colonizan 

el tract6 Intestinal: pr¿·d~~~n-~x~t~Xi~~s ~ .las cual~s se Íé.s c~n~ce c~l11.~ 
enterotoxln~s y eje;cen ;ü ~cciÓ~ 'en los e~terocitos. Vibrio c/ÍoterJe, ETEC ' s. 
typhi y s. lyphimu~ulT1 prod~cen enteroto~nas las cuales j~éganun p~pel muy 

• • • • • • ' 1 

importante en la producclóh de diarreas durante la lnfecéión •. Se ·ha propuesto 

que uno de los mecanismos por los cuales .. Salmone/la ga/lin~mrif p¡oduce · 

diarrea es a través de una enterotoxina. 

Enterotoxina de Vlbrlo choferae 

Durante la lnfecclon, V. cholerae no penetra a las células epiteliales del 

intestino, sino d~e ·el d'afio lo prÓ~oca r pófmedio. de I~ producción de una 
-· • '·"~· •• , .• ·- - ·-' - " -- . _._·e< . " -- ,. •• - ..•.•. :,, - -.• 

potente enteiotoidna, aclem~s ',la bacteria se ~~ltipli~ ~lol11zarldo gran parte 

del. epitelio. intestinal, interfirién,do. con .1a capacidad ~é absorción del colon, 

dando corrió· -r~sJita~ci Una ..•• ~~~n ~érdi~~- ~e ;~g~a ·.del organismo 
'•·' <'1 •• :·· 

(
5

,
3503

:~
4

:~::;:~~na d~ v. cholerae t~11d1:~ t~xin:. ~i) ~s: una toxina de tipo 

A-B ADP,ribosiládorá, es termo1ál>i1::y ~~té~~!11~uest~ pofdos subunidades: la 
' ·- • ' • °'' ,J; "·.; .... ,_-, ~-·· -.--_,.,-r:ó.o"""-,-.- -~ - • • 

subunldad A con un peso moleculár(PM) id~ 27.215 kilo Daltons (kDa) y una 
' '. · •• -· ', ·•_¿. ··. - . -. - ' '·· 

subunidad e con un PM de 11.B7k[)ªY,~~tá c~d~icadapor los genes ctxA y 

ctxB, respectivamente, qué se encuentra~ en· el; cromosoma de· la bacteria 

(5,47,67,71). 
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La molécula de la toxina biológicamente activa, esta compuesta por cinco 

subunidades B y uha subunldad A (5,47). La subunidad B constituye el sitio de 

unión. de la toxina con receptor de membrana de las células eucariótlcas, el 

gangllósldo GM1, y posiblemente facilita la entrada de la subunidad A dentro de 

la célula blanco (67) . La subunidad A tiene actividad enzimática y toxigénica y 

puede s.er. cortada proteolíticamente generando dos cadenas denominadas A 1 

y A2 (5, 15,20,25,35,45,47,48,71). 

Cuando V. cho/erae coloniza el intestino delgado excreta CT, la cual se 

une a las células de la superficie de la mucosa del hospedero, por medio de !ª 
unión del gangllósldo. GM1 es un ácido siállco que contiene un oligosacárido 

covalentemente unido a un lipido caramida. La porción del lipido está 

embebida en la célula de la membrana del hospedero y el oligosacárido está 

expuesto en la superficie de la célula del hospedero. El ollgosacárido es la 

mitad reconocida por la subunidad B de la toxina. V. cholerae secreta una 

neuraminidasa llamada sialidasa, que remueve los residuos del ácido siálico 

del complejo oligosacárido para hacerlo estructuralmente más similar a GM1. 

Se ha sugerido que la neuraminidasa contribuye a la virulencia de V. cholerae 

aumentando el número de receptores disponibles para que se una CT (67). 

Una vez que CTse une a GM1, la subunidad A1 es liberada de Ja toxina, 

probablemente por medio de una reducción de la unión dlsulfuro que une a A2, 

y penetra a la célula del . hospedero por medio de un -mecanismo dé 

translocación desconocido. La subunidad A1, ADP-riboslla una proteína de 

membrana llamada Gs. A1, ADP-ribosila otras proteínas de las células del 

hospedero, pero Gs parece ser el primer blanco. Ch· es una proteína de la 

familia GTP-hidrolizantes, (llamadas proteínas''ci¡ q~é.regulan muchos de Jos 
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aspectos de las funciones de las células eucarlóticas. Gs es una proteína G 

que regula la actividad de la adellnato clclasa de la célula del hospedero, a 

m~nera de una hormona-dependiente y entonces determina .el nivel.del AMP 

cíclico {AMPc) en fas células blanco. La forma activa de Gs (Unión GTP), 

aumenta la actividad de la adenilato ciclasa, mientras que la forma inacthÍa de 

la unión GDP, extrae la adenllato ciclasa inactiva. Normalmente la forma activa 

es producida en respuesta a la estimulación hormonal y es convertida en forma 

inactiva después de un período corto. Esta "activación y desactivación", 

asegura que el AMPc (una molécula reguladora en células eucarióticas) se 

produzca en altos niveles, suficientes, para hacer su trabajo, pero no le· es 

permitido fa acumulación por Interrupción de las funciones normales de la 

célula. Los "corto circuitos" (activación y desactivación sin control) de Ja AOP -

ribosilación de Gs, provocan que Gs permanezca "activa", y entonces, los 

niveles de AMPc permanecen sin control y son liberados en altos ni~ele~,. Esta 

variedad de efectos, provoca que exista una alteración en el transporte ·de 

sodio y cloro. Estas alteraciones producen un desequilibrio de iones q~~ ciausa 

la pérdida de agua asociada a cólera (35,46,47,48,67). 

El proceso por el cual la toxina de cólera completa es excretada hacia el. 

fluido extracelular aún no está bien estudiado, pero CT está estructuralme~te y 

funcionalmente relacionada a la entero toxina lábil de Escherichia coli (L T) 

(50,67,70,72 ). 
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Enterotoxinas de Escherichia col/ 

Existe evidencia de que muchos de los casos Uamados "diarrea del 

viajero" son causados por una infección de algunas cepas de Escherichia coli 

enterotoxigénica (ETEC). ETEC produce d~/ tip~s de ~nterotoxinas, una es 

conocida como LT (lábil toxin: toxina termo lábil)/ /la segunda es conocida 

como ST (heat-stable toxln:. toxina te;oe;table) {20,41,4~,71 ). 
La enterotoxin~ sTd~ E. ·',¡(')¡¡,'¡,~·s1d~ as~ci~'ci¡{~· ;¡gunc,s;~a~os de 

diarrea en . vlajero"s .Y en~ nlli~s:; Es. una: p~~teina e extracellÍlar;' e~º· iie~e 
reactividad hu~~ral~~uza~aca~iro CT, ~lene iínpeso rJó1ecular bajo ( 2,000 

daltons) y es estable a 100~C por
0

15 ~30miiíUtoS: Los 9;ries qúe C()difican 

para·.· ST se.· encuentran•• ... im~ pl~smidos. y ..• son' cCJni~d~·;C:¿mo• estJ\. . Los• 

plásmidos cíe sT h~ri sld~o~~ri~e;id~~ ;,ci;:~~~J~~~~i~~ ~. ~. dí,cif~ra·e y otras. 

enterobacterias, y han estimulado ta acuniuiaéiÓn'dé fluidos e.n. ensayos en 

ratón y asas ligadas iJeaJes en coneja, aÚn~~E/ta Í~S~~J~tá es rápida, ésta no 

se so~tlene por más de 6 horas ( 5,20,2:2,4a,'6s,é7i.:;,, . . . . ... . ... 

ST se divide en .dos subgrupo;;'meta~ol ~oluble:.(STa) y metano! 

insoluble (STb). STa pravo~ uri ~u:;¡eni6.~~~1~iveÍ d~I GMP Cíclico (GMPc) 

del citoplasma del enterocito ~el ho~~~~cl~~o. ~ste aumento, provoca la pérdida 

del mismo tipo de fluidos cau~adCls p~; 'iá liberación descontrolada de AMPc. 

El sitio de unión de ST es la p~rt~ api~I de la membrana de la célula intestinal 

del hospedero y esta unión es' la que activa la guanilato ciclasa. Hallazgos 

recientes, han suge~ido que ~ra i~it~ una hor~ona que normalmente activa a 

GMPc. El proceso de acti~~ciÓn requiere ATP, pero el papel del ATP no está 

bien entendido ~úffy :eXist~n muchos factores auxiliares (como las proteínas 
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ATP unidoras) también involucrados. STa y STb actúan de manera diferente y 

.tienen una secuencia de aminoácidos diferente. Existe la evidencia de que los 

receptores de ST son diferentes a los de CTy LT ( 5,20,67). 

L T tiene un peso molecular de 91 kOa, y esta compuesta por una 

subunldad A con un PM de 25,500 daltons y una subunldad B de 59,000 

daltons. Los genes que codifican para L T se conocen como e/t A y e/t B 

respectivamente (5,20,65,71,75). Los genes de LTse localizan en una familia 

de plásmidos denominados ent, de los cuales se ha determinado la secuencia· 

nucleotídica, observándose una alta similitud con lá del gene CT (80 % de la 

secuencia de aminoácidos en la porción amino ternik1aÍ.del;;~b~~id~~A1: y. 

de un 31 a 55% de similitud con el péptido A2 cioi: Si~ erTiba;go, LT:no es. 

secretada hacia e1 sobrenadante durante e1 creci~i~nto en uA medio ci~ c:~1uvo ···• 
en el laboratorio, sino que se localiza en el e~;a~l~ p~riplasmáu;cde la 

bacteria ( 5,20,26,36,41,46,67). 

Muchas de las cepas de E. coli producen una L T de tipo 1 (LT-f) que 

causan una diarrea secretora y activan la adenllato clclasa en las células de la 

mucosa del intestino delgado (14). Existe un segundo grupo de enterotoxinas 

de E.coli denominadas L T-11, cuyos genes se localizan en el cromosoma 

bacteriano. Las LT-11 no son neutralizadas por antisueros dirigidos contra CT 

y L T. aunque poseen una reacción inmunosérica cruzada muy débil con L T-1 y 

CT. Dos miembros de la familia L T-11 (L T-1/a y LT-1/b} están formados por 

subunidades A y B similares· a las de CTy LT-1, con la diferencia de que la 

subunldad B de las toxinas del grupo LT-11 no tiene la capacidad de unirse a 

Gw (17,26,30,36,65,67). 
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Enterotoxinas de Campylobacter jejuni 

Se ha demostrado que C. jejuni produce una enterotoxina ·que se 

encuentra en el espacio perlplasmático, Y. sus propiedades inmuno.lóglcas y 

actividad enzimática son simila.res a CT y L T. Esta enterotoxlna Induce 

elongación en células de ovario de hams.ter chinó (chinesse ovary ce//: _CHO), 
:_' - ' ':: 

lo cual Indica que el AMP dclico intracelular se encuentra elevado. Los 

hallazgos obtenidos por Oaikoku et al. (16) y Diaz·BarrosÓ et. ai. ¡(16), : 

sugirieron que existe una banda de 66 kDa y 62 kOa emplea,n~~- a11t.icuerpos 

lgG anti cr y a~ti cT~B. respectivameiít;. La toxina de c. fejJ~{ccJn, ~uede · 

ser neutralizada con antisuéro deCTy LT. Sin embargo, a'~Qq~; crs;:une 
preferentemente . al• gallglióslcÍo -GM1 mas que. al• .. GD1 b,-ÓJT río: sei~ne . la - .. - '. •' - . - .. ''--,'.._ : .. : ,_ ·- - ---·.-, .. _.-- .·. 
gangllósido GD1b pero si se une al. gangliósido G~1: GJTe~íá'muy· ~éÍacionada 

- . '-··_., .. --.- ... ' .. --··_\ .. \ .. ·-- - . ' 

con la prod.ucclón de enfermedades diarréicas ( 1, 7; 16,26,3S,55~ 64,74,60) : 

Las . prepara~iones ... éoncentradas. d~·•.Campylobac~er-Jejuni," inducen 

acumuláciÓn. d~ fl~i~~r~n :~~ª~ ii~a~~ li~~d:~ d~ ~ª;ª \~c;he¡~:.-P~~ n¿ e~ 
-~~;-~·. /:,,: 

,,;-: ~ ,- --

En trabajos recientes iic>brel~-p~g~_nia d_e,láshÍfécciones if1testiríales 

causadas por s. 'tfphl y s. fYphrmuf;um, ~e ha propuesto;;que producen ~na 
• j ---·.· '-, ••• _, -"·' ·'-'¡' ' ' -··</ ,. ' 

enterotoxina que altera la secreciÓnde-fluidos' y 'elecÍrolitOs en el intestino, 

como las que inducen las toxin~s d~ V. chbteiae, E. col/~ c. jejuni. Dichas 
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enterotoxinas podrían tener un papel importante en los padecimientos 

entéricos producidos por Salmonel/a (12,65). 

Fernánd~z et a/.,en 1988, aislaron un gene de S. ty~hi que codificaba 

para una énterotoxina que tenía similitud con cT y t:r: :[~ entero;d~ina 
codificada por un colifago recombinante i.. FDC1, indllce;·~:ec~~ci~n d~ tÍuidos 

en asas !leales en rata, elonga células CHO, y es antigéniéame.nte simila'r·a LT 
. ·.;:. •' 

cuando se controló con anticuerpos por medio de ELISA. ; El D'NA.del i..· FDC1, 

contiene una secuencia que hibrida con el gene que c~~iflc~ p°;;~~ '1~ s~bu~Ídad 
B de LT; y, cuando fue hibridado en las mismas coñcucié~esp~i~ s~d~t~cción, 
no se observó homología con el gene para la subu~idad,P,. ~,e~!, Si~ embargo, 

el hecho de que la actividad enterótoxica pueda . s~'r' ºdetectada en asas 
,.- .. ,,,..•o/···-'..-,,.,.,._,· ........ "' J 

Intestinales ileales ligadas en rata Yen elongación'encéfuia~·jctiCl, sugiere 

que la enterotoxina de S. typhi tiene_ una subünidad funcionalmente ~i~ilar a 

CT-LT A (24). 

Estudios hechos por Prassad et al. en 1992 (59), donde clonaron el 

gene de plásmido stn de S. typhimurium en Escherichia co/i, qu~ cdd~fc~ba 
para enterotoxina CT-like, mostraron que existió secreción de fluido:~,, en .el 

modelo de asas Intestinales ligadas en conejo, y posteriormente Ch'opia eta!., 
. '".' ·-,:; .. 

en 1994 (11 ), demostraron que el título de elongación en células CHO, ·se 

incrementa cuando el gene sin es mayormente expresado en mediris'~~n c~n'·' 
alta osmolaridad. 

La actividad biológica de las enterotoxinas similares 1{ cr'Vi.r de · 

S. typhimurium, evaluadas in vitro, también producen un~ • ~longación ~n 
células CHO, así como un Incremento en la secreción ~~ ~IÜidos ~n 'asas · 

ligadas intestinales ileales de ratón, sugiriendo una similitud ·'en~I mecanis~~ 
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de patogenia entre fas enterotoxinas de S. typhiy S. typhimurium, con CTy LT 

subunldad A (11,24,26,27). 

La enterci~óxina éte S. )yphi paree~ ten~run receptor diferente a GM1 de 
• ,. ' - •· 1. ,- 1 . -- - .. <. _,., •••• -

las membranas eucarlÓticas (12¡,.· mientras qúe' la· .. enterotoXina de S. 

typhimurium puede ser neutralizada por una antitoxina éte cólera "y su efecto 

biológico en céÍul~s c~Ó es ~1.o~~eado por et gangliósido GMt (12,i~). ·. 
Se ha ~~mo~trado iámblén.que anticuerpos contra el fragmenfo B éte CT 

(CT~B) de V. choleráé/pu~de n~uÚallzar la actividad biológica d~ la,toxil"la de 

s. typhímurium,:a~F«i:~r\'i~i~'e1~ngaclon de células CHO q~e Írlciuc~; Por.lo 
- ' ,.. , __ ·-. - --- ' - . ~ ' . . '"-~ ... - - . . - .. - . .. . . 

antes menéion~d~. ~e•re~urne que existe una relación antigénica entre las 

enterotoxinas de v. choierae'.'e. coli, c. jejuni, s. tYphi y s. typhimurtum y.que 
' .,·_,·- ·-;~ ·,-,;::.:·>.','.''".~:<:·:·--> -- _-: ,.: :·;··"··:<'.- __ -,_,;r._:_:.:_.~·-,,:..,.' 

la L T de E. ·.co/i y S.typhimllfium. poseen determinantes. áñtigénicas presentes 

en cr-8 c12;6~>f°;Y .· <.; •· 
R~cle~te,;;~~I~; ~~ de~~stró •.• que S:.·gallin~r~/11_p~s~~~ ~,;~\~ecuencia 

nuclueotidi~á · homól~ga c~n· un fragme~tCI del gene elt .-·~ 'de , i:. · coli · 

enter~t~xigénl~a (eiEcÍ:en ~~. e~.;,;,Y ~~~· ~Í~~~~ bixr d1/v. :choleraé en un 

83%. Así mÍs~ó; ~e~i~nie~ El~~~l'~s ·~e ~~as)ntesÍinal~s IÍgad~~ cíe ráta, se 

· obseiv°Óqüe Usados cil{s.'ga/linaruhi gene~a~an un ln~remento en la secreción 

de fluidos (4,79). e . 
:;· 

Con base en les estudi~s' ~hteriorés se sUgil!re'que s. gallinarum produce una 
~ . . . , " . ;,: •·: .. '"' : - --- -

entero toxina similar-~ CT de, V. cti~ierae y a LT de ETEC . 
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JUSTIFICACIÓN 
, . ' ' . . - . ~ : 

- Se desconocen tos mecanismos .de patog~niá de S. galfinarum. 

- No se ha descrito, I~ existencia ~e un~ entei~ioxlna de S. ga//inarum y. 

si dicha toxina lnter./iene com'o: parte del mécanlsmó de patogénesls de la 

enfermedad. 

- No se ha descrito ~n ~~s~y~ p~ra ~~dir i,~ cápacidad enterotoxi~énlca 
de s. ga/linaruin en ~é1~:la~:~-~~.: .::·: ;·- -"-., 

-·No se tiá det~~n;l~~d~l~ ;;ácti~id~d cruzada contrá LTde ETEC o CT 
--. ' 

. ' 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si tas cepas de S. galllnarum que c?ntienen el gene ctxA 

/ike, producen una enterotoxina con actividad biológica ;·y ·, deterinlnar la 

existencia de reactlvidad cruzada con los antic~erp~s. a~ti-CT p~ l;,,munob/Ót. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Determinar si las cepas de S. ga//inarum •.de .referéncia; poseen 

actividad biológica mediante ensayos en.células CHo';'c:~ /.: ;: · 

- Por medio de lmmunodot e lmmunob/ot, d~termlnar la exist~ncia de 

inmunoreactivldad cruzada de sueros a~ií~cr ca,ntra '1~s proÍeínas de s. · 
gallinarum con actividad biológica. 

- Determinar si la toxina, se libera· al ambiente o permanece eri el 

espacio periplasmático. 



25 

MATERIALES Y METODOS 

Las cepas utlllzadas para este estudio fueron: 

1)Vibrio cholerae de referencia " El Tor !naba" E 38776 FMV 087772 obtenida 

del Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán" (INNSZ); 2) E. co/i 

enterotoxigénlca (ETEC) de referencia Núm. 5-11, obtenida del INNSZ; 3) E.co/i 

no enterotoxigénlca de referencia HS, del Centro para el Desarrollo de 

Vacunas en Maryland, donada del INNSZ (44); 4) S. gal/inarum FVA-1 donada 

por la Dra. Trinidad Perusquía del Departamento de producción Animal: Aves, 

de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM (4). 

Extracción de las Enterotoxinas 

Se realizó un cultivo primario con ochenta colonias de las cepas de 

V. cholérae •• ETEC y E. coli HS por separado, en matraces Erlenmeyer de 250 

mi., conteniendo 50 mi. . de. medio liquido de Casaminoácidos (CAA), 

suplementándos"a con 0.15;.% de ·extr'acto de Levadura', 0.25 %de Nac12, 
·_e~-:-- ::\.o·.:::~-::-;¿"~ 

0.87% de K2HP042, 0.005%:de Mgso42; 0.005% de MnCli2. o.oos % de 

Fec12, 0.8% de NaOH 3~2 : /8:;%;d~ CAA'. incubándose en agitación a 200 

RPM' durante 24 horas a .37º C (2~ .~):: 
Diez mi de· cada· ~ulÍivci': p'rfrria~io fueron sembrados en matraces 

Erlenmeyer de 500.ml co.nt~~len~o.;O~ ~l.de'CAA y se incubaron bajo las 

condiciones antes descritas. 

1 . . . ...;:.~ '·. .·. 

2 
Bioxón de Méxic_o, S.A .. de c.v.·, Cuautitlán, Edo. __ de_ Méx; 
J.T. Baker S.A. de C.V., Edo. de Méx: México · · 

3 Difco, Laboratories, Oetroit, Michigan. USA. 
4 

New Brunswick Scientiflc Co~ Irle.; U.~.A;, Modelo G·24 
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Cada 2 horas de incubacló_n se obtuvieron alícuotas de 20 mi, 

midiéndose Densidad Óptica (D.-0.) a. 6so · nm, por medio de 

espectrofotometría5
• Cada alí~¿ofa fue c~ntrlfugada á 12,ooo RPM durante 30 

minutos a 4 •c•. El sobre~;cla~te . ~e••. ~~~iJvo en refrigeración para 

posteriormente ser filtrado a iiayé~' de in~~tii~n~s de o.22 ¡.sm'. El precipitado 

de células obtenido, fue Íavad~ 2 ~eces' con. Una solu~lón amortiguadora salina 

fosfatada (PBS). cori pH 7.4 y riéhtrifÜ~ado en cada ocasiÓn a 12,000 RPM a 

4ºC • En el último lavado, t; ~~still~ f~e resuspendld~ con PBS, se trató
0

con 

o.001g/10ml de súltata·d¿cpo~lmi~lna e•, (Ú,59) y se incJbó en agit~éión 
durante 30 minutos -~- 31 ~¿. El s~bré~adanté obtenido fue filtrácto com';,' se 

describió anteriormente. 

La misma metodología fue empleada para. la·. ~~~ac~lón • dé la 

enterotoxina de S. g~llinarum FVA-1, eicceptoque s~ utiliió.Caldo !~fusión 
Cerebro Corazón (ClCC) en lugar de CM (19;6~). ·'ad~iriá~:· se ob¡~~l~ron las 

alícuotas cada 30 minutos desde la 1_a. ínedi~ h~~a d~ i~cu~~cl~~. h~sta l~s 6 

horas y posterlormenté cáda dos horas (Flg~r~ 1).> 

Las proteínas dé los· sobr~~~d~nt~i ~~,· c~·mv~ C~SNC) y_ las proteínas 

periplamáticas (PP) obtenida~ d~- las' ~é-iul~s; tratada~ ~o~ polimlxina,. fueron 

precipitadas posteriormente ~n ~~!fato de a~iirílo. ((NH~)2S04¡s al 70% y se 

dializaron cóntra u~a s~Í~cÍ~~ ~~ Íri~m~ b~~e ~fo.o~ M, NaCI 0.2 M, Na;EDTA 

0.001 M, NaN30.003 M•, ¡:iH 7.5 .'Las proteínas' precipitadas se analizaron 

mediante gelesde polia~rilamida-sbs al 1 i % (1,42), depositándose en cada 

5 
Beckman, USA, Mod. ·ou 

6 SoNe\I, RC·58, DuPont Company, Wilmington, OE.,OSA. 
1 Millipore HVLP02500 
ª Sigma, Chemicals. St. Louis, MO. USA 
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carril, aproximadamente 1 µg de cada muestra, tanto de los controles positivos 

y negativos, como de Salmonella ga//inarum FVA-1. 

En la preparación de los geles de poliacrllamlda-SDS al 12 %, 'se utilizó 

Una SOiución madre de bisacrifamidaB 30:0.8%, persutfáto cf~ 'ámo~JO al 10%6, 

duodecil sulfato (SOS) al 1 o %6 , TEMED' , y agua deslon.iz~d~:; ·,. . . 

Las muestras fueron tratadas con una soluCÍón: aníortlguádora de 
i,". ~' 

disociación, que consistió de tris HCI" al 0.626M, pH 6.8,' gliéero1s:'a120%, 

mercaptoetanol 14M6, SOS 10%, y azul de bromofenol al. 0.1.ºA" en relación 1:1, 

calentándose a 1 OOºC durante 5 minutos. 

El voltaje administrado fue de 100 volts durante 3 horas. 

los métodos inmunológicos empleados para este trabajo, tienen como 

base la detección de antígenos o anticuerpos en monocapa, usualmente uno 

de ell<;is adherido a la fase sólida (plástico o papel). El complejo formado 

antígeno- anticuerpo se detecta por la utilización de un conjugado (antígeno ó 

anticuerpo marcado enzimáticamente) con peroxidasa o fosfatasa. la enzima 

unida es capáz de utilizar sustratos Incoloros para convertirlos en coloridos e 

insolubles, permitiendo detectar la evidencia de la reacción. antigeno­

anticuerpo. 

Los ensayos inmunológicos empleados .~~ 'este estudio fueron: 

lmmunodots e, lmmunob/ols des~ritos pr~~iameni~ (1,42). para estos ensayos, 

se utUizó :suero hiperirÍm~rie a~Ú~s~bunid¡¡d '.li,d'e 'ci\~s sueros hiperinmunes 

contra cT ~ CT-Á fu~r~~··proéiucido~·en con~jo'~ partir de la toxina comercial 

CTsubunicfa~Á1ó (Fi~llra 2). . . . . .. . 

'Blo Rad Laboratones, Rlchmond, CA. USA · 
'º Ust Blologlcal Laborator1es, lnc. Campbell CA. ÜSA 
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La actividad biológica de la enterotoxina fue realizada en ensayos con 

células CHO (8,31,64). Un cultivo confluente de 48 horas de células CHO, fue 

tratado con trlpslna al 0.25%, una vez desprendidas las células, se 

resuspendleron en medio F-1211 con suero fetal bovino al 2% y se depositaron 

200µ1 de esta suspensión en cada pozo, con una concentración de 1,000 

células/pozo. La placa fue incubada durante· 20 minutos para permitir la 

adherencia de las células a la placa., Las PSNC y las PP de Salmone//a 

gal/inarum FVA-1 fueron dlluídas'en'' eLfuedio F-12 desde la dilución 1:2 a 

1: 128, al Igual que las PSNC y las pp de ETEC, las PSNC Y:las.PP de.· 

V. cho/erae fueron dil~ídas desde 1 :32 hasta 1 :2056. Final~~nt~ se 

depositaron 30 µI de. cada muestra en cada pozo. El controlpositiv~ '~ci~;cido 
fue CT1º comercial y el control negativo fue el mismo medid ~.:1;, l~csbJúcÍÓn 

_.-.-:-' 

de dializado y las PSNC y PP de E. co/i HS. 

Las placas fueron incubadas durante 72 hora.s, realizándose lecturas 

cada 24. horas· para la observacion de elongación, · considarándose como 

posltivo.s aquellos pozos en donde se observara el SO% de elongación. 

l~s uríi'dades de Actividad Específica se definieron mediante la 

siguiente fó~ula: 

mg de proti:ína que indujeron.el 50% de elongación (1UAB)° 

1 rng de proteína 

11 Glbco BRL, Ufe Technologles, lnc. Grand island, NY. USA 
• 1 UAB.· 1 Unidad de Actividad Biológica 
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Donde es necesario determinar la cantidad mínima de proteína que 

indujo el 50 % de élongación (1UAB) y se determina el número de unidades de 

actividad biológica producidas por mg de proteina. 
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RESULTADOS 

Cuantificación Proteica.- Mediante la cuantificación de proteínas del 

sobrenadante del cultivo (PSNC) de S. ga/linarum FVA-1, obtenida por me_dio 

del estuche comercial BCA, que se basa en el uso del ácido bicinconínico' 

(56), se determinó una concentración máxima de proteínas correspondiente a 

2.67 mg/ml, durante las primeras dos horas de crecimierito, y -aunque 

finalmente a las 24 horas existió una disminución en la concentración (0.052 

mg/ml), se observó una tendencia a mantenerse constante durante todo el 

crecimiento de la bacteria (promedio 2.1± mg/ml) ( Cuadro 1y Figura 3). 

En la cuantificación de las proteínas del espacio perlplasmático (PP) de 

S. gallinarum FVA-1, previa liberación con polimixina B, se observó una 

concentración máxima de 2.48 mg/ml durante las primeras dos horas de 

crecimiento y una reducción hasta 0.236 mg/ml a las 4.5 horas. Posteriormente 

existió una elevación, aunque menor a la concentración de las primeras dos 

horas, y, a las 24 horas se observó una reducción drástica en dicha 

concentración proteica (0.0745 mg/ml) (Cuadro 1 y Figura 3). 

Las PSNC de E. coli HS, utilizada como control negativo, no fueron 

detectadas, en contraste con las PP de este mismo cultlvo donde se observa 

que la cantidad mayor fue de 1.770 mg/ml encontrada a·1as·24'hóras--de 

crecimiento. Las proteínas correspondientes al crecimiento de 1{a':\s 'h~ras, 
no fueron detectadas, coincidiendo con el momento en que h~fJo un de~c~ns~ 
en la lectura del valor de absorbancia debido al comienzo de la lisis celular 

(Cuadro 2 y Figura 4). 

1 Pierce Chemical, Co., Rockford, IL, USA 
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Las PSNC de ETEC no fueron detectadas, en contraste con las PP, 

donde la mayor cahtldad de proteínas se encontró a las 24 horas del cultivo a 

una concentración de 3.904 mg/ml (Cuadro 2 y Figura 5), 

Las PSNC de E. coli HS y ETEC no fueron detectadas durante las 24 

horas de crecimiento. 

La cinética de crecimiento de V. cholerae y su cuantificación de 

proteínas se muestran en la figura 6, donde se obsérva que la máxima 

concentración de las PSNC se detectó a las 24 horas de Incubación, cuando Ja 

bacteria está en fase de lisis celular. Las PP se detectaron de manera 

irregular, existiendo una liberación máxima a las 24 horas de crecimiento, 

aunque entre las 14 y las 16 horas también existió esa misma producción. 

Entre las 6 y las 1 O horas del cultivo de V. cholerae se detectó una liberación 

de proteínas hacia el medio sin que existiera una ruptura de las células por 

acción de polimixina B, lo cual coincide con la primera elevación de proteínas 

por acción ·_de pollmlxina B, sugiriendo que en ese momento se inicia Ja 

liberación de proteínas hacia el medio (Cuadro 2 y Figura 6). 

Actividad Biológica en células CHO.- La elongación de células CHO 

inducida por las PSNC y por las PP de S. gallinarum FVA-1, fue observada a 

las 46 horas post-exposición, estos resultados fueron similares a lo descrito 

con CJ'í en donde esta elongación es observada después de 48 horas de 

exposición. En contraste, se observó que el efecto de _las PSNC de V. 

cholerae, así como las PSNC y las PP de ETEC, fue a las:24 horas post 
'.·. 

exposición. Con las PSNC y las PP de E. coli HS, no se observó elongación 

aún después de 72 horas post-exposición a dichas proteína~ (C~adro 3) . 

• oraz~Barroso A. Departamento de lnfectologra, Instituto Nacional de la NUtricion' "Salvador. 
Zublrán", datos no publicados. · · ·· ' 
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Para inducir al 50 % de elongación, se. r~quirió un mínimo de 18.9 µg 

de PSNC de S. ga//in~rum FVA~1 d~ 1á prÍine~~ ~édla· hora cié lncubacl~n. En 

contrasÍe, se nece~itaron 1.06 :1: 0.6El µg de estas proteínas a partir de un 

cultivo• de 24 horas para obtener los· mismos resultados. Con las PP de S. 

ga/linarum FVA-1, fue necesario utilizar 37.2 µg de proteínas, de un cultivo de 

2 horas, para observar 50 % de elongación (Cuadro 4). 

La actividad específica de las PSNC de S. ga/linarum FVA-1 de 24 

horas, fue 1128 :1: 666 unidades de actiVidad biológica (UAB)/mg de proteína, 

mientras que con las PP de este mismo cultivo fue de 1665 :1: 1243.3 UAB/mg 

(Cuadro 5 y 6, Figuras 7 y B). 

Ensayos lnmunoenzimáticos 

lmmunodot •• Mediante el uso de anticuerpos anti CT·A contra.1.4 µg · 

de las PSNC y 1.46 µg de las PP de S. ga/linarum FVA·1, no sé ob~en/ó 
inmunoreactlvldad. En contraste, usando 2 µg de CT comer~ial, ~e: obse;._ó . 

lnmunoeactivldad positiva (Figura 9). 

tmmunob/ot .• Por medio de lmmunob/ot, utilizal:lciO.ánticuerpos anti 

CT·A, en las PP de S. gallinarum FVA-1 (cultivó de 24 tiorás¡;'se detectó una 
'·-._·.-· ·.-.. ·.- -·-. ·' 

banda de aproximadamente 66 kOa, en conJaste',' ·no' se obse'rvó reactivldad 

contra las PSNC. En las PSNC de y, cho/~ra~de'24 hor~~; q~e se utilizaron 

como control positivo, se obserÍló una ba~~á de 66 kOa. ~!entras que en las 
, .. -. - . . 

PSNC de 24 horas de ETEC, se observó uria banda de 60 kOa 
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aproximadamente, en contraste con las PP de este mismo cultivo, donde se 

observaron bandas de 60, 89 y 97 kDa aproximadamente. En las PSNC de E. 

co/i HS de 24 horas usada como control negativo, se observaron bandas 

débiles de 60 y BO kDa. aproximadamente, en contraste, con las PP de este 

mismo cultivo, solamente se observó una banda de 60 kDa. aproximadamente. 

Cabe mencionar que se utilizaron también como controles positivos CT, CT-A 

y CT-B comerciales, en donde se observó que CTmuestra una banda, con un 

peso molecular aproximado de 26 kDa; contra CT-A se revelaron dos bandas,' 

una de 26 y otra de 11 kDa aproximadamente, y, contra CT-B se detectó;· una 

banda de 66 kDa, aproximadamente (Cuadro 7 y Figura 10). 
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DISCUSION 

Se ha determinado que las enterotoxinas bacterianas son factores 

importantes en los mecanismos de patogenia de muchas enfermedades diarrélcas. 

(56,76). 

Algunos estudios han sugerido la participación de enterotoxlnas ·del· tipo 

CT o LT en la patogenia de infecciones por Sa/monella (24,25,4.0,SB,67J. se'" ha 

demostrado que existe una secuencia homóloga· de O.N,A · ?r.o~os'C>~~r ···entre 

algunas cepas de Salmonella (12,24), y los genes.ctXA de ctyeltA deLT(4) 

que ".inducen elongación en células CHO. (24,59j y que además, Usados de 

Sa/mone//a ga//linarum, inducen acu1T1Úl~clón . de flui~os en asas ligadas 

Intestinales en rata (79). 

Tomando en cuenta lo .anter_lor y que las diarreas observadas por V. 

cholerae, E. co/i, (12,67) c. Jejuni, (64) s. typhi (63), s. typhimurium (56) y s. 
gal/inarum (57,78) son de tipo secretor y que se desconocen Jos mecanismos de 

patogenia de S. gallinarum, en este estudio, se determinó mediante ensayos en 

células CHO, que la cepa de S. gallinarum FVA-1, que contiene una secuencia 

génica parcial similar a elt·A y a ctxA sintetiza proteínas con actividad de 

enterotoxina y se determinó, además, la existencia de una reactividad cruzada de 

estas proteínas con anticuerpos antl-CT-A por medio de lmmunoblot. 

La actividad biológica de las enterotoxinas similares a CT, L T y CJT de S. 

typhl y de S. typhimurium, evaluadas in vitro, producen una elongaclón"·;i'é la_s 

células CHO, así como un incremento en la secreción de fÍuídos en a;as Ílgadas · 

intestinales ileales de rata, sugiriendo una similitud" en el ··:~fEl~Ío entre las 

enterotoxinas de S. typhiy S. typhimurium con CTy LT( 24,26,27) .· 
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,En 1975, Kunkel ~tal. (41), demostraron la existencia de una enterotoxina 

de S. enteritidis 'que·estába muy relacionada a la membrana externa de la bacteria. 

Sadruddin eta/. (66), e~ 1981; Prassad et al. (58,59), en 1990 y 1992 y, Chopra et 

a/. (11), en 1994, demostraron la existencia de una enterotoxina similar a CT 

producida por S. typhimurim y que Inducia elongación en células CHO; sin 

embargo,· no· especifican las condiciones en las que se observó dicho efecto, es 

decir, concentración protéica, tiempo de exposición a la toxina y valoración de la 

actividad biológica. 

Se ha demostrado que es suficiente 1 ¡.ig /mi de CT de V. cho/erae para 

producir una elevación de AMP cicllco intracelular en 18 diferentes líneas 

celulares de mamíferos, y la respuesta máxima (elongación) en células CHO, se 
. - _- ~ " 

ha observado a las 24 horas posteriores a una exposición de CT de V.cholerae 

(30). 

Por otra parte, se ha demostrado que CT de V. cholerae es liberada al 

medio y una minima cantidad permanece en el espacio periplasmático. 

(50,67,70,72). En contraste, se ha observado que LT de ETEC es liberada al 

ambiente durante la fase estacionaria de crecimiento o cuando la membrana del 

espacio periplasmático es Usada por la acción de antibióticos 

(5,20,26,36,41,46,67). En este estudio, para saber si las proteínas con actividad 

de enterotoxina de S. gallinarum FVA-1 se encontraban en el sobrenadante o en 

el espacio periplasmático, se procedió a realizar ensayos con ambos tipos de 

proteínas en células CHO, para conocer su actividad biológica relacionándola con 

su cinética de crecimiento. los resultados obtenidos indican la existencia de 

proteínas que Inducen elongación en células CHO a partir de ambos tipos de 

proteínas, las cuales tuvieron una actividad especifica de 1, 128 :1: 688 y de 

1,685 :1: 1243.3 unidades/mg de proteína (U/mg) respectivamente, después de 48 
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. . 
horas de exposición. Las !lroteínas de los ,controles posiÍlvos (11. cho/erae y 

ETEC), tuvieron una actividad específica de 4, 166 ~/~g con la~ PSNC y 934 U/mg 

con las PP de V. cho/erae, y 66.35 U/mg para ETEC con Pp cuy~s resultados 

fueron observados 24 horas post·e~oslc!Ón.§onla~·PSNC;de ETEC no se 

obtuvieron resultados positivos, por 10 que la acÍívidad 'específica ftié nula (O.o 

U/mg). Con las PSNC y las PP de E. co/i. HS, utmi~d~ co;b ~~nfol ~~gatl~o, , no 

se observó elongación aún después de 72 horas de. e,ip~~icifÓ~,' ia actividad 

específica fue nula (O.O U/mg) (Cuadro 8 y Figura 11). 

La elongación en células CHO, tanto con las PSNC como c.on las PP de S. 

ga/linarum FVA·1, 46 horas post-exposición, sugiere que la actividad específica de 

estas proteínas es diferente que la de CT y L T. Esta misma situación ha sido 

descrita por Díaz-B" en 1995, para la enterotoxina de Campylobacter jejuni (CJT), 

cuya actividad específica en células CHO, es observada después de 46 horas 

post-exposición (16). Los resultados de los controles positivos, utilizados en este 

estudio, muestran que existe actividad biológica menor con las PP de Vibrio 

cholerae, en contraste con las PSNC de este mismo cultivo, aunque la cantidad de 

proteínas cuantificadas fue mayor. Las PSNC de ETEC no fueron detectadas, y 

no se observó actividad biológica, posiblemente debido a la manera en que fueron 

purificadas las proteínas. Cuando se evaluó CT comercial, usada como control 

positivo, la elongación fue observada a las 24 horas post-exposición, mientras 

que en el PBS, CAA, CICC, Medio F-12 y la solución para dializar, utilizados como 

controles negativos, no se observó elongación, aún después de 72 horas post­

exposición. 

• Departamento de Jnfectologfa, Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubircin". Datos no 
publicados. 
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Un hallazgo interesante, es que en las. célúlas ·CHO expuestas, tanto a las 

PSNC como a las :pp. de S. galllnarúm FVA1 sin diluir:: se obse!Vó ún efecto 

Í~mprano d~ vaC:uóÍi~~~ióri.;a la~ 2~ h~ja~,P~~t-el<fl~~iciÓ~. ~linllara lo. de~crito 
por é.over y Blaser'c13),e'n1992i PapÍni'eia/. (54) en 1993 ySctimltt y Haas· en 

1994 co~. H~jicbbabt~r pyÍorl ii'ür~nt~ la~ piirli~ríi~ hd~~~. post'eXi>ó'~1c16n. Por otra. 

parte, las Pd~cy l~s PP de S. ga///nari.im"FVA"1}rnostrarón un'efecto ciiotóxico 
': : .. ::_,- ;. ___ .. "·; " 

si.mllar a lo descrito por Gúerrant et al. (32) en 1987 y Mizuno et al. en 1994, 

debido a una citotoxina producida por Campylobacter jejuni. Estos hallazgos 

sugieren, que además de la existencia de una proteína con actividad biológica de 

enterotoxina tipo CT en S. gallinarum FVA·1, también podrían existir otros 

componentes proteicos con actividad tóxica que producen lisis celular, y cuyo 

efecto es observado dentro de las primeras 24 horas post-exposición, por lo que 

podrían estar enmascarando el efecto de enterotoxina. El efecto citotóxico de las 

proteínas encontradas en S. gal/inarum FVA-1, fue eliminado al realizar 

diluciones dobles seriadas de estos sobrenadaotes en el medio F-12 de las 

células CHO, para entonces observar el efecto de enterotoxina (13,32,49,54,69) 

(Figuras 12 y 13). 

Por otra parte, debido a que se trabajó con diferentes géneros bacterianos, 

se optimizó el método de obtención de las proteínas para que las concentraciones 

de cada una de las especies en este estudio fueran similares. Las cantidades de 

PSNC y de PP procedentes de cultivos de 24 horas de ETEC, E.coli HS, V. 

cholerae y S. gal/inarum FVA-1 obtenidas en este estudio, fueron en promedio 

muy similares (2.8 mg/ml) en todas las cepas utilizando los métodos descritos 

anteriormente para su extracción. Lo anterior coincide con Duhamel et al. (19), 

quien detectó que la misma cantidad de proteínas se puede encontrar desde las 

primeras 6 horas de cultivo hasta las 24 horas. 
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En algunos estudios, se menciona que es necesaria una aereacfón del 

cultivo, por medio de agitación de 100 rpm hasta 300 rpm, para obtener una­

máxima cantidad de enterotoxina (19,22,41,60,61). En este trabajo, se utilizaron 

de 150 a 200 rpm, y se obtuvieron resultados similares, con un volúmen de 1/3 en 

comparación de otros trabajos donde se emplean volúmenes menores (1/10). 

La cantidad de sulfato de amonio utilizada para la precipitación de 

proteínas en el presente trabajo fue de 70%, mientras que en otros ensayos se 

han empleado desde el 60% hasta el 90 %. (1,22,40,61). En otros trabajos, fas 

proteínas fueron concentradas desde 6 a 30 veces, a través de membranas de 

ultraflltracfón' (19,22,25,41). Así mismo, las proteínas obtenidas por medio de la 

precipitación de sulfato de amonio solamente, fueron concentradas 20 veces para 

obtener resultados en los ensayos celulares e lmmunoblot. no así en lmmunodot, 

ya que a pesar de esta concentración obtenida de las PSNC y de las PP de S. 

gallinarum FVA-1, en 20µ1 de estas muestras depositados en la membarana de 

nitrocelulosa', . solamente había 1.4 y 1.48 µg respectivamente, cantidad 

insuficiente para obtener resultados positivos por medio de lmmunodot, en 

contraste con el control positivo de CT comercial, donde fueron depositados 2 µg 

de la muestra, con los cuales se observaron resultados positivos. Para este 

ensayo no se utilizaron las PSNC de V. cholerae ni las PSNC de ETEC ni sus PP 

las cuales hubieran sido controles positivos más adecuados para evaluar con 

mejor certeza este ensayo. 

En ensayos de lmmunoblot realizados por Rahman et al. (60) en 1994 y 

!-!arne et al. (33) en 1994, demostraron fa existencia de una enterotoxina de 

S. typhimurium y S. newport con un peso molecular aproximado de 100 kOa, pero 

3 Amicon Corp., Lexington, Mass. 
4 Sigma Chem. Co., St. Louis, MO. 
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que no estuvieron antlgénlcamenie relacionadas con CT, LT o la toxina de . ' ., ... - "··-" - . ' '. 

Shigelfa. La enterotoxina de s. typhiÍnurium y Jade s.' iyphi, tampoco se unieron 

á1 gangliósido GM1. aJnque ~ltuvier~~ actividad ~loJÓgica en células CHO (24,61). 

En el presente estudio, Ja banda detectada en S. gaÍlinarum FVA-1 d.e las PP, qúe 

tuvo un peso' m~leclllar apr~!'im¡¡do. de 66 kDa, si estuvo relacionada con la . 

subunidad Ade cr,' ~a qu~ se utllizar~n anticuerpos anti-CT-A. Por otra parte, 
• é. ,_. - ... n, ,,_ :· ., · . 

Prassad et al. en · 1992, demostraron que la afinidad de la enterotoxina de s. 
iyphimurium hacia G~i fue 3,000 veces menor que la de CT, de ahí la Importancia 

de realizar ensa~~s de ELISA GM1 a partir de las PSNC y de las PP ~e S. 

gallinarum FVA-1. Sería conveniente concentrar aún más las proteínas (quizás 

con otra metodología) las PSNC y las PP de S. ga/Onarum FVA-1 para encontrar si 

existe afinidad o no hacia el gangllósido GM1 o por otra parte, si se trata un 

receptor diferente, realizar ensayos con otros receptores. 

Para establecer si la banda detectada en este trabajo, por medio de 

lmmunoblot, utilizando antl-CT A, coincide con la bandas de 100 kDa descritas 

por Rahman et al. (60) y Harne et al. (33), en S. iyphimurium y S. newport 

respectivamente, sería necesario seguir la misma metodología realizada en esos 

trabajos, o utilizar esas cepas pero con esta misma metodología, ya que al realizar 

lmmunoblot con las· PP de S.galfinarum FVA-1 y con las PP de V. cholerae y 

ETEC, se observó que las bandas reveladas, fueron de peso molecular distinto al 

descrito por otros investigadores, además que también se utilizó una metodología 

diferente para la extracción y purificación de dichas proteínas 

(5,20,35,46,47,48,65,71,75). Por otra parte, cuando se utilizaron CT, CT-A y CT-B 

comerciales, las bandas reveladas en este trabajo, sí coincid.en con las bandas 

descritas por estos investigadores .. Cabe aclarar, que el métod~ de. extracción de 

estas proteínas fue diferente al descrito por diferentes autor~$ c1s,·25, 40, 41, 58, 
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66), por lo que es probable que existan proteínas de. agregación (59) por el tipo 

de purificación utilizado en este trabajo. 

Por toda la·• información • obténlda . en• este estudio, • s¡,i. sugiere· ·que 

Sa/monétla gatlinarúm FvA-1; que ~ontiene un~ s~c'ue~ci~ gé~i~~ ~imiÍar a cÍXA de 

Vibria cho/érae y a eit A de ETEC (4),· prodúce una prcíieíri~"c~paz de inducir 

elongaciÓn ~n c'élul~s ~HO, au~tjJé es ri~~e~ário'~~;~~:·í1e~p~'d~·~xp~~lción 
para poder determinar su efecto, y su ~e;p~cii~a ácti~idáci esp~~íficá: i'ámbi~~ en 

- . ' . ·. ' '" ~' - ., ,, ; .... ·.;, 

este estudio se demostró que existe reactividad cruzada ca~. anticuerpos anti CT-. 

A, a partir de las PSNC y con las PP de S. gal/inarum FVA-1. Por últim~.·sedebe 

enfatizar que el hallazgo del efecto de vacuolización y lisis celulai:,tempra.no en 

células CHO antes de las 24 horas post-exposición, pudiera sugefir la ·~xistencia 
de una citotoxlna que produce focos necróticos en corazón, intestl~a:·p¡~ci~a~.· e 

higado en aves moribundas infectadas en forma natural por TA {3},' y s~ría' el 

primer reporte descrito para el género Salmone//a. 

En los estudios hechos por Prassad et al. (59) en 1992; la actividad 

enterotóxica tipo CT y LT en S. typhimurium, fueron realizados pÓr·¡;i~Ji~ de 

clonación en ETEC del gene stn de S. typhimurium, sería éonveniel1ie ¿u~;pa;a 
estudios posteriores se realizara la clonación de este gene de s. ga/linarum para 

demostrar esta. actividad y confirmar los hallazgos encontrados en. est~ lr~·~~ó. ' 

además.de coriocer el papel de las proteínas con actividad de eni~rotoxina y de 

las proteínas citótó~icas dentro de la patogénesis de S. gallinarum. Por otra parte, 

se debe demostrar como es la producción de estas proteínas, su ensamblaje y su 

excreción. · 



41 

CONCLUSIONES 

- Las proteínas obtenidas del sobrenadante del cultivo y _las' proteínas del 

espacio periplasmátlco de S. gallinarum FVA- 1, tienen a~tivicl.~ci. enterotóxica, 
" la cual fue observada mediante elongación en células CHO: 

media hora del cultivo bacteriano. 

- Se demostró la existencia de reactividad cruzada ¡:entre : proteínas 

perlplasmáticas de S. gal/inarum en su for,ma d~~riat~;a,ll~a~~. y c:,-:Ade •V. 

choterae, empleando anticuerpos anti sub~nidadA de la toxi~á de V. ~hóterae: 

- Se. encontró que _también existe, :~n ~fec;~ J~'ciiato~iia ~ p~rtir de' las PSNC 

y de 1as PP de s. 9a111;iiaru/n c.ailaz cié 'i:íroí:túcirns1s celu1ar~ · 

- Se observó, además un ~facto vacuolizanÍe temprán~ co~ las PSNC y con las 

PP ele s. gallinai~rn FV'fí én ~é1u1~s bi-íb'. 
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Cuadro 1.- Cuantificación de proteínas y 
valores de absorbancia (O.O. 660 nm) de la 
cinética de crecimiento de S.gallinarum 
FVA-1 

Tiempo Crecimiento PSNC PP 
(horas) Bacteriano mg/ml mg/ml 

1 o.o. 660 nml 

0.5 0.354 2.52 <0.010 

1.0 0.482 2.18 0.012 

1.5 0.77 <0.010 <0.010 

2.0 1.104 2.67 2.48 

2.5 1.141 <0.010 1.076 

3.0 1.203 -1,83·-; oo'. ''·i:iií 
3.5 1.21 . . · ,~2·;~~; -:-;~." · Ó.e6á 

4.0 1.243 
. 

··<2:i4' ·.· 1··· '·''"-Vt .. 

4.5 1.185 " • 2:34 ·.· 0.236' 

5.0· ··•. ·1.224 , ~; -"·"' .. :~·· 
'.•2:2'.:; 0:332 .·· • . . 

6 
. 

1.254 ···.~ . ;:1:-:=·22r:· .. 
>;.\ ... :·- 0.616 

B.O· 

10 

12: :0:61 

14 ·,, 0.755 

16·' '" 0.38 

·1a 0.375 

• 20" 0.565 

22. ·" 1,58 0.523 

24~ ·-' 0.052 0.0745 

o.o .. - Densidad ópÍlea. 
PSNC.-Proteinas del Sobrenadante del Cultivo de s. gal/inarum 
FVA;1, . 
PP.-Protelnas Periplasmátlcas del Culllvo de S. gal/inarum FVA-1. 



Cuadro 2.- Cinética de crecimiento bacteriano en valores de absorbancia [O.O. 660 nm) de las cepas 
utilizadas como controles y concentracion de las proteínas del sobrenadante del cultivo (PSNC) y 

proteínas periplasmáticas (PP). 

íl E. col/ HS* l ETEC* f 11. cholerae 11 

Tiempo o.o. mg/ml o.o. mg/ml o.o. mg/ml mg/ml 
(Horas) 660nm dePP 660nm dePP 660nm de PSNC dePP 

2 0.698 0.787 0.445 0.40 0.254 <0.020 0.35 

4 0.804 0.979 0.644 0.763 0.440 <0.020 0.810 

6 0.94& 0.332 0.741 0.952 0.549 0.033 1.84 

8 1.097 0.947 0.893 1.79 0.568 0.245 2.94 

10 0.992 0.621 0.869 0.717 0.609 0.36 3.38 

12 1.037 <0.020 0.814 0.804 0.636 <0.020 0.730 

14 0.603 <0.020 0.929 1.066 0.630 <0.020 1.8 

16 1.103 <0.020 1.029 0.596 0.559 <0.020 8.5 

18 1.021 0.620 1.027 2.021 0.363 <0.020 <0.020 

20 1.065 0.907 0.981 2.345 0.884 <0.020 3.04 

22 1.073 1.579 0.918 3.40 0.941 <0,020 2.39 

24 1.034 1.770 1.062 3.904 0.879 1.990 8.87 

O.O .. -Densidad Ó¡i\ca 
'"Las PSNC.(mgtml} dtl E, cOi HS y ETEC fueron <O.OZJ 
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Cuadro 3.- Efecto de las proteínas de los sobrenadantes y de las proteínas periplasmáticas de 
las diferentes cepas bacterianas en células CHO. 

V.cho/araa ETEC 

Respuesta Elongación Elongación 
post-exposición 

>50%. >50%. 

Tiempo en que se 24 horas 24 horas 
obseNó el efecto. 

E. co/i HS 

Elongación 

<50%" 

72 horas 

S.ga/linarum 
FVA-1 

Elongación 

>50%* 

48 horas 

*Elongación mayor al 50 % se considera positiva, elongación menor al 50 % se considera negativa ( 1) 

55 
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Cuadro 4.- Cantidad necesaria de proteínas del sobrenadante del 
cultivo y de proteínas periplasmáticas de S. gallinarum FVA-1 
para producir una Unidad de Actividad Biológica en células CHO. 

Tiempo (horas) Creclmlenlo O.O. 

D.0 .. -
PSNC.­
PP.­
SAB.-

0.5 0.354 

2.0 1.104 

4.0 1.243 

a.o 1.382 

12.0 1.242 

18.0 1.521 

24.0 1.03 

Densidad Ópllca a 660 nm 
Proteínas del Sobrenadante del Cultivo 
Proteínas Periplasmállcas 
Sin Actividad Biológica 

PSNC luol PPluol 

18.9 SAB 

12.5 :1:10.62 37.2 

8.025:1:11.3 78.2:1: 3.71 

14.37 :1:6.61 0.9 :1: 1.27 

14.59 :1: 18.25 0.75:1: 1.06 

8.23 :1:6.9 1.4:1: 1.97 

1.08 :1: 0.66 0.81:1:0.060 
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Cuadro 5.- Relación entre la cinética de crecimiento (O.O. 660 nm) 
y actividad especifica de las proteínas del sobrenadante del 
·cultivo de S.gallinarum FVA-1. 

TIEMPO (HORAS) CRECIMIENTO ACTIVllDAD ESPECIFICA EN 
o.o. !UNIDADES/ ma DE PROTEINAI 

0.5 0.354 52.9 

2 1.104 24.69 :f: 106 

4 1.243 31.15 :f: 44.05 

8 1.382 77.74 :f: 35.71 

12 1.242 313.668 :f: 39.38 

··. 18 ·:· .· .. :. ·>:: 1'.525 . I:·•. 187.8 :f: 157.82 
.. 

24 
·•', ,· 

'':' 1> ·.·. *.·,, ':f:o3ó 1128 :f: 688 
. ~·· 

O.O •• - Densidad Óptica· 
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Cuadro 6.- Relación entre la cinética de crecimiento en 
absorbancia (O.O. 660 nm) y la actividad específica de las 
proteínas periplasmáticas de S.gaf/inarum FVA-1. 

TIEMPO CRECIMIENTO ACTIVIDAD ESPECIFICA EN 

(HORAS) o.o. UNIDADES/mg DE PROTEINA 

0.5 0.354 26.88 

2 1.104 95.23 

4 1.243 95 :1: 134.3 

8 1.382 416.625:1:196.39 

12 1.242 331.125 :1: 468.28 

18 1.525 178.57 :1: 252.5 

24 - 1.030 1685 :1: 1243.3 

O.O •. - Densid_ad Óptica 



Cuadro 7.- Pesos Moleculares aproximados obtenidos mediante lmmunoblot de las 
proteínas de los sobrenadantes y las protelnas periplasmáticas de las cepas de V. cholerae, 
ETEC, E. coli HS y Sa/monel/a gallinarum FVA-1. 

V. cho/eras 

Anticueroo PSNC PSNC 

nCT-A 66 60 

PSNC.- Proteínas del Sobrenadante del Cultivo 
PP.- Proteines Periplasmáticas 

ETEC 

pp 

60 

89 

97 

E. co/i HS S. gal/inarum 

PSNC PP PSNC pp 

60 60 66 66 

80 
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Cuadro 8.- Actividad especifica de las proteínas 
de los sobrenadantes de los cultivos y de las 
proteínas periplasmáticas de S. gallinarum FVA-
1 y de los controles, a partir de cultivos de 24 
horas. 

Cepas PSNC PP 

E.co//HS 
o o 

ETEC 
o 68.35 

V. choterae 4166 934 

S.gatllnarum 
FVA-1 '1128:1:688 1685 :1: 1243.3 

PSNC.- Proteinas del Sobrenad~nte .del Cultivo 
PP.- Proteinas Periplasmátlcas 

11 



Figura 1.-Diagrama de flujo para la extracción y purificación de 
la enterotoxina de Sa/mone//a ga/linarum FVA-1. 

Sobrenadante 

S. gallinarum FVA-1 

crecimiento en CICC 

i 
Centrifugación 

a 12000 RPM a 4ºC 

(PSNC)~ 

Precipitación con 

Sulfato de Amonio 

al 70 % 

i 
Diáfisis 

Paquete celular 

Lavado dos veces y tratado !?! 

con Pofimixina B 

..-------(PP) 

.---------------En sayo con Células CHO lmmunoblot 
PSNC.- Proteínas del sobren11dante del cultivo 
PP.- Proteínas peri~l11Smátic11s 



Figura 2.- Diagrama de flujo para la elaboración de lmmunob/ot. 

Transferencia a papel Bloquear papel con leche 

de Nitrocelulosa descremada al 5 % 

l durante 30 min. a 37 ºC en agitación 

Corriente a 10/0olts. 1 

durante 1 hora Depositar el.,.Anticuerpo Anti-CT-A 

¡ diluído 1:100 en leche descremada al 1% 
1 

IMMUNOBLOT .t 
Incubar 6 horas a 37 ºC 

en agitación 
¡ 

Depositar conjugado Anti-lg de conejo marcado 

con peroxidasa diluido 1:1000 en TBS 

¡ 
Incubar a 4ºC en agitación 

durante 12 horas. 

i 
Revelar con alfa-nattol 

y peróxido de hidrógeno 

¡¡¡ 
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Figura 3.- Concentración de proteínas de Sa/mone/la gal/inarum 
FVA-1 en relación a su cinética de crecimiento (O.O). 
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Figura 4.- Concentración de Proteínas de Escherichia coli HS 
en relación a su cinética de crecimiento (O.O.). 
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Figura 5.- Concentración de proteínas de ETEC en relación 
a su cinética de crecimiento (O.O.). 
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Figura 6.- Concentración de proteínas de Vibrio cholerae en 
relación a su cinética de crecimiento (O.O.). 
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Figura 7 .- Cinética de crecimiento y actividad específica en 
células CHO de las proteínas del sobrenadante del cultivo 
de Salmonella gallinarum FVA-1. 
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Figura 8.- Cinética de crecimiento y actividad específica 
en células CHO de las proteínas periplasmáticas de 
Salmonella gallinarum FVA-1. 
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Figura Núm. 9.- Ensayo de lmmunodot con las PSNCº y con las PP .. de 

Sa/monella gallinarum FVA-1 empleando anticuerpos anti CT. anti CT-A y anti 
CT-B producidos en conejo. 

• PSNC.- Proteínas del Sobrenadante del Cultivo 

···PP.- Proteínas Periplasmaticas 
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Figura 10.- lmmunoblot utilizando anticuerpos de conejo anti CT-A.. En el carril 
número 1. se muestran las Proteinas Peíiplasrnálicas de.Sa/mone//a gallinarum 

FVA-1. en los carriles números B y 9 se muestra CT-A comercial de Vibrio 

cho/erae. 



Figura 11.- Actividad específica en células CHO de las PSNC y 
de las PP de Salmonella gallinarum FVA-1 y de las cepas control 
a partir de los cultivos de 24 horas . 
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Figura 12.- Efecto de las proteinas de los controles sobre células CHO. 1A. 

muestra el control negativo con las PP 1 Escherichia coli HS. 18. muestra el 

control positivo con las PSNCº de Vibno cholerae. 

1 PP.- Proteínas Penplasmaticas 
~ PSNC.- Protc1nZJs del Sobrenudante del Cultivo 
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Figura 13.- Efecto de las PSNC' y PP' de S. ga//inarum FVA-1 sobre células 

CHO. 2A. muestra el efecto de las proteinas diluidas. 28. muestra de dichas 

proteinas sin diluir. 

1 PSNC.- Proteinas del Sobrenadante del Cultivo. 
2 PP.- Proteinas Penplasmcitrcas. 
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Huellas 
Una noche un hombre soñó 
que se paseaba por la playa 

con nuestro señor 

En el cielo aparecieron escenas de su vida 
con dos serles de huellas en la arena, 

una de él y otra del señor. 

Al aparecer la última escena 
delante de él, tornó su mirada 

hacia atrás y notó que muchas veces 
en el camino de su vida 

sólo había una serle de huellas 
en sus momentos más tristes y deprimidos. 

Esto le desconcertaba y preguntó; Señor, 
Tú me dijiste que una vez que decidiera seguirte 

caminarías siempre a mi lado ; pero he notado 
que en los momentos más difíciles de mi vida 

sólo hay una serie de huellas. 
No comprendo por que cuando más 

te necesitaba, Tú me dejas sólo. 

El señor le contestó: 
"Hijo mío, te amo y nunca te he abandonado 

en tus momentos de prueba y sufrimiento, 
cuando tú sólo ves una serie de huellas; 

era entonces que yo te llevaba en mis brazos". 
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