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RESUMEN

'Urquiza Bravo Odette.: Purifi cacién y Caractenzaclén Parcial de Protelnas con

Actividad Enterotéxica tipo CT de Salmonella gaIIInarum (bajo la dIreccuon de'
' PhD Yolanda,'___
Lépez Vidal , MVZ, M en C : PhD Francusco Suarez Guemes y MVZ E Jose’ :

los MVZ, M en B., Dr. Antonio Verdugo Rodnguez QFB M en IBB

Antonio Quintana Lopez

-se. observo Ia reactividad 'cruzada de antlcuerpos: ollclonales ann CTA de V




. cholerae, contra las proteinas periplasmaticas de S. ga//inérijm ‘détédéndose ‘

una banda de peso molecular aproximado de 66 kDa Estos resultados sugieren :
que Salmonella gallinarum FVA-1, produce una enterotoxma CT- I/ke cuyo k

impacto enia patogénesis podria ser relevante.”

f Enterotoxina de Saimoneila gallinarum, S. gallinarum, s, gallinarum CT like.



SUMMARY

Urquiza Bravo Odette.: Purification and Partial Characterizatwn of Protems

in Salmonella gallinarum with Enterotoxic Achvnty cT vke (under the_;.;
direction of the MVVZ, M in B., Dr. Antonio Verdugo-Rodr(guez Q‘ B, M in lBBk

The specific activcty of the 20 folds»concentraledr PP fri
from. a 24 Houis grbwth culture, showed th B
1,685 £ 124. 3 unlts of b(ologlcai actwny, whereas SNC 1 128 * 688' :

units. These data suggest that, in addntion to the sxmda mes between the
S. gallmarum FVA-1 DNA sequences wnh lhat of v cholerae cbcA or ETEC

eltA; Salmonella gallinarum FVA-1 mduces enteroxugemc activity. On the other

hand, by Western biot, crossed 1mmuno-reacuvity_was observed using
polycional antibodies anti CT A of V. cholerae . This crossed reacting
antibodies identified one 8. gallinarum’ FVA-1 beriplasmic protein of

approximately 66 kDa. These results suggest that, Salmonella gallinarum




FV_A-T produces. a CT-like énterotoxin. whose impact in to the pathdgenesis L

could be relevant,’

" Key Words.- S. gallinartim Enteroloxin, S. ga/liharum, 8. gallinarum CT like -



INTROVDUCCION.

bLa industria i avu:ola actual se caracteriza por ser altamente

espec:ahzada y ecmf' cada Los productos avicolas, como la carne de pollo Y. ‘

: (10 62 77) Esta industria es una de las mas importantes del area pecu na delkl

- pals y también de las mas susceptibles a pérdidas econdmicas provocadas por ,7

factores de mercado y problemas sanitarios; de ahi que es de cons erable ‘»Z o

lmportancla el-conocimiento de los resultados de los estudlos de laboratorio

para determinar la frecuencia de las enfermedades de las ave (29)

Algunas de las enfermedades bac(erianas ~que~ocavonan “ mayores

pérdidas a la industria avicola, ya la vez pueden causar g ves problemas de

salud publica, son las ocasionadas por el gé Sa one//a Este género fue

descrito por. primera vez en 18 0. nde aproxlmadamente 2,200

serotlpos, de Ios cuales, Ios de |nteres n:| mdustrla avicola pueden ser
dlvndidos en dos grupos pnnclpales. ol de ‘las salmonelas no méviles,
Vrepresentado por Salmone//a gallinarumy S. pullorum, y el de las salmonelas

‘ movnles que mcluye a Ios demas serotipos del género (2,3,6,12,14,37,43,53).

Salmonella gallinarum es el agente etioldgico de la Tifoidea Aviar (TA),
y S ‘pullorum de la Pulorosis o Diarrea Blanca Bacilar. Estas especies no
mfectan al hombre. En contraste, las salmonelas moviles producen las

paratlfoideas en las aves, siendo las mas frecuentes en las aves. S.



typh/munum y S, entenﬂd/s. las cualies producen enel humano salmonelos:s [¢]

' m(oxrcacwnes allmentlmas (2,30,38).

Tifoidea Aviar

En México se reportd la presencia de S. gaflinarum desde 1978 con Ia SRR

presentacién de alta mortalidad en parvadas de poiio’ de [ ngorda y grave'

desajuste en la producc:on en aves progenuoras y reproductoras lo‘que se: f» i

de erradicaclon en la poblaclon ge

y erradicacion en su caso de la po Iac 0

territorio - nacional. -Sin embarg

condiciones econdémicas que imp bry'a,ba
de verdaderos planes de erfadica
En el afio de 1984, Can

paises europeos, reportar 1

enfermedad (10) por lo cuai slgue suendo una enfermedad de gran lmponacla el v




econom:ca. debldo a varlas causas las aves que ‘se recuperan de un brote.‘

ex»sten ponadoras asmtomatlcas, las - aves: en posl

produccmn hasta en un 30%, ademas de que exist

hospedador hacia S. gallinarum puede ser: -
a) Genética.- Las aves ligeras son menos susceptibles a una infeccion .. -

por S. galfinarum.

b) Resistencia por la edad Las:aves adultas' son mas refractarias a- :

TA que las aves Jovenes

’ fermenta la lactosa ni la sahcma pero sl _puede ermentar y producir gas en

glucosa. Se le considera un parasnto mtracelula facultanvo 923) Puede -




resistir 9 meses en ropa almacenada en lugares frescos y obscuros, 20 dlasn i

en agua no expuesta directamente al sol 30 semanas en cama d aves, una

veces seguidas. Salmonella gal/inayrqni'

calor, la desecacion y a los desinfe;tékn't

'lmportame ya que los pollitos nacen enfermos y

: ademas, de ser la forma de perpetuacion del padecimi

enteropatégenas productor de_ enterotoxinas, com son Eschenchla caI/ .

enterotoxigénica (ETEb ) Vibri cho/e(ae. Campylobacter /ejunl R S !yphl y




8. typhimurium, de las cuales se han descrito algunos de los mecanismos de
patogenia para producir diarrea (5,12,20,35,38,40,48,63,65,66,71,78,80).

Mecanismos de Patogenicidad 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 i

b) Evitar los mecanismos de defensa inespecificos.

c) Obtener los nutrimentos para su multiplicacion y desarrollo
d) Capacidad para producir toxinas.

Muchas de las bacterias logran el acceso a. ias superf’cles delv :

“orgamsmo como es el caso de fa piel y la conjuntiva o fas membranas AL

mucosas del tracto respiratorio o digestivo, pero solamente algunas pene’(ran

X en forma profunda a los tejidos del orgamsmo como resuitado de hendas [¢)

’abrasiones En muchos. de los casos'la respuesta del primer desaf‘ o es i

: ehmmar ala bacteria del organlsmo o establecer una relacién snmbiohca con e T

ospedero pero con bacterlas patogenas, fa respuesta puede ser con srgno

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

E! criterio para juzgar si ¢ xlna es responsable de Vsr'grynos é‘i‘inic‘

una enfermedad es: . o T
a) Se conoce que Ié bécte d o

b) Las bacterias vurulenla * producen toxinas y las avirdlentas’ ~'no"flﬁs ’

producen
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c) La inyeccién de la toxina separada de la bacteria, produce sintomas
que semejan fa enfermedad. '
d) El organismo infectante produce la enfermedad sin que se mulﬂp(igue v
profusamente o que se difunda extensivamente y los organos que sé'
encuentran a distancia del sitio de infeccién son afectados.

e) La enfermedad puede ser prevenida mediante inmunizactén contra vla o
toxina (65). L

fisiologica de las células de! hospedero o, en muchos de'los’ ca: os, reproduclr

los signos clinicos de la enfermedad. Muchos de estos productos son toxicos
para animales de laboratorio o en cultivos celulares . in vitro, pero solo ellos
contribuyen con un paso esencial en el mecanismo de patogenia en la

enfermedad natural, por lo que se les lfaman toxinas virulentas (65,67).
Mecanismos de Patogenicidad del Género Saimonella
Muchas de las bacterias patdgenas entéricas tienen la capacidad de

invadir cultivos celulares de mamiferos por medio de fa accién de .la actina, "

que como resultado induce la formacidon de seuddpodos para que sea



1

fagoéitada é la bacteria. Salmonél/a spp, fuerza a fas c‘éiulas del hospedero a
que sean fagocifa(ias. La unién de Salmonella typhimuﬁum y S..cholerasuis en
cultivos celufares, produce cambios en la superficie de la célufa del hospedero,
semejante a un liquido que salpica (efecto "splash”), haciendo contacto con la
superficie de la célula. Este efecto "splash” provoca que fa membrana celular
se deforme y adquiera un aspecto rugoso (membrana rugosa), que finaimente,
tiene como resultado, la penetracion de fa bacteria dentro de una vesicula
endocitica. Una vez que la bacteria es fagocitada, la célula recupera su forma
normal y, dentro de la vesicula endocitica las bacterias se dividen, y diferentes
vesiculas crecen juntas formando grandes vesiculas llevando en su interior
muchas bacterias (67).
El mecanismo mediante el cual la membrana celular adquiere el aspecto
rugoso para {a penetracion 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 |é producciéon de algunas proteinas auxiliares en
el proceso de invasién. Existen otros genes llamados hil (hiperinvasion) que
estan localizados cerca de la cadena inv en S. fyphimurim los cuales estan
encargados de aumentar ia frecuencia de invasion (67).
S. typhimurium contiene plasmidos de virulencia con genes llamados,
SpVA, spvB, spvC y spvD organizados en un operén y spvR que es una unidad
transcriptacion‘al separada, estos genes son altamente expresados durante la
fase estacionaria de fa bacteria. Los genes spv (Salmonella plasmid virulence)
contl‘enen‘ de 50-90 kilobases, y su ausencia, reduce la capacidad de a
bac(eria para causar infecciones sistémicas. en rafén. sugifier;do que fos

pla’smidpé llévan‘ genes de virulencia impoﬂaknt’e:'s. ‘Se ha obtenido la Seéﬁericia .
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de DNA de estos genes, pero el Unico gene due tiene uha ;sefuencia
significativa similar con los genes de funciones conoci’qaks," es spvR.un 'gene
regulador. Los genes spvA-D cadifican para las protéihéé de nllemb:"a}\a pero
atin no se conoce su funcién campleta (67). :

La 8. typhimurium ha desarrollado un complejo de adaptacién a la
ingestién por fagocitos. La sobrevivencia en fagocitos es debida a dos
caracteristicas que son: la resistencia al oxigeno, y la resistencia a las
defensinas. Los genes oxy son expresados en presencia de tension por
oxigeno y codifican también para catalasa y para superoxidasa dismutasa, se
encuentran localizados en el operon phoP/phoQ, los cuales controlan genes

para la sobrevivencia en macréfagos. La falta de phoP/phoQ aumenta la Diso

en mas de 10,000 veces, indicando que este operdn regulador controla genes - ‘;' .

esenciales para la virulencia en ratones (67).

Los genes pag son controlados por phoP/phoQ y son llamados p_ag‘por: -

que provienen de phoPQ activated, son aitamente expresados con lyq v[irﬁi(’acién
de carbono, bajo pH y condiciones aerébicas; y los genes de represion éh,

llamados prg (phoPQ- repressed genes), son expréé C

enriquecidos, en condiciones aerdbicas y pH neutro. La ak'ﬁske'nciké de ailguno's
genes pag (pagA y pagB) no tienen efecto en la Dlso, pero la ausencia de
pagC aumenta la DLso hasta 1,000 veces. Ei gene pagC codifica una proteina
para la membrana externa de la cual se desconoce atin su funcién. Los genes
prg A-H codiﬁca_n para prbtéinas excretadas. prgH es necesaria para la
virulencia de la adnjinisfracién oral o inyéctada de la bacteria, pero su funcion

esp‘evciﬁcaﬂer:_\v el gfdcés‘o de infeccion no esta bien establecido. La ausencia de

prgH gdiv'smlr‘mye ia aéién de macréfagos cultivados. Este hecho, y, junto con
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el que prgH esta intimamente unido a hil, que a su vez esta u} i a va-H ;

" sugiere que prgH probablemente codifique para una mvasma o una" pr ema; =

involucrada en el proceso de invasién (67).

previniendo fa formacldn, y, la insercion, del comple]o cs completamente’

pofimerizado dentro de la membrana extemna de la bacteria (67).
Toxinas Bacterianas

Las toxinas se clasifican en endotoxinas y exotoxinas. Las endotoxinas
forman una parte estructural del lipopolisacdride (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 experimentaimente con la endotoxina (parte del
LPS) de S. gallinarum se observa aumento de la temperatura corporal,
disminucién det péso de la bolsa de Fabricio y cambios en {os parametros
"hematolbgicos y serolégicos (76).

Las exotoxinas cldsicas son considerablemente mas toxicas que las

" endotoxinas, son proteinas termolahiles y pueden ser convertidas en toxoides,

que pueden estimular Ja produccién de anticuerpos, neutralizando fa actividad
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biolégica de los efectos de la toxina, anteé y frecuéntemente después de ser
administrada a los animales. Muchas de fas bacterias Gram negativas
producen exotoxinas, y a las producidﬁs por enterobacterias se les denomina
enterotoxinas { 6,12,37,55) . ’

Estructura y Funcién de las Exotoxinas

Las exotoxinas pueﬁen ser divididas en tres tipos con bass en su
estructura y actividades. :

1) Toxina tipo A-B.- Son aquellas toxinas que poseen dos fragmentos:
Fragmento B; ef cual se une al receptor de la céluia del hospedero y esta
separado por el fragmento A, que posee actividad enzimatica responsable de

" ia toxicidad. €} fragmento B, puede estar formado por un sclo polipéptido o
tener varias subunidades. El receptor en fa céfula del hospedero es reconocido
frecuentemente por la subunidad B, pero no siempre se trata de carbohidratos
en la superficle de fa célula del hospedero. La subunidad A, penetra al
citoplasma de-fa célula blanco ya sea inmediatamente después de la union del
fragmento B a su receptor o después de fa endocitosis de la toxina completa,
El fragmento A de muchas de las toxinas A-B, inactivan proteinas del huesped
por unidn covalente de un grupoe ADP ribosil (ADP ribosilacion).

2) Toxinas que desorganizan las membranas de las céjulas 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 fa vesicula
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fagocitica y entrar al citopfasma de la ¢élula del hospedero, no tienen’ actividad
enzimatica, pero producen un efecto tdxico por medio de la insercion dentro de
'las membranas, usualmente uno de sus receptores es el colesterol. Las
segundas, son fosfolipasas, las cuales remueven una porcion de lipidos de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica de las células del hospedero y
entonces, al ser removidos estos lipidos, la membrana se desestabiliza y
ocurre la muerte celular. Ejemplo de estas toxinas son las "hemolisinas"
(citotoxinas).

3) Superantigenos.- Son proteinas bacterianas que necesitan una
estructura tipo A-B y actian estimulando a las células T para liberar citocinas
(67). :

Existen dos grupos de exotoxinas basados en su mecanismo Hé'acclon: VT

1.- Toxinas citoliticas.- Fueron las primeras en ser descritaé. deI)ido 5
que causan hemdlisis alrededor de los cultivos de agar sangre. Las toxinas
citoliticas modifican la membrana celula;' permitiendo la salida de los
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 Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus y Pasteurella
haemolytica.

2.- Toxinas con actividad intracelular: Son aquellas que afectan la
actividad metabdlica de la célula mediante 2 formas principalmente:
a) Toxinas citotoxicas.- Inhiben la sintesis de proteinas en el interior de la
célula como se observa con las toxinas de Shigella dysenteriae y
Campylobacter jejuni (40,59,65,68,73).
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b) Toxfnés citbféh{gés - Activan intracelularmente |a>'7adenil:clclaksa,~ ejemplos

el lracto Inteshna! produc exotoxmas' a |as cuales se les conoce

enterotoxlnas y. ejercen su accién'en los enterot:ltoys thna cholerae. ETEC S i

typhi y S. typhlmunum producen enterotoxinas las cuales juegan un papellmuy "7 ‘ ¢  g

|mponante enla produccion e dlérreas durante la lnfeccwn Se ha propuesto i

que uno de los mecamsmos por los cuales . Salmonella gallmaru produce‘

diafrea es a través de una enterotoxma

Enterotoxina d'e Vibrio Cholerae

Durante la lnfeccion A cholerae no penetra a las celulas epltellales del ‘

La entérdibxiha
A-B ADP- nbosnladora 2S
subunldad Acon un peso mk
subunidad B con un PM ‘de 1 6

ctxB, respectlvamente, que se encuentran en elv cromosoma de la bacterla
(5.47,67.71). ‘ ' : '
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La molécula de la toxina bioldgicamente activa, esta compuesta por cinco
supuniqades B.y uha subunidad A (5,47). La subunidad B constituye el sitio de
unlén_dé !a toxina con receptor de membrana de las células eucariéticas, el
gangliésido Gm, y posiblemente facilita la entrada de la subunidad A dentro de
la celula blanco (67) . La subunidad A tiene actividad enzimatica y toxigenica y' !
Vpuede ser conada proteoliticamente generando dos cadenas denominadas A1
yA2 (51520253545474871) o “
Cuando V. cholerae coloniza el intestino delgado excreta CT la cual se
une:a las celulas dela supgrf icie de la mucosa del hospedero, por mgdlq de !a
unién del généliééldo. Gwm es un acido sidlico que contiene un olig'oséééridb
covalentemente unidb a un lipido ceramida. La porcién - del lipidé‘ esta
embebida en la célula de la membrana del hospedero y el oligosacérido esta
expuesto en la superficie de. la célula del hospedero. El oligosacarido es la
mitad reconocida por la subunidad B de la toxina. V. cholerae secreta una
neuraminidasa llamada sialidasa, que remueve los residuos del acido sidlico
del complejo oligosacarido para hacerlo estructuralmente mas similar a'Gm.
Se ha sugerido que la neuraminidasa contribuye a la virulencia de V. cholerae
aumentando el nimero de receptores disponibles para que se una CT (67). '
Una vez que CT se une a Gwm, la subunidad A1 es liberada de Ia toxina,
probablemente por medio de una reduccién de Ia union disulfuro que urié aA2z,
y penetra a la célula del hospedero por medio de:un- mecamsmo “de
translocacién desconocido. La subunidad A1, ADP- nbosila una protema de
membrana llamada Gs. A1, ADP-ribosila otras protemas de Ias células del

" hospedero, pero Gs parece ser el pnmer bIanco ‘Gs’ es ‘una protema de la

familia GTP-hidrolizantes, (llamadas protemas G) ue regulan muchos de los
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‘aspectos de fas funciones de las células eucaritticas. Gs es una proteina G :
que regula la actividad de la adelinato ciclasa de la célufa del hospedero,
manera de una hormona-dependiente y entonces determina ef mvel del AMP :. :
cu:l(co (AMPc) en las células blanco. La forma activa de Gs (Umon GTP) :
-aumenta la actividad de la adenilato ciclasa, mientras que la forma mactlva de‘v
la unién GDP, extrae la adenilato ciclasa inactiva. Normalmente la forma achva E
es producida en respuesta a la estimulacion hormonal y es convertlda en form»ab'
inactiva después de un periodo corto. Esta "activacién y desac(fvaéién';,‘::
asegura que el AMPc (una molécula reguladora en células eucalv'iéticés)‘s'e"f f:v )
produzca en altos niveles, suficientes, para hacer su trabajo, perb no lé»‘ esﬁ »
permitido la acumulacién por interrupcion de las funciones normales de la ¥
célula. Los "corto circuitos" (activacion y desactivacién sin control) ﬁe ",‘%’" ADP

ribosilacion de Gs, provocan que Gs permanezca "activa’, y entonces, Ids,,

niveles de AMPc permanecen sin control y son liberados en altos niveles, Esta* S
variedad de efectos, provoca que exista una alteracion en -el-trans q

sodio y cloro. Estas alteraciones producen un desequilibrio de iones que causa -

la pérdida de agua asociada a célera (35,46,47,48,67).
Ei proceso por el cual fa toxina de célera compieta es excretada hacia el» k

fluido extracelular aGn no esta bien estudiado, pero CT esta estructuralmente y‘

funcionalmente relacionada a la enterotoxina labil de Eschench/a co ‘ (I.T) v
(50,67,70,72 ). S ’
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Enterotoxinas de Escherichia coli

Existe evidencia de que muchos de los casos llamados "dlarrea del '

vra}ero" son causados por una mfecclon de algunas ce ) de Eschenchla coI/ R
[ toxmas una es

egu a es conocuda N

bien entendldo ain: v € n.mt hos factores auxiliares (como las proteinas
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ATP unidaras) l‘mbien invalucrados STay STb actuan de manera diferente y
- tienen una secuencna de ammoacidos duferente Exlste la evidencia de que los
receptores de ST son diferentes a los de CTy LT(5,20,67).

LT ﬂene un peso molecular de 91 kDa, y esta compuesta por una
subunidad A con un PM de 25,500 daftons y una subunidad B de 59,000
daitons. . Los genes que codifican para LT se conocen como et AyeltB
respectivamente (5,20,65,71,75). Los genes de LT se ‘ocaﬁzan en una familiav

de ptasmidos denominados ent, de los cuales se ha determmado ia secuenclaz g

nucleotidica, observandose una alta simititud con la del gene CT (80

secuencia de aminodcidos en fa porcién ammo,term al
de un 31 a 55% de similitud con el péptido A2 ‘('2/

secretada hacla e} sobrenadante durante el creclm

en el laboratorio, sino que se localiza.en ‘el espacio
bacteria ( 5,20,26,36,41,46,67). : RS

Muchas de las cepas de £. coli producen una LT .de tipo | (LT-/) que ‘
causan una diarrea secretora y activan fa aderﬁlato ciclasa en las células de la
mucosa del intestino delgado (14). Existe un segundo grupo de enterotoxinas
de E.coli denominadas L7-/f, cuyos genes se localizan en el cromosoma
bacteriano; Las L7-/l no éoh néutralizadas por antisueros dirigidos contra CT
y LT, aunque poseen una reaccién inmunosérica cruzada muy débil con LTy )
CT. Dos miembros de la far"nilia LT (LT-ifa y LT-lIb) estan formados- por o
subunidades Ay B sumuares a las de CTy LT, con fa diferencia de que la
subunidad B de las toxmas del grupo LT-/l no tiene la capacidad de umrse a:’
G (17,26,30.36.65.67), i
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Enterotoxinas de Campylobacter jejuni

Se ha demostrado que C. jejuni produce una enterotoxlna que se
encuentra en el espacio perlplasmahco y. sus propledades |nmunologicas Y.

actividad enzimatica son snm:lares a CT y LT. Esta enterotoxina lnduce :

elongacion en células de o»ario de hamster chino’ (chmesse ovary cell CHO),

lo cual indica. que el AMP hco mtracelular se encuentra elevado Los'

causadas por S. typhi ¥

enterotoxina que altera Ia secr ¢ el mtestlno

como fas que inducen las toxmas de V chol elae E ‘colf y C jejunl chhas, '
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enterotoxmas podnan tener un papel |mportante en Ios padecimientos
entéricos producldos por Salmone//a (12,65). R

Fernandez et al..en 1988, aislaron un gene’ de S. typh/

para una enterotoxma que tenia similitud con CT y ‘LT.!La enterotoxma.} '
codn‘" cada por un colifago recombinante A FDCA1, lnduc secrecion de fluudos‘]n. S
en asas ileales en rata, elonga células CHO, y es antlgenlcament si

cuando se confroté con anticuerpos por medio de ELISA El DNA'del &' FDC1

contiene una secuencia que hibrida con el gene que codifica.para la subumdad iy

CT-LTA (24).

Estudios hechos por Prassad et al. en 1992 (59) dond
gene de plasmido stn de S. fyphimurium en Escherichia CO/I, que :
para enterotoxina CT-like, mostraron que existi6 secrecin de ﬂ
modelo de asas intestinales ligadas en conejo, y postenormente C
en 1994 (11), demostraron que el titulo de elongacion en. celuia .
incrementa cuando el gene stn es mayormente expresado en medlo
alta osmolaridad. e S

La actividad bioldgica de las enterotoxinas si‘milar:evs

S. typhimurium, evaluadas in vilro, también produceh 1

células CHO, asi como un incremento en la secrecron de fluidos en: sas, B

ligadas intestinales ileales de ratdn, sugiriendo una sum:lltud en el mecamsmo B
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de patogenia entre las ewterotoxmas de S. lyphl y S. typhlmunum, cm CTy LT
subunidad A' (11 24, ze 27) ‘,'", .

) de ﬂuldos (4

Con base en Ios estudnos ante res se sugiere que S. gallinarum produce una

enterotoxma snrmlar a CTde V cholerae y a LTde ETEC
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JUSTIFICACION -

- Se desconocen Ios mecamsmos de patogema de

S gallfnarum

-No se ha descrlto, la exxs(encia de’ una ‘enterotoxina de S gallmarum Yoo

si dicha toxina intervtene col | mecanismo  de atogenesis ;{e.la

enfermedad

OBJE‘T‘IVOAGENVERAI, b

De(ermmar si las cepas de S. gallinarum que c

llke producen una enterotoxina con actividad

. existencia de’ reactividad cruzada con Io; anticqe_r
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar si fas cepas de S. ’f‘gayl‘vl:i»na'rv';‘l
actividad bioldgica mediante ensayos en, célulé "CH
- Por medio de Immunodot e Immunoblot d exist 1. d
inmunoreactividad cruzada de sueros anh-CT las prolem;; de s
gallinaram con actividad biolégica. .. .~ 1 et

« Determinar si la toxma. se hbera al:ambiente o permanece en el

espacio periplasmatico,
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MATERIALES Y METODOS

Las cepas utilizadas para este estudio fueron: )
1)Vibrio cholerae de referencia " El Tor Inaba" E 38776 FMV>087,772 obtenida B
del Instituto Nacional de la Nutricién "Salvador Zubiran" (INNSZ); 2) E. col
enterotoxigénica (ETEC) de referencia Num. 5-li, obtenida del INNSZ 3)E. coii
no enterotox:genica de referencia HS, del Centro para el Desarrollo de
Vacunas en Maryland donada de} INNSZ (44); 4) S. gallinarum FVA-1 donada ;
por la Dra Tnnldad Perusquia del Departamento de produccion Ammal Aves.'

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

. ‘Extréc':'ciéin'de las Enterotoxinas

Sé‘ réalizé un cultivo primario con ochenta colonias de las cepas de
V. cholerae, ETEC 'y E coli HS por separado en matraces Erlenmeyer de 250
ml. contemendo 50 ml. Ade«bmeqlo ,hquido de Casaminoacidos (CAA),
: d fixt;acté de‘Levadura‘, 0.256 %de NaCl2,
MgS042, 0.005% de MnCl, 0.005 % de

CAA’, mcubandose en agitacion a 200

suplementandose con : ‘
- 087% de K2HPO42, 0, oos
FeCl2 0.8% de NaOH 3M
RPM*_durante 24 horas a 37 C (21 22

Diez mi de‘ cad cl primario fueron sembrados en: matraces
Ertenmeyer de 500 ml conteniendo_ 200 ml, l de CAA y se lncubaron bajo las

condlctones antes descntas

Bloxdn de Méxica, S.A. de C.V., Cuatitlén, Edo. de Meéx.
2 0.7, Baker S.A. de C.V., Edo. de Méx: México e
D:Ico. Laboratories, Detrait, Michigan, USA. - Fe
* New Brunswick Scnentl"c Co. Inc U.s. A Modeln G 24
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Cada 2 horas de inc bacion se obluvueron ahcuotas de 20 mi,

midiéndose Densidad - éptl g 'pér_ medio de
2,000 RPM durante 30

especirofotometria’. Cada_

minutos a 4 °C% El so

posteriormente ser filtrado a

enteroloxma de 'S, gal/marum FVA~1 exceplo que se’utilizé Caldo Infusmn”

Cerebro Corazon (CICC) en Iugar de CAA (19‘66) ademas se obtuvieron: las e

alicuotas cada 30 m(nutos desde la 1a, media hora d incubacion, h'asta}as 61
horas y pos(eriormente cada dos horas (Figura; :

Las proteinas de los sobrenadantes del’ lhvo (PSNC) y las protemas

periplamaticas (PP) obtenldaé de, las’ células ratadas con pohmixma “fueron
sulfato'de amonio ((NH4)2$04)8 al 70% Y se )
al O 05‘M NaCI 02 M NazEDTA

precipitadas postenormen( col

diallzaron contra una solucion de tri;
oom M NaNa 0.003 M#, pH 7.5
mediante geles de pohacnlamnda-SDS al 12 % (1 42). deposxtandose en cada

Las proteinas precnpnadas se analizaron

Beckman, USA, Mad. DU R
Servall RC-58, DuPant Company, Wulmlngmn DE JISA,
M:l(rpon’. HVLPO2500

Slgma. Chemicals. St. Louis, MO, USA
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carril, aproxnmadamente 1ig de cada muestra, tanto de los controles posntlvos

'y negatlvos como de Salmonella gallinarum FVA-1.

Las muestras fueron traladas con uné :
disaciacién, que consistié de tris HCI® al 0626M HZS. 3
mercaptoetanol 14Me, SDS 10%, y azul de bromofenol aI 0. 1% en relaclon’1 1 i '
calentandose a 100°C durante 5 minutos, : :

Ei voltaje administrado fue de 100 volits durante 3 horas. )

Los métodos inmunolégicos empleados para este trabajo, tienen como
base la deteccién de antigenos o anticuerpos en monocapa, usualmente uno
de ellos adherido a la fase sdlida (plastico o papel). El complejo formado
antigeno- anticuerpo se detecta por {a utilizacion de un conjugado (antigeno &
anticuerpo marcado enzimaticamente) con peroxidasa o fosfatasa. La enzima
unida es capaz de utilizar sustratos incoloros para convertirlos enj coioridos e
insolubles, permitiendo detectar la evidencia de la rééécién- antigeno-

anticuerpo.

Los ensayos lnmunologlcos empleados ste esfudlo fueron:

s Rad Laboratories, Richmorid, CA, USA = =~
" List Biologlcal Laboratorles. Inc. campbell CA. USA
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La actividad biolégica 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 tripsina al 0.25%, una vez desprendidas las células, se
resuspendieron en medio F-12"" con suero fetal bovino al 2% y se depositaron
200p! de esta suspension en cada pozo, con una concentracion de 1,000
células/pozo. La placa fue incubada dyrante'zo minutos para permitir la
Las PSNC y las PP de Sa/mone/la
medlo F-12 desde la dllucion 12 a:

adherencia de las células a la pla

gallinarum FVA-1 fueron dlluidas"’en

de diallzado y Ias PSNC yPPde E. coll HS.

Las placas fueron incubadas durante 72 horas. reahzandose lecturas
cada 24 horas para la observacion de elongacxon. consndarandose como

posit:vos aquellos pozos en donde se observara el 50% de elongac:on

Las IFUm‘dades de . Actividad Especmca se . def inieron mediante la

slgmente formula

mg de protema que mdujeron el 50% de elongacmn (1UAB)

1mg de protema

" Gibco BRL, Life Technologles, lnc Grand lsland NY, USA :
“1UAB.- 1 Unidad de Activldad Bloléglca c .
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Donde es necesario determinar la cantidad minima de proteiha qde' ;
indujo el 50 % de elongacion {1UAB) y se determina el nimerc de unidades de”

actividad biolbgica producidas por mg de proteina,
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RESULTADOS

Cuantificacién Proteica.- Mediante la cuantificacion de prb‘teinéé dél o

sobrenadante del cultivo (PSNC) de S. gallinarum FVA-1, obtemda por medlo' A

del estuche comercial BCA, que se basa en el uso del acido bicmconlmco ‘

(56), se determind una concentracion maxima de protelnas correspondiente alil

2.67 mg/ml, durante las primeras dos horas de crecrmlento, y aunque"
finaimente a las 24 horas existié una disminucién en la concentracion (0.052"
mg/ml), se observd una tendencia a mantenerse constante durante todo el -
crecimiento de fa bacteria (promedio 2.1+ mg/ml) ( Cuadro 1y Figura 3).
En la cuantificacion de las proteinas del espacio periplasmatico (PP) de
S. gallinarum FVA-1, previa liberacion con polimixina B, se observé una
" concentracién méxima de 2.48 mgimi durante las primeras dos horas de
crecimiento y una reduccion hasta 0.236 mg/ml a las 4.5 horas. Posteriormente
existié una elevacién, aunque menor a fa concentracion de las primeras dos
horas, y, a las 24 horas se qbservé una reducciéon drastica en dicha
concentracion proteica (0. 0745 'n:1§/m1) (Cuadro 1y Figura 3).

Las PSNC de E. coli HS, utilizada como contro} negatlvo no fueron_

detectadas, en contraste con las PP de este mismo cultivo donde se o“serva o

que la cantidad mayor fue de 1.770 mg/mi encontrada- a las 24° horas de.

crecimiento. Las proteinas correspondientes al creclmlento d 1 ;
no fueron detectadas, coincidiendo con el momento en que hubo un descenso :
en la lectura del valor de absorbancia debido al comienzo de Ia Ilsls ceiular
(Cuadro 2y Figura 4). ' -

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

donde la mayor cahtidad de proteinas se encontré a las 24 horas del cumvo E

una concentracuon 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 creclmuento P :

La cinética de crecimiento de V. cholerae va,uk,:‘quah»t'rﬁ;:ac'ién de
proteinas se muestran en la figura 6, donde se obsk’éyrv'aj que la maxima
concentracion de las PSNC se detectd a las 24 horéé‘de iﬁéubaéién, cuando la
bacteria estd en fase de lisis celular. Las PP se detectaron de manera
irregular, existiendo una liberacion. maxima a las 24 horas de crecimiento,
aunque entre las 14 y las 16 horas también existié esa misma produccion.
Entfe las 6'y las 10 horas del cultivo de V. cholerae se detectd una liberacion
de proteinas ha’cia el hedio sin que existiera una ruptura de las células por
_ accion de pollmlxlna B, lo cual coincide con la primera elevacién de proteinas
por. accion de ‘polimixina B, sugiriendo que en ese momento se inicia la
hberaclon de protemas hacia el medio (Cuadro 2 y Figura 6).

‘ Actividad Bioldgica en células CHO.- La elongacion de células CHO
inducida por las PSNC y por las PP de S. gallinarum FVA-1, fue observada a
las 48 horas post-exposicion, estos resultados fueron similares a lo descrito
con CJT en donde esta elongacién es observada después de 48 horas de
exposicién. En contraste, se observé que el efecto de-las PSNC ‘de™ " V.

cholerae, asi como las PSNC y las PP de ETEC, fue a Ias 24 horas post

exposicion. Con las PSNC y las PP de E. coli HS, no se ’bservo elongacmn
k s(Cuadro 3)

aun después de 72 horas post-exposicién a dichas prote

" Dfaz-Barroso A. Departamento de Infectologfa, lnsmuto Na onal de la Nutriclon 'Salvadur-
Zubiran datos no publicados. . B




32

Para lndumr el 50 % de elongacion, se requmo un mmimo de 18 9 ug b_ :
de PSNC de s gal/maru FVA-1 de la prlme_, n

contraste, se necesnaron 1 03 :t 066 pg de’ estas protelnas a pamr de un

df _hnra de incubacion En

'cu(tlvo de 24 horas para obtener los’ mlsmos resultados. Con las PP de Sk
gallmarum FVA-1 fue necesario utilizar 37.2 Hg de proteinas, de un cumvo de’
2 horas, para observar 50 % de elongacién (Cuadro 4).

La actividad especifica de las PSNC de S. gallinarum FVA-1 de 24'
horas, fue 1128 4 688 unidades de actividad biologica (UAB)/mg de proteina,
mientras que con las PP de este mismo cultivo fue de 1685 & 1243.3 UAB/mg

(Cuadro Sy 6, Figuras 7y 8).

Ensayos Inmunoenziméaticos

Immunodot .- Mediante el uso de anticuerpos anti CT-A éo‘ ‘
de las PSNC y 1.4B ug de las PP de S. gallinarum FVA-1
inmunoreactividad. En contraste, usando 2 pg de CT Eémercnal,_s .o _e&é

inmunoeactividad positiva (Figura 9).

Immunoblot .- Por medio de lmmunoblo
CT-A, en las PP de S. gallinarum FVA-1 (culhvo de 24 horas), se detecto una

ntwuerpos antl

banda de aproximadamente 66 kDa, en contrast ‘no'se: observo reactividad

contra las PSNC. En las PSNG. de V cholerae e.24 ﬁoras que se utilizaron

como control positivo, se observo una banda de 66 kDa mientras que en las
PSNC de 24 horas de ETEC se “of 'ervo una banda de 60 kDa
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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 80 kDa. aproximadamente, en contraste, con las PP de este
mismo cultivo, solamente se observé una banda de 60 kDa. aproximadamente.
Cabe mencfonar que se utilizaron también como controies positivos CT, CT-A
y CT-B comerciales, en donde se observé que C7 muestra una bénda. con Un_

peso molecular aproximado de 26 kDa; contra CT-A se revelaron dos’bandas‘ u

una de 26 y otra de 11 kDa aproximadamente, y, contra CT B se detv : 16,

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 djérréiééé.' ;

Algunos estudios han sugerido la participacion de enterotoxlnas del tipo" e
CT o LT enla patogenia de infecciones por Salmonella (24 25, 40 58 67) Serha

demostrado que existe una secuencia homologa de DNA cro

A‘d’e Lr (4")’

que ‘inducen elongacién en celulas CHO (2 59) y que ademas. lusados de

algunas cepas de Salmonella (12,24), y los genes ctxA e CT

Salmonella’ galllinarum,  inducen- acum :de,flt‘ndos en ‘asas- ligadas
intestinales en rata (79). e '

Tomando en cuenta lo anterior yique las diarreas observadas por V.,
cholerae, E. coli, (12, 67) C. /ejunl, (64) S. typhi (63), S. typhimurium (58) y S.

galiinarum (57,78) son de tipo secretor y que se desconocen los mecanismos de

patogenia de S.'gallinarum, en este estudio, se determind mediante ensayos en
células CHO, que Ia cepa de S. gallinarum FVA-1, que contiene una secuencia

génica parcial similar a e/f-A y a ctxA sintetiza proteinas con actividad de

enterotoxina y se determind, ademas, la existencia de una reactividad cruzadade. . - -

estas proteinas con anticuerpos anti-C7-A por medio de /mmunoblot.

La actividad bioldgica de las enterotoxinas similares a CT, LT yb CJ de S. s

typhi y de S. lyphimurium, evaluadas in vitro, producen una elongacion e Ias 5.:‘

células CHO, asi como un incremento en la secrecién de flundo en sas Iigadas‘
intestinales ileales de rata, sugiriendo una similitud’ en el_ fecto entre las'

enterotoxinas de S. fyphiy S. typhimurium con CTy LT( 24 26 27)
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.En 1975 Kunkel et al. (41). demostraron Ia emstencta de una enterotoxina
de S. enlenttdls que estaba muy relac:onada ala rnembrana externa de la bacteria.
Sadruddm et al. (66), en 1931 Prassad et aI (58,59), en 1980y 1992y, Chopra et

'al (11), eh 1994 demostraron la‘existencia de una enterotoxina similar a CT

produclda por S typhlmunm y que inducia elongacion en células CHO; sin
: embargo, no especuf can ‘as condiciones en las que se observé dicho efecto, es.
decir concentrac:lon proteu:a tiempo de exposicion a la toxina y valoraclon de la
acuvldad blolognca '

Se ha demosirado que es suficiente 1 ug /ml de CT de V. cholerae para
producir - una elevacién de AMP ciclico intracelular en 18 diferentes - Tineas
célulare& de marriiferos y {a respuesta maxima (elongacion) en céluléé‘bHO se
ha observado a las 24 horas posteriores a una exposicion de CT de Vcholerae
(30) ‘

Por dra parte, se ha demostrado que CT de V. cholerae es liberada al
medio "y ~"dna‘ minirﬁa cantidad permanece en el espacio periplasmatico.
(50,677,70.772).' En contraste, se ha observado que LT de ETEC es liberada al

' ambi‘ente‘.dtjrante la fase estacionaria de crecimiento o cuando la membrana del
esj:ékcié ' ‘periplasmético es lisada por la acciin de antibidticos
(5,20,26,36,41,46,67). En este estudio, para saber si las proteinas con actividad
de enterotoxina de S. gallinarum FVA-1 se encontraban en el sobrenadante o en
el espacio periplasmatico, se procedio a realizar ensayos con ambos tipos de
proteinas en células CHO, para conocer su actividad bioldgica relacionandola con
su cinética de crecimiento. Los resultados obtenidos indican la existencia de
proteinas que inducen elongacion en células CHO a partir de ambos tipos de
proteinas, las cuales tuvieron una actividad especifica de 1,128 + 688 y de

1,685 + 1243.3 unidades/mg de proteina (U/mg) respectivamente, después de 48
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horas  de -exposicion, Las protemas de los controies posmvos (V cholerae y
ETEC), tuvieron una actividad especuf:ca de 4, 1 66 Ulmg con las PSNC y 934 U/mg‘
con las PP de V. cholerae, y 68.35 U/mg para ETEC con PP cuyos resultadosk K
on 1a Pch de ETEC o se

fueron observados 24 horas post-exposlcl
obtuvieron resuuados positivos, por lo qgg la‘activ
Ufmg). Con las PSNC y las PP de E. coll HS,
se observd elongacion ain después de 72hora
especifica fue nula (0.0 U/mg) ( Cuadro 8y Flgura 11) f ;

La elongacién en células CHO, tanto con las PSNC como con Ias PP de S )
gallinarum FVA~1, 48 horas post-exposicién, sugiere que la actlvidad especifica de
estas proteinas es diferente que la de CT y LT. Esta misma situacion ha sido
descrita por Diaz-B” en 1995, para la enterotoxina de Campylobacter jejuni (CJT),
cuya actividad especifica en células CHO, es observada después de 48 horas
post-exposicién (18). Los resultados de los controles positivos, utilizados en este
estudio, muestran que existe actividad bioldgica menor con las PP de Vibrio
cholerae, en contraste con las PSNC de este mismo cultivo, aunque la cantidad de
proteinas cuantificadas fue mayor. Las PSNC de ETEC no fueron detectadas, y
no se observd actividad bioldgica, posiblemente debido a {a manera en que fueron
purificadas las proteinas. Cuando se evalué CT comercial, usada como control
positivo, la elongacion fue observada a las 24 horas post-exposicién, mientras
que en el PBS, CAA, CICC, Medio F-12 y la soluci6n para dializar, utilizados como
controles negativos, no se observé elongacion, ain después de 72 horas post-

exposicion.

* Depar de Infectologla, Insti Nacioﬁal de la Nutricién "Salvador Zubirén”. Datos no
publicados. ) »
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Un hallazgo_lnteresante es que en las celulas CHO expuestas. tanto a Ias?

sumilar a Alo descntok por Guerrant et al (32) en 1987 y Mlzuno et al en 1994
debido é una citotoxina produt:lda por Campylobacter jejuni. Estos hallazgos
sugleren, que ademas de la existencia de una proteina con actividad bioldgica de
enterotoxina tipo CT en S. gallinarum FVA-1, también podrian existir otros
componentes proteicos con actividad téxica que producen lisis celular, y cuyo
efecto es observado dentro de las primeras 24 horas post-exposicién, por lo que
podrian estar enmascarando el efecto de enterotoxina. El efecto citotdxico de las
proteinas encontradas en S. gallinarum FVA-1, fue eliminado al realizar
diluciones dobles seriadas de estos sobrenadantes en el medio F-12 de las
células CHO, para entonces observar el efecto de enterotoxina (13,32,49,54,69)
(Figuras 12y 13).

Por otra parte, debido a que se trabajé con diferentes géneros bacteriarios,
se optimizd el método de obtencion de las proteinas 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. gallinarum FVA-1 obtenidas en este estudio, fueron en promedio
muy similares (2.8 mg/mi) en todas las cepas utilizando los métodos descritos
anteriormente para su extraccion. Lo anterior coincide con Duhamet et al, (19),
quien detecté que la misma cantidad de proteinas 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 aereacic’;n 'dél :
cultivo, por medio de agitacion de 100 rpm hasta 300 rpm, para ob'te'n’er,l)haf,’
méxima cantidad de enterotoxina (19,22,41,60,61). En este trébajo, se utilizéﬁon ’
de 150 a 200 rpm, y se obtuvieron resultados similares, con un volimen de 1/3 en
comparacion de otros trabajos donde se emplean volimenes menores (1/10).

La cantidad de sulfato de amonio utilizada para la precipitacion de
proteinas 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, las
oroteinas fueron concentradas desde 6 a 30 veces, a través de membranas de
ultrafiltracién® (19,22,25,41). Asi mismo, las proteinas obtenidas por medio de la
precipitacién de suifato de amonio solamente, fueron concentradas 20 veces para
obtener resuitados en los ensayos celulares e Immunoblot, no asi en /mmunodot,
ya que a pesar de esta concentracién obtenida de las PSNC y de las PP de S.
gallinarum FVA-1, en 20ul de estas muestras depositados en la membarana de
nitrocelulosa’, .solamente habia 1.4 y 1.48 pg respectivamente, cantidad
insuficiente para obtener resultados positivos por medio de /mmunodot, en
contraste con el control positivo de CT comercial, donde fueron depositados 2 ug
de la muestra, con los cuales se observaron resultados positivos. Para este
ensayo no se utilizaron las PSNC de V. choferae ni las PSNC de ETEC ni sus PP
las cuales hubieran sido controles positivos mas adecuados para evaluar con
mejor certeza este ensayo.

En ensayos de /mmunoblot realizados por Rahman et al. (60) en 1994 y
Harne et al. (33) en 1994, demostraron la existencia de una enterotoxina de

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

* Amicon Corp., Lexington, Mass.
* Sigma Chem. Co., St. Louis, MO.
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que -no- estuvieron antigenicamente relacionadas con CT LT o la toxina der

Sh/gella La enterotoxma de ‘s t‘lvphlmunum‘y la”de s typh/, tampoco se unleron
al ganglrosndo GM aunque si tuvieron’ acllwdad biologlca en celulas CHO (24 61) :

la banda detectada en S galllnarum FVA-1 de las PP que“ S

lyphlmunum hacm Gm fue 3 000 veces menor que la de CT de ahl Ia lmportancia o

7 de realizar ensayos de ELISA Gw a partir de las PSNC y de' la_ PP ‘S,."
gallinarum FVA-1. Seria conveniente concentrar atin mas las protemas (qunzas
con ofra metodologia) las PSNC y las PP de S. gallinarum FVA-1 para encontrar si
existe afinidad o no hacia el gangliésido Gm: o por ofra parte, si se trata un
receptor diferente, realizar ensayos con otros receptores.

Para establecer si la banda detectada en este trabajo, por medio de
Immunoblol, utilizando anti-CT A, coincide con la bandas de 100 kDa descritas
por Rahman ef al. (60) y Harne et al. (33), en S. typhimurium y S. newport
respectivamente, seria necesario seguir la misma metodologia realizada en esos
trabajos, o utilizar esas cepas pero con esta misma metodologia, ya que ai realizar
Immunoblot con las PP de S.gallinarum FVA-1 y con las PP de V. cholerae y
ETEC, s'epbvsevrvé que las bandas reveladas, fueron de peso moiecular distinto al

i désbri‘to‘;\)brfbtros investigadores, ademas que también se utilizé una metodologia
di‘fere'hkté ‘ para la extraccion y purificacion de dichas - proteinas
(5,20,35,46,47,48,65,71,75). Por otra parte, cuando se utilizarop CT.CT-A y CT-8

comerciales, las bandas reveladas en este trabajo, si coincidén‘ ccn lés bandas

descritas por estos investigadores. Cabe aclarar, que el metodo de extracc:on de

estas proteinas fue diferente al descrito por dfferentes auto ,_s (19 25 40, 41, 58




40

: 66). por fo que es probable que e)ostan protemas de agregaclon (59) por el trpo

de punﬁcacron uhllzado en este (r', ;

de una citotoxina que produce focos necréticos en corazén, lnt st
higado en aves moribundas infectadas en forma naturai pe

primer reparte descrito para el género Sa/monella.

clonacvon en ETEC del gene stn de S. typhimurium, seria convemente que para’ .

estudios postenores se realizara la clonacién de este gene de S.. gallmarum para e

demostrar esta achvrdad y confirmar los hallazgos encontrados en este traba1o 5

ademas de conocer el papel de las proteinas con actividad de enteratoxma y.de™ . iulh s

las protemas cnoloxrcas dentro de la patogénesis de S. galllnarum Por olra parte k

se debe demostrar como es la produccion de estas proteinas, su ensamblaje y su-

EXCI’ eclon
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CONCLUSIONES

- Las proteinas obtenidas del sobrenadante del cult:vo v Ias protemas del i

espacio periplasmatico de S. gallinarum FVA- 1 t:enen acnwdad enterotoxma

la cual fue observada mediante elongacion en celulas CHO desde la pr[mera N

media hora del cultivo bacteriano.

- Se demostré la existencia de reactlwdad
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Cuadro 1.- Cuantificacién de proteinas y
valores de absorbancia {D.O. 660 nm) de la
cinética de crecimiento de S.gallinarum
FVA-1

Tiempo Crecimiento PSNC PP
{horas) Bacteriano mg/m! mg/ml
{ D.O. 880 nm)
05 0.354 252 <0.010
1.0 0.482 2.18 0.012
15 (a4 <0010 <0010
20 1.104 5"

25 1.141
3.0 1.203
35 121

4.0 1.243

45

50

D.0.- ensldﬂd C')pllca :

PSNC. -Prolemas del Sobrenadante del Cultivo de S. gallinarum
FVAL i

PP. -Pmletnas Penplasméllcas del Cultivo de S. gallinarum FVA-1,



Cuadro 2.- Cinética de crecimiento bacteriano en valores de absorbancia {(D.0. 660 nm) de las cepas
utilizadas como controles y concentracion de las proteinas del sobrenadante del cultivo (PSNC) y
proteinas periplasmaticas (PP).

] E.coll HS* |  ETEC” I V. cholerae I
Tiempo D.O. mg/ml D.0. mgfm! D.o. mg/ral aglonl
Horas! 660 nm de PP 660 nm de PP 660 nm_{ de PSNC de PP N
2 0.698 0.787 0.445 Q.40 0.254 <0.020 0.35
4 0.804 0.979 0.644 0.763 0.440 < 0.02C 0.810
<] 0.948 0.332 0.741 0.952 0.549 0.033 1.84
8 1.087 0.947 0.893 1.78 0.568 0.245 2.94
10 0.892 0.621 0.869 0.717 0.609 0.36 338
12 1.037 <0.020 0814 0.804 0.638 <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 0.586 0.559 <(.020 85
18 1.021 0.620 1.027 2.021 0.363 <(.020 <0.020
20 1.065 0.907 0.981 2345 0.884 < 0.020 3.04
22 1.073 1.578 0.818 3.40 0.841 <0020 2.38
24 1.034 1.770 1.062 3.804 0.878 1.890 B.87

D.0. - Densidad Optica
“Las PSNC.(mghnl) de £, cof BS y ETEC tueron < 00X



Cuadro 3.- Efecto de las proteinas de los sobrenadantes y de las proteinas periplasméticas de

las diferentes cepas bacterianas en células CHO.

Contral Cantrol
pasitive Negativo
- V.cholerae ETEC E. coli HS S. gallinarum
FVA-1
l Respuesla Elongacién Elongacion Elongacién Elongacion

post-exposicion

> 50%* >50%"* < 50 %* >50%"
i8Mpo BN gus 58 24 horas 24 horas 72 horas 48 horas
obsenvo el efecto.

*Elongacion mayor ai 50 % se considera positiva, elongacién menor al 50 % se considera negativa ( 1)

55
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Cuadro 4.- Cantidad necesaria de proteinas del sobrenadante del
cultivo y de proteinas periplasmaticas de S. galflinarum FVA-1
para producir una Unidad de Actividad BiolGgica en células CHO.

Tiempo (horas) Crecimiento D.Q. PSNC (ug) PP (ugy |

0.5 0.354 18.9 sAB

2.0 1.104 12.5£10.62 37.2

4.0 1.243 8.025: 11.3 78.243.71

8.0 1.382 14.37 £6.61 0.9+1.27
12,0 1.242 14.59£18.26 | 0.754 1.06
18.0 1.521 8.23:6.9 1.441.97
24.0 1.03 1.08 £ 0.66 0.81 £ 0.060

- 'D.0..- - Densidad Optica a 660 nm
PSNC.- Proteinas del Scbrenadante del Cultivo
PP.- Proteinas Periplasmaticas
SAB.-  Sin Actividad Biologica
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Cuadro 5.- Relacién entre la cinética de crecimiento (D.O. 660 nm)
y actividad especifica de las proteinas del sobrenadante del
-cultivo de S.gallinarum FVA-1.

TIEMPO (HORAS) CRECIMIENTO ACTIVIDAD ESPECIFICA EN
D.O. (UNIDADES! mg DE PROTEINA)
0.5 0.354 52.9
2 1.104 24.69 + 106
4 1.243 31.15 £ 44.05
8 » 1382 77.74 £ 35.71
12 : 1242 313,668 + 30.38
el : 25 |5 4g78 4 157,82
e 1128688

D.O..A Dﬁl’h'slﬁe?’.bﬁljl»ca“ﬂ"f S
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Cuadro 6.- Relacién entre [a cinética de crecimiento en
absorbancia (D.O. 660 nm) y la actividad especifica de las
proteinas periplasmaticas de S.gallinarum FVA-1.

TIEMPO CRECIMIENTO ACTIVIDAD ESPECIFICA EN
(HORAS) D.Q. UNIDADES/mg DE PROTEINA
0.5 0.354 26.88
2 1.104 95.23
4 1.243 951+ 134.3
8 1.382 416,625 + 196.39
12 : 1,242 331.125 + 468.28
18 . -1.525 178.57 £ 252.5
24 e 000710300 1685 £ 1243.3

D.O. - Densidad Optica




Cuadro 7.- Pesos Moleculares aproximados obtenidos mediante /mmunoblot de las
proteinas de los sobrenadantes y las proteinas periplasmaticas de las cepas de V. cholerae,

ETEC, E. coli HS y Salmonelfa gallinarum FVA-1.

V. cholerae

ETEC

E. coli HS

S. gallinarum

FVA-1

Anticuerpo

PSNC

PSNC

pp

PSNC

PP

PSNC

PP

aCT-A

&6

60
89
97

80

&0

66

€6

PSNC.- Proteinas del Sobrenadante del Cultivo

PP.- Proteinas Periplasmaticas
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Cuadro 8.- Actividad especifica de las proteinas
de los sobrenadantes de los cultivos y de las
proteinas periplasmaticas de S. gallinarum FVA-
1 y de los controles, a partir de cultivos de 24

horas.
il Cepas [ psnc | PP Jf
E. coli HS
0 0
ETEC
0 68.35
V. cholerae 4166 934
S. gallinarum R
FVA-1 21128 £ 688 1685 + 1243.3

PSNC.- Protainas dal Sobranadarite dal Cultive

PP.- Proteinas Periplasmaticas " : .



Figura 1.-Diagrama de flujo para la extraccion y purificacion de
la enterotoxina de Salmonella gallinarum FVA-1.

S. gallinarum FVA-1

crecimiento en CICC

Centrifugacién

a 12000 RPM a 4°C

Sobrenadante Lavado dos veces y tratado 2

- (PSNC) . con Polimixina B
L \ / *P)

Precipitacién con
Sulfato de Amonio

al 70 %

'

Dilisis

Ensayo con Células CHO Immunoblot
PSNC.- Proteinas el sobrenndante del culhvo i
. PP.- Proteines p-nplnmuh:uu s .



Figura 2.- Dfagrama de flujo para la elaboracién de Iimmunoblot.

Transferencia a papel Bloquear papel con leche -
de Nitrocelulosa descremada al 5 %
durante 30 min. a 37 °C en agitacién
Corriente a 100 volts. $
durante 1 hora Depositar el Anticuerpo Anti-CT-A
diluido 1:100 en leche descremada al 1%
IMMUNOBLOT i
Incubar 6 horas a 37 °C

en agitacion

Depositar conjugado Anti-lg de conejo marcado
con peroxidasa diluido 1:1000 en TBS

Incubar a 4°C en agitacién

durante 12 horas.

Revelar con alfa-naftol

y peroxido de hidrogeno

29



Figura 3.- Concentracion de proteinas de Salmonella gallinarum
FVA-1 en relacién a su cinética de crecimiento (D.0O).

D.O.(660 nm)
: Protel nas ’mg/ml

0.5

PSNC.- Proteinas del: Sobrenadante del Cultlvo :
PR- Proteinas Periplasmaticas' - . : : )
D.O..- " Densidad Optica foon oy e L : Urquiza . B.0Q./1995
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Figura 4.- Concentracion de Proteinas de Escherichia coli HS
en relacion a su cinética de crecimiento (D.O.).
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Figura 5.- Concentracion de proteinas de ETEC en relacion
a su cinética de crecimiento (D.O.).
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Figura 6.- Concentraciéi: de proteinas de Vibrio cholerae en
relacion a su cinética de crecimiento (D.O.).
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Figura 7.- Cinética de crecimiento y actividad especifica en
células CHO de las proteinas del sobrenadante del cultivo
de Salmonella gallinarum FVA-1.
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Figura 8.- Cinética de crecimiento y actividad especifica
en células CHO de las proteinas periplasmaticas de
Salmonella gallinarum FVA-1.
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Figura Num. 9.- Ensayo de /mmunodot con las PSNC" y con las PP" de
Salmonella gallinarum FVA-1 empleando anticuerpos anti CT, anti CT-A y anti
CT-B producidos en conejo.
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Figura 10.- Immunoblot utilizando anticuerpos de conejo antf CTA En el carril -
nGmero 1, se muestran las Proteinas Penplasmaucas de Salmonella gal/marum
FVA-1, en los carnles ﬂUmErOS 8 y 9 se muestra CTA comercral de Vibrio
cholerae. :



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

Figura 12.

Escherichia coli HS. 18, muestra el

de Vibric cholerae.

muestra el control negativo con las PP!

-

control positivo con las PSNC
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-
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Figura 13.- Efecto de las PSNC'® y PP® de S. gallinarum FVA-1 sobre células
CHO. 2A. muestra el efecto de las proteinas diluidas. 2B8. muestra de dichas
proteinas sin diluir.

1 PSNC.- Proteinas del Sobrenadante del Cultivo.
2 PP.. Proteinas Periplasmalicas.



£’ Huellas

Una noche un hombre soiié
que se paseaba por la playa
con nuestro sefor

En el cielo aparecieron escenas de su vida
con dos series de huellas en la arena,
una de él y otra del sefior. ..

- Al aparecer Ia tltima escena

delante de él, tornd su mirada

hacia atras y not6 que muchas veces

en el camino de su vida

solo habia una serie de huellas

en sus momentos mas tristes y deprimidos.

Esto le desconcertaba y preguntd; Serior,

Ta me dijiste que una vez que decidiera seguirte
caminarias siempre a mi lado ; pero he notado
que en los momentos mas dificiles de mi vida
soélo hay una serie de huellas.

No comprendo por que cuando mas

te necesitaba, Tu me dejas solo.

El sefior le contesto:

"Hijo mio, te amo y nunca te he abandonado
en tus momentos de prueba y sufrimiento,
cuando ti sélo ves una serie de huellas;

era entonces que yo te llevaba en mis brazos".
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