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RESUMEN. 

La tifoidea aviar (TA) es producida por Salmone//a enteritidis serotipo Gal/inarum. 

altamente contagiosa que af"ecta a aves de todas las edades. Esta enfermedad causa un 

impacto económico entre los avicultores del pais y su control es una prioridad sanitaria 

avfcola. La TA se caracteriza por producir una diarrea acuosa de color blanco-verdosa, 

similar a la producida por la toxina colérica (CT) de Vihrio cho/erae y la toxina termolábil 

(L T) Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). La toxina CT es codificada por los genes 

ctxAB localizados en el bacterióf"ago CTXG> integrado en el cromosoma y tiene un peso 

molecular de 84 kDa. La toxina L T tiene un peso de 86 kDa y es codificada por los genes 

ellAB localizados en un plásmido. El objetivo del presente trabajo fue identificar. clonar y 

caracterizar los genes que codifican para una enterotoxina LT-/1/ce de S. gal/inarum y 

estudiar la actividad biológica de su producto recombinante en cultivos celulares y en asas 

intestinales ligadas. Los genes fueron amplificados del genoma y de plésmidos de S. 

gal/inarum mediante una reacción en cadena de la polimcrasa. El fragmento amplificado 

para estos genes fue de 1,275 pb y por separado. el fragmento para el aen dlA-1~ fue de 

795 pb, mientras que para el gen dta-1~ fue de 372 pb. El alineamiento de la secuencia 

nucleotidica de los genes ellAll-1~ mostró una identidad del 98% con los genes ~ y 

un 79"A. con los genes dll:AB. El alineamiento de la secuencia de 11111ÍJKNicidos deducida de 

la secuencia nucleotidica de los genes dlAll-#lke. mostró una identidad del 93% para LT-A 

y 95% para LT-B de ETEC. Con respecto a la toxina CT de V. cholerae, la identidad fue 

de 75% para CT-A y 79"At para CT-B. El peso molecular de las subunidades LT-A llke y 

L T-B 11/u! de las toxinas recombinante y nativa de S. gallinarrun fue aproximadamente de 

28 kDa y 11 kDa. respectivamente. Las toxinas L T-1/lie recombinante y nativa de S. 
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gallinarum. poseen características fisicoqufmicas similares a la toxina CT. ya que fue 

tennolábil a 56°C por 15 min. se inactivó con proteinasa K. fue neutralizada con 

anticuerpos policlónales contra la toxina CT y hemoaglutinó eritrocitos de conejo. La 

toxina purificada L T-like recombinante y nativa de S. ga//inarum provocó elongación a las 

9 h en células CHO y Vero. Las toxinas LT-1//re recombinante y nativa inoculadas en las 

asas intestinales ligadas de conejo y pollo. provocaron hipersecreción y el promedio del 

índice de dilatación fue de 3 mi a las 18 h después de la inoculación. Las vellosidades de 

las asas intestinales de conejo y pollo inoculadas con wnbas toxinas de S. gallinarum, 

presentaron una intensa actividad secretora. similar a la presentada por la toxina CT de V. 

cho/erae y L T de ETEC. 

Este trabajo fue financiado parcialmente por los siguientes proyectos. 

l. Desarrollo de herramientas moleculares para el control de la sabnonelosis aviar. Fase 111. 

PAPllT. IN-223398. 

2. Desarrollo de herramientas moleculares para el contn>I de la salmonelosis aviar. 

CONACYT. No.27669-B. 

3. Estudio molecular de cnterotoxinas similares a LT para el control y la prevención de la 

salmonelosis aviar. CONACYT. No. 34747-B. 
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ABSTRACT 

Fowl typhoid is caused by Sa/nrone//a enterilldis setotype gal/lnarum. it is highly 

contagious and affects poultry of every age. This disease has economical impact among the 

poultry producers and its control is ofpoultry sanitary priority. The disease its characterized 

by the production of a watery white-greenish diarrhea. similar to the one produced by 

choleric toxin (CT) of" Vibrio cho/erae and the thennolabile toxin (L T) enterotoxigenic 

Escherichia coli (ETEC). The CT toxin has a molecular weight of 84 kDa. is encoded by 

the ctx.4B genes. which are located in the CTX+ bacteriophage integrated into the 

chromosome. The L T toxin has a molecular weight of 86 kDa and is encoded by the eltAB 

genes harbored into a plasmid. The objective ofthis investigation was to identify, clone and 

characterize the genes that encode f'or an enterotoxin LT-/1/te of Salmonella galilruuum and 

to study the biological activity of' its recombinant products in cell culture and intestinal 

ligated loops. The genes were amplified ftom the aenome and plasmids of S. gal/inarum 

plasmids by polimcrase cbain reaction. 'lbe amplified fragment sizc Cor tbese senes was 

1.275 bp and were amplified separately; the fragment for the eltAll gene had 795 bp, while 

the one for the e/IB-llü had 372 bp. The nucleotide sequence alipment oftbe e/IAll-I~ 

genes showed a percentage identity of 98% with the ellA.ll aenes that ~ify for the LT 

toxin ETEC and a 790.4 with the coc.4JJ genes that encode for the CT toxin of' V. cholerae. 

The aminoacid sequence alignment deduced ftom the nuclcotide sequence &om e/IAB-llú 

genes showed a 93% identity for LT-A and 95% f'or LT-B &om ETEC. As to the CT toxin 

ftom V. cholerae, the identity was of' 75% for CT-A and 79% for CT-B. Tbe molecular 

weigh of'the LT-A-1/ú and LT-B-IMe subunits from the recombinant toxins and naúve S. 

ga/linarum was approximately of28 kDa, and 11 kDa respectively. Tile rec:ombinant LT-
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lilte toxin and native S. gallinarum, showed physicochemical characteristics similar to the 

CT-toxin. since it was thennolabile at 56ºC for l 5min, was inactivated with proteinase K. 

was neutralized with polyclonal antibodies against CT toxin and hemagglutinated rabbit 

erythrocytes. The purified toxin and native S. gallinarum caused an elongation at 9h in 

CHO cells and Vero cells. The purified toxin inoculated in rabbit and chicken ileal ligated 

loops. produced an hypersecretion and a dilatation index of 3ml at l 8hs postinoculation 

average. The inoculated chickens and rabbits ileal loop villi with the recombinant LT-lllte 

and native S. ga/linarum. showed an intense secretory activity similar to the one showed by 

the CT toxin of V. cho/erae an LT ofETEC. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

l.l. Pa•orama de la l•d-trta avteolla •-lomal. 
En dif-tes 6reas de la producción pecuaria,, la avicultura es la mú din6mica y con 

mayor desanollo tecnolóaico. tan solo en los l'íltimos 5 anos ha crecido a un riuno anual 

de S.8% en producción de pollo y S.3% en huevo. La producción mundial de carne de 

pollo de 1994 a 2001. mostró un crecimiento de S.3% y las exportaciones en ese periodo 

conespondieron a 28. 7'Y .. donde el principal productor y exponador es los Estados 

Unidos. La producción mundial de huevo de 1994 a 2001 correspondió a 4.9"/e, en 

promedio anual. En el afio 2000 M6xico fUe el sexto pals productor de huevo y el cuarto 

productor mundial de pollo, de tal manera que es el tercer consumidor de huevo.' La 

industria avfcola nacional senera alrededor de 1 SO mil empleos directos y 750 mil 

empleos indirectos. ademú produce mAs de 4 millones de toneladas de alimento al ano. 

En el afto 2000. la participación de la avicuhura en el Producto Interno Bnato (PIB) 

alPOPCCuariO fue de 8.3% y de 33.4% dentro del PIB pecuario. La avicultura en Mt!xico 

es la principal industria tn111sformlldora de protefna animal y ademú procesa 11. I 

millones de toneladas de alimento balanceado y 7 millones de panos f"~eros 

anualmente. El valor de venta anual de la producción de huevo en el 2001 fUe de IS mil 

021 millones de pesos. Ja de pollo es de 21 mil 876 millones de pesos. El valor de la 

producción de pavo es de 384 millones de pesos. El inventario 1U11Cional pecuario es de 

l JS millones de sallinas ponedoras. 208 millones de pollos por ciclo y 801 mil pavos 

porciclo. 1 

En el 2002. el consumo per cá¡pita de huevo fiae de 20.9 ka y el esmn.do de piez8s por 

habitante file de 3S5 llpl'OXimadamente. Los niftoa - los principales -idores de 

huevo. al ser un alimento con alto valor nutricional. El cona.-per cáplta de pollo fiae 

de 20.06 q y se estima que pua el 2003 - de 20.09 ka por habhante y para el pavo 

file de 1.90 q. Esto oriaina que 6 de cada JO q de productos pecuarios que consumen 

Jos mexicanos ilOll carne de aves y huevo. 

De la producción de huevo. el 95% se produce en siete catados: Jalbco,, (43%). Puebla 

(22%). ~ (8"'). Nuevo León (7%). La zona de la eoman:a ..._.. (6"). Y_... 

(5%) y Guamüuak> (4%). 

La producción de carne de pollos. el 80% se c:oncentra en once es1lldos del f!ÚS: 

Quer6taro. Jalisco y Veracruz con un (11%) cada uno, Puebla (11%). la zona de la 
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Comarca Lagunera (10%). Nuevo León (7%). Esaado de Mc!xico (6%). Guanajuato 

(S%). Yucat6n (4%). Aguasc:alientes (7%) y Sinaloa (S%). Los esmdos de Sor-. y 

Chihuahua son las dos entidades con mayor producción de pavo en el pafs. con SO% y 

40%. respectivamente. 

Considerando este incremento en la producción de la indusaria avlcola nacional. el 

precio de la carne y huevo se han reducido (47%) en los íiltimos aftos.1 El intcn!s por 

incrementar el consumo de productos pecuarios libres de agentes microbianos 

potencialmente patógenos para el hombre. obliga a la lldopción de pdctlcas adecuadas 

de producción y procesamiento. 

1.2. l•porta•da de la IVolcl- avillr - ~deo. 

La tiCoidea aviar (TA) es una enfCrmedad b9ctcriana producida por Sal-1/a 

en1eritidú scrotipo Gal/'-. altamente conta¡posa. que ~ a aves de todas las 

edades y provoca mortalidad. Las aves intcc:bulas presentan varios sianos clfnic:os entre 

los que se encuentran: depresión. .-xi&. deshidratación. plumas eriudas. boqueo. 

diarrea de color blanco-verdosa. En aves adultas hay una disminución marcada en la 

producción de huevo e inf'ección del mismo y por lo tanto una blúa incubabilidad. La 

diarrea producida por esta becteria es de tipo acuosa muy similar a la que produce 

&cherichia coll enterotoxiamica (ETEC). 2 

La avicultura nacional se ha destacado como WIA actividad ~ica dinmnica y 

avanzada. pasando de ser def"iciUuia y dependiente en un 100% dunmte los aftas 

cincuentas. a cubrir las necesidades lnfemas del pafs durmate los ---. 

La -i-Josis aviar ha ocasionado arandes P*didas económicas en la indu9lria 

avlcola nacional,. ori¡pnadas por costos de INlalllieatos y vacunación. Par ~ en 

1984 en pollo de en.,orcla se prwaae.ron pc5fdidu por S 3.573 mmci.- de ~ en 

1917. el imsw:to ec:ooodmic:o anual por la tiCoidea aviar o paradColdea en plliaas 

reproductoras pes.-. me calculó en s ao.ooo millones de...._~ 

Actualmente. la situación de esa Cldei1nedad en Máico es de 13 Elltl'doll libres. JO en 

emidicación y 9 en control incluyendo el Dimito Foderal.4 Sin em-.,. - los ......_ 

.nos los bn:ites de tif'oidea aviar '- dimnlnuido. de Cal - que en allril de 1998 la 

SecNwia de Apicultura. GlllWlelfa y Desmrollo R-a nport6 ..Slo 24 alslamientoa de 

meterías del paao Sal-lla en varios ...._ del pafs clenlro de los cuales 

posiblemente se encuentre involUCl'llda S. llOll'-- O'ls- 1). 
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Es interesante mcrK::ionar que en los l'.íltimos S allos el Sistema N-=ional de Viailanc:ia 

Epizooliológica sólo reportó 4 f'oc:os de S. galllnanan procedentes de los esllldos de 

Puebla, Hidalgo, Estlldo de M6xico y Vemc:ruz. como se obsava en la fipra 1.5 Por 

ocro llldo, en el caso de S. pul/°""" el pals ha sido declamdo libre de esea enf'ennedad, 

ya que en los 1'.íkimos 10 .nos no se ha reporUldo ninsl'.ín CllS0.6.
7 

Por lo que c::on'CSponde a infecciones por mctcrias del pnero Salmonella en el humano. 

la fUente puede ser muy diversa y en este sentido la Secretaria de Salud reportó 67,64S 

casos de salmonelosis en el .no 2002. • Dentro de los C11SOS publicados por la Secretaria 

de Salud los scrotipos mú comunes son S. enleritidis, S. typhimurlum. S. dublln." Es 

interesante mencionar que S. gal/lnanun causa una inf'ccción leve en el h1111111110 y que el 

estudio de este scrotipo es importante ya que puede ser de utilidad como un modelo de 

estudio para otras salmoncllas. sobre todo si se considera que los &aJotipos 2. 4, a. y 13 

de S. enterilldú, ademú de inf"ectar al humano, tambiál se han rcponado c:on &ec:uencia 

en aves de postura. 10 Por tal motivo y considerando que el imPllC(o económico que la 

TA tiene entre los avicultores del pafs. su control siaue siendo una prioridad sanitaria 

avfcola, llevada a cabo por la Campafta Nacional conlnl la S.lmonelosis Aviar a lnlvá 

de la NOM-004-Z00-1993. 11 
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1~2002 

Fiplra. J. Distribución actual de la salmonelosis aviar en la República Mexicana. Con flechas rojas se 

muestran los Estados donde se han presentado los últimos aislamientos de Sal.a-1/a gal/;_,.,,,.• 
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1.3. C•ractertat'- del paero S~/& 

El gcmcro Salmonel/a es un miembro de la familia En1erobacteriaceae, en los últimos 

aftos este pnero se ha dividido en dos especies: S. enlerlca y S. bo"lfOrl, con una 

subdivisión de S. enlerlca en seis subespcc:ies: enterica, salDMae, _.Izo-. diarlzo-. 

Indica y hor11enae. Sin embargo, según la clasificación de Kmdfinann-Wltite el agente 

causal de la TA se considera como S. en1erilidu scrotipo ga/linarum. Esta bacteria ha 

recibido varios nombres: Bacil/ru ga/linanun, B. .sang11inanmr, B. typhl ga/li-.un 

alaca/ifacien.s, B. parady.sen1eriae gallinarum, Eberthella .sanguinaria, Shigella 

ga/linarwn, S. galli-.un. 12 

Este micnx>f'881lismo es un bastón corto de 1 a 2 "m de larao por l .S "m de diúnetro, 

es Ciram negativo y su fónnula antigc!nica es: 0:1. 9, 12, no fonnm espora. no presenta 

cápsula y se considera no móvil. 13 Sin embargo, n:c::ientcmentc se ha demostrado que S. 

pu//orum porta los genes que codifü:an para el flagelo <Fls· 2) y que dependiendo de las 

condiciones en que se cultive, la bacteria puede expresarlo y por lo tanto dcsplaz.arse. 1' 

La bacteria crece con rapidez en caldo nutritivo, tripticasa soya. caldo Luria-Benani 

(LB), asf como otn>S medios enriquecidos como caldo selenita. t.etrationao y tambill5n 

en medios dif'CRncialcs como apr MmcConkey, sulfato de bismuto. verde brillante, y 

Sa/monella-.shigel/a. Este mic~ismo es aeróbico, anaeróbico f"acultativo y CftlCe 

mejor a 37"C, sus propied8dcs bioqufmicas se caracterizml por mcuboliur y acidificar 

la arablnosa. dextrosa. plactosa. manitol. lllUIOSll,, ranutCMa. xitos.,. fiucto-. maltosa. 

dulcitol e isodulcitol sin producción de gas. S. go/11_,,, crece en aeletinm. cisteina 

hidroelonito y esto sirve para dif'crcnc:iarla de S. pll//onun. 15 

Este microorpnismo es sensible a una pan variedad de -aentcs qufmicas y flsicos. por 

ejemplo. muere a 60"C por 10 min, puede pcmumecer viable en el aaua por 20 dlas. 

pero muere en aproxin-samcntc 24 h expuesto • la luz del sol. El timol diluido 1: 100, 

bicloruro de mercurio diluido 1 :20,000, msf como pcnnanpna&o de potasio al 1 % 

inactivan al micl"CXM'pftismo en 3 mfn. mien1nls que la fi>nnalha al 2% lo inllc::dva en un 

minuto. Se ha demostnldo que S. lf0/11--. puede pammlCIQC:r vi8ble l.- 30 

semanas en la ClllD8 de aves enfCnnas y apn>XÍmlldllll1 11 dfas en las heces de los 

pollos.'6 
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A B 
ns-.... Z. Microscopia electrónica de Salm<>-1/a elllerltldls (A) y S. ¡núlonmt (B) aisladas de aves, 

donde !le muestra la presencia de llaaelos. 14 

1.4. Factores de vlnlleacla ea baeterlas del paero a.-11e11& 

Las bacterias requieren de factores de virulencia para colonizar y ~vivir a las 

defensas del huésped y multiplicarse dentro de este. Convencionalmente se ha descrito 

que la adherencia del género Salmone/la se lleva a cabo en la mucosa del intestino 

delgado. asf como en las células M. La penetración al cuerpo puede ser a través de las 

células M de tal manera que el 2S% de las bacterias se localizan en las placas de Peyer. 

lo anterior fue demostrado en cuycs y monos. dónde la inf"ección ocurre en el colón. Por 

otro lado, Salmone/la puede pasar hacia la lamina propia a través de los enterocitos. 

provocando una respuesta inflamatoria. Las bacterias son fqocitadas por los 

macrófasos y neutrófilos. donde se multiplican y son transportadas a través del sistema 

linfAtico al torrente sangufnco. 12.1 7 

Para conocer el mecanismo mediante el cual las enterotoxinas de bacterias del género 

Salmonella pnxluccn la diarrea. se hicieron m&lbll:ioncs en los senes stn de S. 

typhimurium. Las mutaciones mostraron una marcada disminución de fluido scc:retlldo 

en asa liaJ&das de ratón. cuando se comparó con cepas silvestre. 1• Por otro lado. en 
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conejos inf"ectados experimentalmente con Salmonella. se encontró una ac:tividad del 

sistema de la adenil ciclasa en la mucosa intestinal. lo cual sugiere que la secreción de 

fluido en cc!lulas intactas del epitelio es causada por entcrotoxinas. Tambit!n se ha 

demostrado que en inf"ecciones intestinales. S. typhimuri1Dn y E. coli enteropal6gena 

(EPEC) generan la producción de citocinas y otras seftales que atnlen a los 

polimoñonuclcares. los cuales liberan prostaglandinas que estimulan la ac:tividad de la 

adenil ciclasa en las ct!lulas intestinales dando corno consecuencia un incremento del 

cAMP que inhibe la absorción de sodio y la elimin.ción de cloro por las cc!lulas. estos 

cambios asociados a la pt!rdida de agua originan la diarrea. 19.20 

La penetración de S. typhimurium a la cc!lula huc!sped est.A mediada por senes que 

codifican para un sistema de secreción tipo 111 que puede inyectar procefnas dentro de la 

cc!lula. (Fis. 38). Por otro lado. el pl6smido de virulencia de Sa/-1/a (.wpv), codifºK:a 

para una protelna de membrana que ayuda a la prolif"eración de la bacteria en el sistema 

mononuclear f"agocltico del hut!sped.21 .22 

Las bacterias del gt!nero Salmone/la. producen varias lldhesinas entre las que se 

incluyen; fimbrias tipo 1 codificadas por los genes jim, fimbrias codificadas por los 

genes pef localizadas en el plAsmido pSL T de 90 kb. la fimbria polar larp codificada 

por los genes /pfy la fimbria delgada agreptiva codiracada por los senes agf". 

La fimbria codificada en el plAsmido pSL T. media la unión de la t.c:tcria a las 

microvellosidades de los enterocitos. La runbria polar larp media la a¡p'C811Ción a las 

placas de Peyer. Similares pili se han encontnldo en E. coli entcroaarepdva (EAgEC), 

dónde el pili apeptivo pueden qreprsc a las vellosid8des del entcrocito. El gen n:k 

codir_. un protefna de superfic:ie que confiere resistenc:ia a S. ~ c:ontra la 

aa:ión del complemento. esta protcfna actúa c:omo adhesU. y puede estar involucrada 

en la invasión en cultivos c:elulares.20 

Un pan niímero de patógenos entáicos invaden o61ulas de mamlteros. en los cuales el 

IUTCglo de la ac:tina forma pscud6podos ..... enalobtlr a las bec:tcrias. En saJmonela este 

proceso se observa relativamente dit'immtc al de otros pal6senos entl6rieos. La unión de 

bectcrias del gc!nero Saltr10,./la a o61ulas en cultivo. causa cambios en la superficie 

celular. apuentando una aoca de liquido salpk:Ma en - supedlc:ie 1161ida (rtf/11/lw). 
c::on lo cual se inicia la internación de la beetcria ~ 3A). El "'flllilW y la lnlemmc:ióa 

de la blic:tcria son ~ de reancaJos de ac:tina. ._ t.ctaiu • ..._..... en 

vesfculas al penetrar la membrana celular y los filamentos de ac:tina resreun a su 

estado nonnal.23 
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Las islas de patogenicidad (SPI) est.6n relacionadas con invasión. sobrevivcm:ia 

intracelular, apoptosis en macróf"agos. toxigenicidad, cte. En S. typhimwrl111n se han 

identificado las islas SPJ-1, SPl-2, SPJ-3, SPl-4 y SPJ-5. 

La SPl-1 es un segmento de 40 kb locali7.ado en el centisoma 63 del cromosoma y est6 

flanqUCllda por los gcncs.fh/A y mutS. Esta compuesta por 45% de G+C. es conservada 

en bacterias del g6ncro Sal_,nel/a, juega un papel importante en la invasión de c:61ulas 

epiteliales y apoptosis en macróf"agos. Esta SPl-1 contiene por lo menos 31 genes. los 

cuales codifican para el sistema de secreción tipo 111. este conespondc a protefnas 

ef"cctoras. chaperonas y f"actorcs de regulación. En salmonclla los genes spa. slp, prg son 

altamente conservados. El pupo de genes ''"' son responsables del ru.tfl/ng sobre la 

membrana de la dlula huáped. todos estos aencs (/nv. spa. prg y org) codif""ICllll 

proecfnas para el sistema de secreción tipo 111. 24 

En esta isla tamb~n se encuentra el gen sptP que codifica para una enzima tirosin 

fosf"atasa, la cual mimetiza la transducción de seftales en o61ulas euc:arióticas. Esta 

enzima puede jugar un papel importante, alterando la respuesta de las dlulas de la 

mucosa y esta alteración produce diarrea.25 Otras protefnas que tambi6n son inyectadas 

son SipA y SopE. La protefna SopE activa a las protefnas G de las dlulas huc!sped. 

Cdc42 y Rae, que controlan la polimerización de la actina. Cuando SopE activa a las 

protcfnas G, estas inician el proceso de rtfflling. SipA se une a la actina directamente e 

inhibe la despolimeri7.ación. originando un incremento de la polirncriación de esta. En 

SPl-1 tambi6n se encuenttan los genes hl/A, llWF, los cuales estúJ involucrados en la 

repleción de otros genes de virulencia en S. lyplr/lrrllrllUft.25~ 

La SPl-2 cm localizada a 30. 7 min en el cromosoma de S. typhúrrllrl-. flanq.-da por 

los genes pylcF y wdY y tiene un tamafto de aproximadamente 40 kb. Esla isla c:oaticne 

cuando menos 32 genes que codifica protefnas que - in)'ee:tadaa dcmro de o61ulas 

~leas. Estas protelnas son secretlldu a travá de un se8UftClo aislema de llCICNCión 

tipo 111 y juega un p11pel impcxtame en la vinllencia de Salmonclla. evimndo la füsi6n 

del filaosotna y el lisosoma. para que no 11e funne el filaolisosoma que pueda diprir al 

mimoorpnismo. 30~.26.27.28 

La SPJ-3 es un sqpnento de 17 kb local~ corriente ~ del aen -1c a SI min del 

cromosoma de S. typhbwer/- y esaa involucnida en la 90brevivencia clcnln> del 

macróf"ago. El pn -1c es el sitio de U.-ión de dos islas de petlo8eniciclad y un 

retrof"qo en E. col/. Est6 isla tiene 10 marcos abiertos de lectura orpniDldos en Mis 

unidades transcripcionalcs. incluyendo el open5ll ,,,.,CB que codifica una protefna 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1 



(MgtB) con alta afinidad para el transporte de Mg2•. Esta isla de patogenieidad puede 

ser imponantc plll'll que la ti.ctcria sobreviva dentro del faaosoma de ~lulas infectadas. 

Una c:ancterfstica del fqosoma es su deficiencia en MJS2+ y c!ste es esencial para 

muchas bectcrias. de tal m-.a que áta puede ser una vía por la cual se reduce la 

.ctividad del f"qosoma evitando la fusión del f"agolisosoma.. 20.24.27.28 

La islas SPl-4 es un segmento de 25 kb localizado a 92 min c:onicntc ab!Vo de un aen 
similar al que codifica para el tRNA en el cromosoma de S. typhimlll"i,_,. Tiene 18 

marcos abiertos de lectura (ORF) y puede constituir un opcrón. Esta isla, tambiál es16 

involucnda en la sobrcvivencia dentro del macrófilgo. Se ha cnconlndo que c:odif"1e:a 11 

proteínas a trav~ de los ORF-F y ORF-P. Los productos de los ORF-C:. ORF-D y ORF­

R. son similares a las proteínas involucradas en la secreción de toxinas.. 27 

La isla SPl-5 es un se¡pncnto de 7 kb (isleta) localizada corriente alNüo del aen .-rT a 

20 min en el cromOS01Da de S. Jubin y csd involucrada en la entcn>patopnieidad. Esta 

isla codifica seis proteínas. que incluye a SopB el cual es un inositol füsf"ato f"os&aasa 

que se secreta por lnv-Spa del sistema de sec:rcc::ión tipo 111. y Pic:C que es una pequefta 

protcfna kida que funciona como chaperona de Sope. En la SPl-5 tambiá se codifica 

una proteína putativa de membrana., similar a una dipeptldasa de Lactobaclllia. Los 

acncs .sopB/.slgD y pipC/.sigE son similares a los genes lpgD y ipgE que se localizan en 

el plúmido de vilulcncia de Shiplla. Esla isla de patOpllic:idad se ha reportlldo en los 

serotipos 7}'phh.11r1-. Enteritldl.s. Cholerue.sui.s. Galli-- y Pu/w,_. Los pncs 

.slgDE de la protcína SirA. pero de la proeelna HilA. La protefna Sir A la tl'llll9Cripci6n de 

varios senes en .. SPl-1 vfa HilA. 21>,%7 

Todas las islas de pmopnieklad aunado a la identif"-=-ión de los .... I~ 

~-1 y Gllt)r-2. que pueden c:onlribuir a la vinaleaci.. ~ que ayudm a la baelaia a 

sobrevivir durante la filae aislll!mica de la infilcción. Pocos ..,._ __....._ en C9t09 

filaos Gi&y han sido c:anctcri2.8dos por ejemplo. se aabe que en S. ,,,,,..,..,_ Gl&y-

2. la DLso se h1c:n:meu1a sipific:ativamente. Este &ao polta el sen .llOd que codifica para 

una •...-oxido dismumsa. a.zima que convierte el aupcróxido t6xieo en pel6x.ido 

- tóxico. lo cual ayuda a la becteria p11111 que aobleviva al .-que oxidatho de b macró...,._ El fitao Gl&y-2 mnbWn porta al pn ,,_.A (G..,_./O#dy.,.__) 7 - ha 

obllc:nlldo que cepas de S. ,,,,,,,,.,.,.,_que CIU'eOCll de cale pn. al w compleawl ...... 

- mú virulentas. El sen ap11B codifica una toxina ADP-ribomlada que modifica 

din:ccamente a la llCtina e inlenumpe cocalmcllte al eilonquelcto. Los ..-a .,,, -
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regulados por spvR. el cual es ~guiado por la prolefna RpoS que controla la expresión 

de muchos genes en la f'ase estacionaria. 20 

B 

Fl .. ra. 3. En el esquema A se muestra el "4/11/g pera la penetración de Sallffonella en la célula hu~. 

En el esquema B se mucstr-4111 los sistemas de secnx:ión.29 

En S. gallil'kU'Um pocos f'actores de virulencia han sido descritos. se ha reportado un 

plésmido de 85 kb, el cual juega un papel importante en la virulencia de la TA.30 Por 

otro lado, se han hecho mutaciones funcionales en el sistema de secreción tipo 111 

codificado en las SPl-1 y SPl-2 • donde se ha observado que SPI-2 es requerida para que 

S. ga/linarum sobreviva dentro del macróf"ago y se multiplique dentro del sistema 

mononuclear f'agocltico. 31 

Por otro lado, se reportó la presencia de toxinas en el sobrenadante del cultivo las cuales 

causan dallo en conejo.2 También han observado que una prote(na de 66 kDa del 

sobrenadante del cultivo y prote(nas periplasmAticas de S. ga/linarum producen 

elongación en células CHO. La actividad biológica de estas prote(nas es de 1.1 y 1.6 

unidades internacionales. respectivamente.32 

Las toxinas producidas por el género Sa/monella juegan un papel importante en la 

virulencia de estas bacterias. En este sentido en S. ga//inanun previamente se reportó un 
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fragmento de 479 pb. el cual presentó una similitud del 9.S% con el sen e/IA de ETEC y 

del 83% con el gen ctx..4 de Y. cho/erae.33 

Otros f"actores de virulencia que tambi6n se han reportado en el g6nero Sa/mone//a son. 
toxinas similares a la enterotoxina tennoestable (S"J) reportada en ETEC y a la toxina 

Shiga-//.te (SL "J). La toxina ST se divide en dos grupos: STa y STb. STa se caracteri7.a 

por inducir la acumulación de fluido en el intestino de ratones cuando se administra por 

vfa oral, es resistente a la degradación por pH bajo. proteasas que se encuentnm en el 

intestino y puede ser neutralizada por anticuerpos especificas. ST es producida por 

cepas de ETEC aisladas de humano. bovino y porcino. El mecanismo de acción de la 

toxina STa, es la elevación del guanosina 3' • .s• monof"osf"ato clclico (GMPc) en c61ulas 

del epitelio intestinal. Esta toxina es insoluble en metano! y activa en intestino de ratón. 

ratas. vacas. y conejos. Los senes que codifican estas toxinas STa y STb se encuentra 

tambi~n en un pl6smido. 2<>.34 

La verotoxina SL T es termolAbil y se considera denb'O de la f"amilia Shiga, se encuentra 

presente en cepas de E. co/i aisladas de enf"ennedad del edema en cerdos. La toxina es 

letal para c61ulas Vero por lo cual se le denomina verotoxina (VI). Es muy similar en 

estructura y fünción a la toxina Shiga producida por Shlgella dy&enterloe, tiene un peso 

molecular de 70 kDa y es .. compuesta por una subunidad A (polipc!ptido) de 32 kDa. la 

cual estA unida no covalentemente a la subunidad B, la cual es pentam6rica y cada 

monómero tiene un peso de 7. 7 kDa. La toxina SL T produce enf"ermcdad del edema en 

humanos. diarrea en bovinos y cerdos. asf como colitis llemorñaica en vacas. En 

humanos la toxina SL T tambi6n produce el slndrome Ulánico hemolftico. CIOll dallo en 
el endotelio vascular del órpno blanco, produciendo un edema man:ado, llemorrqias y 

trombosis. 20,34 

1. 5. E•terato:d._ CI" y LT. 

La toxina colmca (CT) de Ylbrio chale,,_ y la adenJtoxiJm tennol6bil (L T) de 

Eschericltla coli entcrok>xipnica (ETEC), son mol«:ulas que estimulan la prochKckm 

del AMPc en las cc!lulas intestinales. produciendo como C101•rc·-'- el sfndrw 

dianeico. Escas enterotoxinas esdn eompuesaas s-" - aubunidmd A y w llUll.midad 

Bs pentammca, que se puecen fUncional. eSlnlc:bUal e lmnllftOl6slcanoe..... En S. 

gal/i_,., se reportó un fi'lltpnente de 329 pb el cual p¡ewllla w identidlld del 9.S% 
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con el gen elt ..4 de ETEC y 83% c:on el gen clJcA de V. cholerae y la secuencia de 

aminoácidos deducida de este fragmento nucleotklico fUe similar en un 88% con LT-A 

y en un 91% a CT-A.33 En las toxinas CT y LT, el polip6ptido A posee la función 

enzimAtica especffica que actúa intnu:elulannente y el polip6ptido B sirve de unión a la 

holotoxina para el rec:eptor que se encuentra en la membrana de las células 

eucarióticas. 35.36 La holotoxina CT tiene un peso molecular de 84 kDa y la subunidad A 

madura tiene un peso molecular de 27.215 kDa. Esta subunidad puede ser 

proteolfticamente dividida para genrar dos cadenas polipeptfdicas (A1 y A:z). El p6ptido 

A1 está constituido por 19S amilK>licidos y un peso de 21.8 kDa, el p6ptido A 2 tiene un 

tamano de 4S amino6cidos y pesa S.4 kDa.. Despu6s de partirse proteoUticamente, 

ambos pqJtidos siguen unidos por un puente disulfiuo antes de internarse en la célula 

huésped. La subunidad 8 5 es una protclna pentam~rica compuesta por 103 amino6cidos 

y tiene un peso molecular de 1 1.6 kDa. Esta subunidad es la que se une al receptor 

(Fla. 4).36 

-..-
--~~~--~~~----~~ ...... r "' 

28,000 Da B 

21.CXX»O. 
11,eaoo. 

Flpra. 4. Modelo de las toxinas CT de V. c/tolerae y L T de E. col/, donde se mu........, los dos dominios 

la subomidad A y los 5 monómOft>s de la sublmidad B (JVN). 
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La f"amilia de toxinas LT se dividen en dos pupos principales. LT-1 y LT-11. los cuales 

cruzan inmunolóaicamcnte; sin cmber&o. L T-1 es ncutrali7.ada con anticucq>05 contra 

CT. Las entcrotoxinas L Ts son proccfnas hctcrohcxamc!ric:as c:on un polipl!tido A que 

varia entre 240 y 243 amillOllCidos y un polip!ptido B de cnue 99 y 103 amino6cidos 

(FI .. 5). Esta subunidad se une filcncmcnte al aangliósido GM1 a travll!s de enlaces no 

covalentcs y tarnbiát de manera d6bll al GD1b, asf como algunas glic:opl'Otcfnas del 

intestino. La toxina L T-1 es expresada por ccpes patógenas de E. co/i aisladas de 

humanos y animales. mientras que LT-11 se enc:ucntra principalmente en CCJl95 de E. 

coli aisladas de animales. La toxina LT-1 tiene dos variantes. LTh-1 y LTp-1. debido a 

que se aislaron de humano y cerdo. respec:tivamcnte.34.37
.3& La holotoxina LT-1 tiene un 

peso molcc:ular de aproximadamente 86 kDa y su estruc:tura por cristalo¡pafla file 

dcsc:rita por Sixma y col. (F1s- 5).39 Esta toxina csb\ compuesta por una subunidad A de 

28 kDa la cual c:onticnc el sitio activo. se divide protcolfticarnente en el polip!ptido A 1 

que pesa 21 kDa y el p6ptido A 2 de 7 kDa. El p6ptido A2 se une a la subunidad Bs 

pcntam~rica que tiene un peso promedio de 11.S kDa cada monómero.34
.3

7 

La princ:ipal canctcrfstica de la subunidad B de ambas toxinas (CT y L 'I), incluye una 

pcquefta estructura N-tenninal oc-hélice y dos hebras triples antiparalelas de hojas p 
llamadas hojas 1 y 11. Un puente disulfiuo cntte los amino6cidos 9 y 86 conecta la hc!licc 

N-tenninal con la hebra ps localizada en el e-terminal a la mitad del monómero. La 

subunidad B fünna un pcntmncro que inlel'acc:iona entra la lmnina ~ de un monómero y 

la lmnina 11 de un monómero adyacente. C-. mo111ómero c:ontiene una pan Wlice ac 

central (aminolk:idos S9 y 78) y en f'onna penta¡n«ic::a las hc!lices f'- un blllril. 
f"ormando en el centro del pcntmnero un poro con di*netn> de 11 a 15 A (1.1a1.5 nm). 

En el e-terminal del poro f'onnado por el pcndmero. ae une al p6ptido A2 a travá de 

mllltiples intcmcc:iones. El p6ptido A2 es una anm Wlice ac N-tmminal que ae extiende 

fUena del pcntmnao B e intcmccila con la subunidad A1. Esca moWc:ula f'onna una 

estructura similar a un triúplo con una bue de 57 A (S.7 nm). esta estnK:tura es 

homólop a la rqpón c:allllftica de la cxotoxina A de P~ oerfllll-a y la 

toxina di8*ica (Jlls. 5).36 
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l. 6. Plesa•ie•to. E•--bl•Je y Secreci68 de e•teroto:d•-. 
Existe una gran variedad de trabajos en los cuales se explica el sistema mediante el cual 

algunas toxinas son transpon.das a la superficie de la membrana externa. El 

plegamiento. el ensamblaje y la vfa de secreción de CT y L T se han analizmdo en anm 

detalle. de tal manera que CT sirve como un prorotipo para otras prutefnas secmadas a 

travá del sistema aeneral de secreción o sistema tipo 11. Recientemente. se ha 

demostrado que L T se libera en la superficie de la membrana externa e interactúa con el 

lipopolisac4rido (LPS). formando vesfculas que llevan la toxina L T al receptor GM1. 

que se encuentra en la c6lula huáped. Despu6s de sintetizarse. las subunidades A y B.s 

de la holotoxina. son ensambladas y transportadas a travá de la membrana celular. para 

ser secretadas en el periplasma despuá de anclarse los residuos 18 y 21 del pi!ptido 

seftal, respcc:tivamente.36
•
40 La secreción de CT se realiza en tres PllSOS a travá del 

sistema de secreción tipo 11, estos son: 1) translocación a travá de la membrana interna. 

2) plepmiento en el periplasma 3) la secreción a travá de la membrana externa. Las 

subunidades individuales de la toxina son primero producidas como protefnas 

precursoras con un tfpico p6ptido seftal N-terminal. Despuá de la translocac:ión a travá 

de la membrana citoplasmlltica vfa sec, los péptidos seftal son removidos y las 

subunidades son liberadas dentro del periplasma. donde se ensamblan no 

covalentemente dentro de una holotoxina formada por el complejo AB.s. que es ayudado 

por la isomerasa disulfilro DsbA (TcpG).36
•
41

•
43 Únicamente cuando se ensambla el 

complejo de la toxina. atraviesa la membrana externa en un sqpllldo paso que requiere 

de VcpD y productos de 12 genes lldicionales que putici1MR colectivmnente en la 

secreción de prolefnas ~lulares."' El penlllmero B.s lle- la inf'-ión para la 

translOC8Ción en la membrana externa y la subunidad A es -dlldia por esmr asoc:illda 

con el complejo e_,.36.43 

Este sistema acneral de secrec:ión esl6 constituido por protelnas con.n>lldu. que -

c:odific:adms por un pupo de 13 a 15 senes en un operón que penniten la MCteCión a 

travá de membrana extcma.. 40 Se ha observ..SO que LT me -reta de la mi_,. manera 
que cr. cuando los genes e/UB se clonmi en un plúmido e introducen en V. choleroe. 

Sin embllrao, se ube poco sobre el mecanismo por el -1 me lleCleta LT • .,._sólo se ba 

reconocido w pmtelna .,.... el sistema de MCrec::km dpo JI en ETEC HJ0407 

(semtipo:078:Hll). Los amino 6cidos de dicha vfa mecn=tora. tienen 1-nolosfa - la 

pmtefna tipo 11 de la vfa secretona requerida por V. chokroe.,.... la -i6n de CT.45 
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Por otro lado, se han hecho estudios en V. cholerae, con la subunidad B de las toxinas 

LT-lla y LT-llb para demostrar la vfa sec:retora del polipi!ptido B de ambas toxinas al 

medio cxtracelular. Esto sugie~. que la vfa de se<:rcción de las toxinas LT-lla y LT-llb 

pueden ser de tipo JI, como suc:ede con el uansporte extnu:elular la toxina CT.46 

Flpno. 5. cri-1oanuna de la holotoxina L T de ETEC. La subunidild A 1 • se CllCUGllnl 
en la parte supericr y se conecta al pcntúnero B a travá de la eslructura helicoidal del 
péptido A,. 39 
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1.7. M-•·-de aec1611 de ... told.-cr y LT. 

El de KCión de CT y L T es simil.,.. ya que ambas toxinas estimulan búic:amente a la 

adcnil ciclau en las cc§lulas epiteliales del intestino. dando como resulmdo una 

patoloaf• que se caracteriza por hipenecrec:ión de electrolitos y 118'111 por las cc§lulas 

epiteliales. En el intestino. la subunicbid B se une especff"1Ca111Cftte al oliaoucúido del 

ganaJiósido GM1 de la membrana del entcrocito. La toxina L T tambk!n reconoce los 

glicoprotefnas que se encuentran en los bordes de las vellosidades del in1estino ~ 6). 

Estas toxinas se caracteriz.an por tener las sipientes actividades bioló&K:.s: pn>ducc::ión 

de dianea. ecumulación de fluidos en asas li¡pdas de ratón o conejo, penneabilided 

vascul.,. en la piel de conejo, elonpción de las cc§lulas de ovario de h6mster c::hino 

(CHO) y Vero (Afiic:an green monky kidney). aclem6s, estas enterotox.inas inhiben la 

prolif"ereción en c61ulas adrenales. qlutinan a los aJóbulos rojos de conejo y pueden 

ac:tuar c::omo adyuvantes de oeras molkulas que son poc:o .mipnic::a . .M.36 Los c::ambios 

rnoñolóaicos en c61ulas CHO pn>duc::idas por estas toxinas tambWn se han ob9erv8do 

c::on Usados y sobrenadante de c::ultivo de S. galli_._.32 

Las dos toxinas son enzimas que interfleren c:on la transduc::c::ión nonnal de seftales en la 

ulula animal. de tal manera que c::atalizan la 1nlll5f'"erenc:ia del mlcnosina dif"os&to 

(ADP-ribosa) desde el nic::otinamida adenina dinucleótido (NAO+> a la subunidad ac de 

las proteínas G, localizadas en la c::ara c::itosólic::a de la membrana plasm6tic;:a. 

bloq~ su actividad GTP- y de esa f'onna mantiene la Ge pcnnancntcmelll ac::tiva. 

Esto provoc::a una c::ontinua ectiveción de la adenil cic::lasa de las c61ulas epiteliales del 

intestino y un adenosinmonofüs&to clclic::o (AMPc) Cl'6n.__te elevado. que 

desenc::adena una soc:rec:ión c:ontinua de cr. radic:ales de bk:arbonato (HC03") y qua 

dentro de la luz intestinal. Las holotoxU.S cr y L T son introducidas denbo de las 

cc§lulas epiteliales de la muc:oaa del intestino delpdo. por la vfa de la endoc::lsosis donde 

A1 se transloc::a a travá de la mema.- vecuolar y ,_..a travá del ........, ele Golsi 
por un tnlnspOne de aww. Este poli~ cmlallza la ADP-ribosllecl6n de la 

lll'Sinina 201 de la subunidad ac ele la protefna O. que ea - moWc::ula het Ubiwálca y 

est6 c::o111puesta de las subunicladcs ac: de 39 a 46 ko.. p de 37 kDa y y ele 8 kDL :M.47 El 

ADP que ea dependiente del NAD y la pnlllefna O. ADP-ribo91 ..... ecd- a la llcleaU 

cic::lasa la cual paovoc:a niveles ..,.,._.._ ele AMPc::. El AMPe ea 1m ~ 

inli'ileelular que rcaula el u-porte en las _...._ ele varias Ol&lulas epiteliales del 

intestino y ouas enzimas de la c6lula huá¡Jed, por lo c::ual tiene un etecto 90bae el 
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citoesqueleto. El resultado es un incremento de aniones. predominantemente cr por un 

efecto directo y HC03 indirectamente por tas criptas celulares y un decremento en la 

absorción de Na+ y cr por las cl!lulas. El AMPc tiene un efecto importante sobre el 

transporte basal y los niveles de calcio intncclular. por lo que una altcn1eión puede 

incrementar los efectos en el fluido y transporte de iones. 34
•
47 Desde Oln> punto de vista, 

la principal actividad de CT-A y LT-A dentro de la cl!lula. requiere de varios filctores 

dentro de los cuales se incluyen, agentes reductores, NAD, GTP y protefnas del citosol. 

Los agentes reductores son requeridos para separar el fragmento A 1 de la holotoxina. El 

polipl!ptido A1 cataliza al NAD por medio de una hidrólisis para dar una ADP-ribosa y 

transfiere ADP-ribosa del NAD a compuestos de guanidina. asf como arginina y a 

varias protcfnas. Varias de esas protcfnas solubles y la membrana son requeridas para la 

ADP ribosilación y activación de la adcnil ciclasa por CT y L T. Tambil!n la ADP 

ribosilación requiere GTP para su activación .... Al elevarse los niveles del AMPc dentro 

de la cl!lula. hay un incremento en la secreción de iones de cr. Na+ y agua. dando un 

efecto osmótico, con p46rdida de electrolitos y por lo tanto se produce una diarrea 

profusa ( Fia- 6). 36
"
47 

Receptor 
pngliósido 

TOXINAS CT V LT 

1 Diarrea 

• 
Pérdida de nutrientes 

t 

Membrana celular 

l 

Flpra. 6. Esquema del mecanismo de acción de la toxina colc!ric:a (CT) y la toxina ICl'm016bil (L T ) de 

ETEC. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

17 



J.8. Ge•~tlea de ... tosl• .. C'T y L T. 

Los genes ctxAB y e/IAB. c:odif"K:an para las subunidadcs A y 85 de las toxinas CT y L T. 

respectivamente. En V. cholerae los senes ctxAB cst4n lllTCglados en un operón. de 

aproximadamente 7 kb.48 Los senes ctxAB y e/IAB tienen una identidad del 78% y la 

homoloafa en su secuencia de amino6cidos es del 80%. Estudios sobre el oriaen 

evolutivo de las toxinas susieren que los genes ctxAB se oriainaron hac:c 130 millones 

de allos en V. cho/erae y dcspu6s fueron adquiridos por E. coli.49 En V. cholerae, el 

opcrón donde se encuentran los genes ctxAB se localiza en un fago lisog~nico 

filamentoso (CTX0) intepado en el cromosoma. '°·51 
•
52 tambk!n se ha encontrado que 

los genes que codifican la toxina L T-11 en E. co/i se localizan en el cromosoma. Los 

genes e/IAB que codifican para la toxina L T-1 de ETEC se localizan en un plúmido con 

un tamafto de aproximadamente 60 Kb.53•54.55 

Las dos subunidlides de la toxina CT de ETEC son codificadas en dos diferentes marcos 
abienos de lectura que se encuentran traslapados. Las dos primeras bases del codón de 

~rmino (TGA) del gen ctxA son las últimas dos bases del codón de inicio del gen ctxB 

(ATG). El gen ctxA codif"lca para un producto de 258 amino 6cidos. los primeros 18 

residuos son un ~ptido seftal y el producto del gen clbtB es de 124 amino llcidos. 

incluyendo un residuo de 21 amino llcidos que corresponden al pq,tido scftal. Los 

cistroncs A y B poseen sitios de unión al ribosoma huncdiatamcnte corriente arriba de 

su codón de inicio y la unión del gen ctxB se localiza en el extremo 3 • de la secuencia 

del gen ctt.4. La expresión de la holotoxina. es mlis eficiente debido a existe una fuerte 

unión al sitio del ribosoma para la subunidad e. 56 

Se ha reporqdo que cepms de Y. cltokrae 01 contienen m6ltiples copm del operón CIJc. 

Las cepas cl6sicas contienen 2 copias del opcr6n. las cuales ~ llCpU'adas en el 

cromosoma a una distancia desconocida; sin embmao. la ces- el Tor contiene 961o una 

copia del operón ctx. pero aproximadamente el 30% contiene dos o m6s copias de senes 
adyacentes. Dentro del oper6n CI% los senes zat yace - localizan en la reaión centro de 

4..5 kb. flanq.-ndo esta región. es16n una o m6s copias de 2.7 kb Hamachs RSI (Jl'ls. 

7). De esta manera recombinaciones entre secuencias RS 1 pueden llevm- a un duplicMo 

de la re&i6n centro, _, como - deleción y dupl~. La cepa el Tor ele Y. clroleroe. 

despu6s de tres pues en intestino de -jo. expresa altos ni-les de CT y contiene m6s 

copias ct% que la cepa inoculada CJriaina1mentc. la amplificación In """° .,.-se ..,.. 
aumem.da por la pteSCllCia de un factor de coloniución en la iesi6n del cenll'D de 4.S 

kbs. Las scicuencias RS 1 codifican un sitio especifico u.nsposable que puede 1..-rtane 
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dentro de una secuencia especlf"ica de 18 pb llamada attRS 1, de tal manera que cepas 

que carec;en de esta secuencia no producen CT. Variaciones en tres posiciones 

nucleotldicas originan tres aenotipos del sen cttB.36 

RS1 

"ITA TGA. 

A.TG A"IT 

Flpll'll. 7. AITcalo de los • ..,.,. cttAB, ~y :DI en la resida cenlnll del,...., 11..-1.,., CTX4> 

lnlqp'lldo .. c::n>lllO:IOma de v. .,,,.,,.,__ Los clcmauos RSI - CllCUCl'ltrwl - ............. de la rql6n 
ccatral ...... 2 

1.9. R.-lacl6m de._~ dJ&All y mA.1611- cadlftca• ... tolll- CI' y LT. 

O.Cterias del aálcro Salnklnella, asl como Y. clrolerae y E. coll, residen en difierentes 

ambientes. por ejemplo. en el intestino. en el aaua y mmteria contaminada. Eslos 

ambientes difieren en muchos aspoctos, como la tempemtura, la osmolaridad y el tipo y 

los niveles de nutrimentos. Esto hace que las b9ctcrias ~ienm ele diferentes 8CllCS 

para su desarrollo. Y. chale,_ tiene un rcpJón especifico para crecer y aobrevivir en el 

humano. lo c:ual hace que responda a llCftales del ambiente. Este iesuJ6a al6 blüo el 

c:ontrol ele la protelna ToxR (32.527 kl>a). que - codln-da por el pn I01tR. Eaaa 

protefna es un activedor 1ran9cripclonal. que conuola la ~Ión ele la toxina eoWric:a. 

los pili y protelnas de la membrana extcma en Y. cltolerae.57~ 
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Las expresión de la toxina CT es replada por varias condiciones ambientales. por 

ejemplo, cultivos bacterianos incubados a 30"C, producen niveles mlis altos de toxina 

que cuando se incuban a 36"'C. La temperatura es regulada por la proteína ToxR 

localizada en el periplasma de la bac:teria. que censa 1- seftales medioambientales.59 Por 

otro lado, un medio c:on pH de 6.6, -• como una c:onc:entración adec:uada de oxlacno 

favorece la produc:c:ión de CT .... ·"° De esta manera, 1- seftales que reaulan la expresión 

del regulón ToxR promueven la expresión de CT. Tambi<!n se sabe que V. cholerae y 

E. co/i ETEC, requieren de una adecuada c:onc:entración de iones en el medio de cultivo 

para que se exprese una óptima c:onc:entración de toxinas CT y L T. lo cual suaiere que 

la osmolaridad es una seftal reguladora. Los amino6cidos c:omo asparaaina. arsinina. 

glutamato y serina en el medio de cultivo, tambi<!n inducen la sobrexpresión de estas 

enterotoxinas.61 La osmolaridad del suero sanaulneo. que equivale a 150 mM de NaCI. 

y la acc:ión de prote-.s sobR los aminom:idos pudieran f"avorec:er la c:olonizac:ión por 

estas bacterias en el epitelio intestinal. ""·62 Por otro lado, ~ a una c:oncentrac:ión del 

So/o. as( como sales biliares en los cultivos de V. cho/erae. incrementan la produc:c:ión de 

la toxina CT. 

Las seftales ambientales regulan la expresión de f"actores de virulencia en bac:teri­

patógenas. por ejemplo, en bac:teri- del sc!nero Sal""onella. la osmolaridad. falta de 

nutrimentos. ~ pH y la micropavedad en la fase de crecimiento. afecta numerosos 
panúnetros de virulencia en este microor¡pmismo.62

•
63 

1.10. R-ptanm de t.s ta:daaa CT y LT. 

El receptor de la toxina c:ol6ric:a y la toxina L T es el pnaliósido GM1. La subunidMI Bs 

rec:onoc:e a 5 monosac:midos del GM1 expuestos en la superficie de la membrw gelui.. 

La unión polipdptido 85 al receptor OM1. es a tra~ del lriplofiulo U de cada uno de 

los monómeros del polip6ptido,. que se une a los c:arbohidralos del r-..... loealizado 

en las c61ulas epiteliales del intestino. Se ha obseft9do que subllli1uc:U- de - llsina 

por la arainina 7 causa una deses1abilizac:ión substancial en el - que comprende los 

residuos 47-56 y por lo tanto. ocurre un cambio que evila la unión al sustrallo. Por OlrO 

lado, la substitución del amino6c:iclo lisina por la valina 97 inhibe la actividad ealalftica 

de la toxina. En la toxina cr. la lisina de la cadena de mnino6clclos de ta. lllOD6meroa 

de Bs. ocupan un lugar a1 el interior de la cavidMI del reeepeor, desplazando moNculas 
de agua. 37.64.65 
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La subunidad pcntan145rica Bs de la toxina presenta una mctividad simibir al de una 

lectina, para unirse al receptor especifico de la mcmbnina de la cc!lula blanc::o,. esta unión 

es de alta afinidad y estabilidad. La acción de las toxinas. CT y L T sobre la cc!lula 

epitelial, se cantCteriz.a por una f"ase de intervalo entre la unión de la toxina a los 

~ GM1 de la superf'tc:ie celular y es el primer sipo detectable de toxkidad. 

Dul'8ftte esta f"ase de revestimiento oeurn:n varios eventos ~ la polarización de las 

cc!lulas epiteliales, incluyendo el tftlfico del polipi!ptido con mctividad enzimAtica de los 

receptores en la superficie de la cc!lula. al aparato de Golai y el retfculo endoplúmico de 

la cc!lula. 65 

l. 11. Ut11=e1611 de las toJdmas CT y LT-o ia•••6sem-y adyllva•te&. 

La inmunidad conferida por protefnas adminisuwlas por mucosa es pobre y 

frecuentemente se recurre • un adyuvante. En este sentido. las toxinas CT y L T son un 

potente adyuvante mucosal. que se ha usado para inducir inmunidad protectora contra 

Hellcobacter felu y Hellcobacter pylori en ratones. La subunidad L TB tiene una 
actividad de adyuvante cuando se usa con la ....-sa de H. pylorl por vfa parentcnal en 

ratones y se ha observado que hay protección contra H. pylorl cuando los ratones filcron 

desafiados. esta inmunización aumenta los tftulos de lgG en el suero como cuando se 

usa hidróxido de aluminio como adyuvante.66 

Se ha observado que la subunidad A1 de CT y LT-Ua coadminiSlnldas con la reaión de 

unión -uval (SBR) de la adhesina Agl/11 de Streptococcsu, inducen una respuasea .ata 

de anticuerpos laG1 en plasma e llJA en mucosa de ratones Inoculada por vfa ~l. 

Estas protefnas quimc!ricas. aumentan sipificalivamentc la expesión de cc!lulas B (87-

2) y prolif"eración de cc!lulas T CD4+ en mtones.67.M 
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2. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO. 

Considerando que la tifoidea aviar causada por S. ga//i_,,, se ~riza 

principalmente por causar una diarrea acuosa en las aves, y que oriaina p!nlidas 

importantes para la avicultura nacional. Es conveniente establecer el mCC1111ismo por el 

cual S. gal/;_,,, produce la diarrell. asf como, el sistema que utiliza este 

microorsanismo para penetnlr e invadir las ~lulas del hlll!spcd. En este sentido, 

previamente Balc4zar describió un ftllgmento en el genoma de esta bllcteria, con una 

identidad del 95% con respecto al sen eltA de ETEC y que Urquiz.a reportó elong11eión 

en <:élulas CHO expuestas al sobrenlldantc de eultivo y lisado de S. gallinarum. El 

objetivo del presente trabajo se planteó con la hipótesis de que los genes que c:odifk:an 

para una enterotoxina similar a L T y CT, se e~uentran presentes en el aenoma de S. 

ga/linarum. El desarrollar nuevos ~odos que ayuden a eselmreccr estos meeanismos 

de patoaenicidad en S. gal/;_,,,, pueden ser de utilidad. para llevar a eabo medidas 

que contribuyan al eontrol y enadieaeión de este aaentc inf"eeeioso, aUlllldo a otros 

serotipos del pnero SallffOnel/o. que c:ausan sran imPllCIO económic:o entre los 

avicultores y la salud públiea, motivo por el eual. el aobiemo mantiene - Campana 
Nacional pennanente para el control y la erradicación de la salmonelosis avis. 
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3. OB.JETIVOS. 

3. J. Objetivo semeraL 

Clonar y caracterizar los genes que codifican para la cntcrotoxina L T-like de Sal"'onella 
gallinanun y determinar la actividad biológica de su producto RCOmbinantc in vitro e In 
vivo. 

3.2.1. ldcntif"acar y caracterizar los genes que codif"acan para la entcrotoxina LT·/ike en 
Salmonella gal/inarum. 

3.2.2. Clonar. transf"onnar y expresar en Escherichia coli. los genes que codif"acan para 
la entcrotoxina L T-/ike de s. gal/inanan e identif"acarla mediante el uso de anticuerpos 
especlf"tcos. 

3.2.3. Producir y purifü:ar las toxinas LT-/ike rec:ombinantc y nativa de S. gallinarwn 
para su c:ansctcrizKión y evaluación bioló&ic:a. 
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4. MATERIALES Y METODOS. 

4.1. Cep11a •dllzad- y ca•d~ de e•lthro. 
Se utilizaron 11 cepas de S. galll_,,, aisladas de casos clfnicos en M6xico, 

incluyendo la cepa FVA· I que se utiliz.6 para la identif"icación de los aenes eltAB../ilce y 

producción de la toxina nativa LT..///re. Tambi~n se utilizaron las cepas: 9184-ATCC 

(American Type Clllt- Collection) de S. galllnart1m, 10398·A TCC de S. pad/orvm, 

fagotipos 2, 4, 8, y 13 de S. enterltldls y la cepa IMSS·I de S. typhl.tR.70 Como cepas 

controles productoras de LT se utiliz.aron, ETEC HI0407 y ETEC portando el plúmido 

pDWE-299. Las cepas no productoras de L T fueron, Yer&inla enterocollt/ca M 1 :0:9 y 

Bruce/la -1/tens/s M 16. Todas las cepas, fUeron incubadas durante 18 h a 37 ~ en una 

incublidona con qitación orbital a 200 revoluciones por minuto {rpn) (Lab-llne 

instnDnent.s; Rlinoi.s, USA) excepto B. -llleruls que se incubó dUJ'llllte 72 h. Los 

medios que se utili7.aron para el cultivo de bacterias del Pero Salmonella y E. coll 

fueron., caldo y agar nutritivo (medio .. A"). El medio .. A .. se preparó en 250 mi 

conteniendo, caldo nutritivo 1. 75 S· (Difco; Detroit, Mlchlgan USA), extr.:to de 

levadura 0.25 g. (Difco Detroit, Michlgan USA), glicerol 0.5 mi (J. T. Boker: Xa/o.stoc, 

&Jo. de México), K2HPO, 0.925 s (J.T. Ba/ter; Xalo.stoc Edo. de México). y K.H2P04 

0.325 s (J.T. Baker; Xalo.stoc Edo. de México) como lo ref"1ere V6zquez.70 Para el 

cultivo de B. -liten.su se usó caldo y apr bnlcella (Difco Detroit. Michlg-. l/S.4) 

siauicndo la metodologfa descrita por Rufz Castallcda.. 71 

4..2. EJdr8cd6• de DNA de P116mleo y de ...... Ido. 

El DNA aenómico file obtenido por eXlraeción c:on f'enol: clorofonno y crAB 

(cetyltrimcthylammonimn bromide). Los meppl6midos fileron purificados por lisis 

alcalina, con un sistema de purificeción puw plúmidos de alta y blüa expresión Cfllallen 
HISpeed. Stmnford, USA).n.73 El DNA pnómico y los plúmidos fileron CU8lltlftcedo 

por medio de espoctaofotomcafa en naftd. a una densidad 6pdca de 250 IUll (Ultro.spsc-

3000, P'-macia Blolft:h C-brlc(p ~ y visualizmdos en ples de ...,_ al 

1% y 2%, tefliclos con blornuro de etidio. Fu.in-te loa DNAs fileron ..aizmdos en un 
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digitalizador de im6pncs (Fluor-S Mu/lilllfUlger Sü1em. CalifOrnla. l!S.f) y las 

extracciones de DNAs filcron conservlldas a 4"C para posteriores trablüos. 

4. 3. ldeatlfteacl6• de ._ ae•• ~ de s. ~ por •edlo de ••• 

reaccl6a ea cadeaa de la poUaae ..... (PCR). 

Los genes e/IAB-llke filcron amplif"IClldos. a partir de DNA genómico y mepplúmido 

de S. gallilNVNm FV A-1. Tambiát fueron amplifiaidos por sepanulo el gen e/IA-111"! y 

el gen eltB-like. en las cepas de S. ga/11_,_,. Se usó como control positivo DNA de 

ETEC-H 10407 y como negativo DNA de Yeralnla en/erocolllica l6-M3 0:9. 

Los iniciadores utiliz.ados fueron S'-TGATTGACATCATGTTGCA-3' y 3'­

TAGTATAAGTACAGTAGJ JGJ 1-S, disef'llldos. partir de la secuencia de los senes el/AB 

que c:oditican para la toxina L T de ETEC (Sb-868731). para amplificar cada sen se 

utilizaron los oligonucleótidos que se muestran en el Tabla 1.74 

Las PCR se realizaron en un termociclador (Gen Amp PCR-9700; New Yeney. USA..). 

utilizando un volumen final de SO pi por reacción. El prococolo file el sipiente: en un 

tubo de 200 i.d se depositaron 3 pi (10 ng/pl) de DNA. en seguida se adicionaron 47 pi 

de premezcla. la cual se prepmó con S pi de amortiguador para PCR IX. 3 pi MaCI al 

l.S mM (Roche: New Jeraey,USA.), 2 pi de una mezcla de clNTPs 100 J&M cada uno 

(Amera'-r Pharmacla Blo/ech; New Jer.sey, USA.), 1.5 pi de cada uno de los 

iniciadores (Gibco BRL: New York. USA'). 0.5 unidades de DNA pollmerasa 

(Biotecnoloafas Universitarias. Mhico D. F.) y 33.5 pi de Hz(> destilada esll6ril. 

La reacción de PCR. inició con wm desnllturalización inicial a 94"C por 5 min. 

pos1erionnente la amplificación se ._tjz¡6 dumnle 30 ciclos. uS8lldo el sipiente 

prognuna: desnaturalización a 94"C por 1 min para iniciar el ciclo. atm.miento a 41"C 

por 1 min y una extensión a 72"C por 1 min. Al fbwlizar 1- 30 ciclos. la .-ión 

concluyó con una extensión f"mal a 72'"C por 15 min. 

Los productos del PCR filcron visuali7.ados en un pi de aprosa al 1% teftido con 3 Jl8 

de bromuro de etidio (GIBCO-BRL. New Y~ l!S.f'). colocando S pi de la l'CllCCión de 

PCR con 2 pi de amortiauedor para depositmr el DNA. pnp9llldo .pn Sambrook y 

col.72 Los fia¡pnentos amplificadas fiw obaa vados y _H_..,. con el paoar­

.-11y - (Fl-S MMllll...-.. ,,,. Colfl/ór'nlA l!S.f). 
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4. 4. Secuenciacl6n de los genes dtAB-111'#! de S. llMllnarMlft. 

Un fragmento amplificado por PCR de 1.275 pb. fue secuenciado con el método de 

Sanger. 75 Los iniciadores se disenaron a partir de la secuencia del los genes eltAB que 

codifican para la toxina L T de ETEC (Sb-S60731). tres juegos fueron disenados para 

secuenciar el gen eltA y 2 para secuenciar el gen e/tB (Tabla 1). La secucnciación se 

realizó usando 20 ng de DNA por reacción. marcando los oligonucleótidos con 

digoxiginina (GIBCO-BRL; New York USA) y las muestras se procesaron en un 

secuenciador automático (ABl-CEJ modelo .310. New York. USA) en ambos sentidos. 

TABLA l. 

UJS~a4yeklJIJESi111 • • •ri--FVA.-J • 
OUGCJNU- SEC1JE'«::IA DE NUC1B:JIUJ(JS T~ GC Tilo l...OCALl7ACION 

<1BDOIJOS ."' ENLASEC. 
llll>-SI0731 

-.-.. ~TJGACA.TCA'JCrl"GCA 19 36 6J 1-19 
6.tlA., CITAAGCXX:TACITAATAC 19 36 6J llD-MZ 

ellA, occrocrGACTCT~ 21 66 !!11!1 161-181 

*"' ~AATC 21 !Y7 51 ·~ 

....... ~ JO !ID 9D ...-....... ~A"IUCACATA JO !!11!1 SI ---...... <XALGI l~A'.ICCICIC .. - li6 .,..... ..... GCXUC:AATirnrH;a;a;a;a; 19 9D - 1177-11'8 

..... A~ .. 4' 4Z ......... -.. TAGl'ATAAGJ"ACAGl"AoGnCIT 22 22 - U!6-l27!I 

T•bla 1. Ollaonudeólidos utilizmdos _.. idealifi.,... y -iar los senes •llAB-/la - s. ""'''--· 
dildllldos • pmtir de la sec:umci8 de loa senes •NAB que C>Odifl.,_ .-a CT de E"IEC ............ par 
Takmshi y col.74 •ouaonucleóliclos cl1"6., • ulilizan>n .,_. amp1;n.,... e1 .... •llA-lla y .._ 

olisonuc:leollclas eJtB, ... .-a amplif"..,.. el llCll ,.11s-1u.. 
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... 5. Clo•-16•. tra••formlld6• y espnal6• de '-•- dlAll-Ulu!. 

El fragmento de 1.275 pb de S. gallinarum amplificado por PCR. fue purificado 

utilizando el sistema Genclean-11 (Q-BIOgen; California. USA.) y cuantifi~o en un 

espectrofotómetro Ultrospec-300 (Pharmacia Bioteech; Cambridge, Eng/and). Los 

genes eltAB fueron clonados en el vector pCR-TOPO 3.9 (lnvitrogen, CalijOrnia USA). 

genrando el pl4smido pJV-001 el cual fue transformado en E. co/i cepa DH-108 

(lnvitrogen, California USA) como se muestra en la figura Fls. 8. 

La expresión del producto de los genes se realizó por inducción con IPTG 

(isopropylthio-/J-D-galactopyrano&ide) y el análisis de los productos expresados se 

realizó mediante SDS-PAGE al 12% teftidos con nitrato de plata e inmunotransferencia. 

utilizando anticuerpos contra CT de Y. cholerae cepa lnaba 5698. En la visualiz.:ión 

de la toxina rccombinante LT-/i/ce y la toxina LT-/i/ce-nativa de S. ga/linarum FVA-1. se 

utilizaron como controles las toxinas CT (Sigma Chemica/, Steinheim Gennany) y L T 

purificada a partir de E. co/i H 10407. 

~..-·~ --.-.. .,, ... .., 
!t ·_ ·- ·.-~ :_·_··:. :· 
~':. . 

3.9 kb 

A B 

Flpra. a. Esquema del pllismido pCR-TOPO 3.9, utilizado.,..,.. clon11r los genes eltAB-llu ( 1275 pb) de 

Sallftonella galllrtan1lfl FV A-1 (A). En color azul, clonas de Esclwr/chla col/ DH-108, transfonnadas con 

el pliisrnido pJV -001 (B). 
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4. 6. Prod•c:d6• de la toJd•• L T-llú y aadva de S. .. 111--. 

Cuatro litros de cultivo de Escherichia coli DHIOB portando el pl6smido pJV-001. La 

bacteria füe crecida en medio lfquido con c:asaminokidos (Dffeo /aboralor'W.s, Detroit 

M; USA), suplementado con 100 µg/ml de kanamicina (SIGMA Chemical; SI. Loui.s 

Mo. USA). IPTG 5 µM (Sigma Chemica/, Steinheim Gennany) y 1 mi de u.zas de sales. 

Tambk5n se preparó toxina a partir de S. galllnarum FVA-1 y E. coli Hl0407, usando 

el mismo medio. La mezcla con trazas de sales se preparó con 5.~ de MgS04 (J.T. 

Balcer; Xalo.stoc Edo. de México), 0.5% de MnCl2 (J. T. Ba/cer; Xa/mstoc Edo. de 

México) y 0.5% de FeCb (J.T. Baker; Xa/o.stoc Edo. de México) disuelto en de H2S04 

0.001 N (J.T. Baúr; Xa/ostoc Edo. de México).76 El cultivo se incubó a 37"C con 

agitación oscilatoria a 200 rpm durante 18 h (Lab-line in.strlaftents; Rlinois, l!S.4). Las 

células fueron centrifilpdas a 6,940 g. a 4ºC, en una c:entrffilp Recientan modelo J2-21 

con rotor JA-20 (Beckman Company; CA, l.IS.4). Las bacterias fueron suspendidas con 

10 mi de POS 10 mM (pff 7.4) y posteriormente las c:c!lulas fileron sonic:adas en hielo 

con 8 pulsos de 60 seg cada uno, hasta clarif"K:ar la suspensión (Cole Pa/-r 

Internationa/, Yernon Hill.s, USA). Los restos celulares fueron removidos por 

centrifugación a 6,940 g durante 15 min y la proteína file filtrada en una membrana con 

un poro de 0.45 µ (Sarsted; Numbrecht. Gennany). Despu.65, la protefna cruda file 

tratada con el inhibidor de proteasas PMSF (Phenyl-methylsulfonyl fluoride) (Sigma 

Chemlcal, Steinheim Gennany) y se guardó en refiigerac:ión para su purificación.76 

4. 7. hrtflcac:l6ll de las eaterololda- LT-1/U ._..Maaate y _.._ de S. 

/IGllÜl-
La proteína cruda file aislada del periplasma por sonicado y puriflclida con el m~ 

modiflc:ado de Clements y Finkelsmin. 76 a travá de una columna ele c:romatqpafla 

inmoviliDlda con D-plactosa (Plerce. Jllinoia,. USA). La columna (1.5 X 15 c:m) file 

empaquelllda con 10 mi de D-pl-*>Sa. la cual file equilibmda con 500 mi de 

amortiguador TEAN 10 mM a 4°C, ~ con Tris-HCI 50 mM pH 7.4 (SIG.MA. 

Chemlcal; SI. Loi.1.s Mo. l!S.4), NaCI al 0.2 M (J.T. BoMr; Xal08toc Edo. de Mhtlco'), 

NaN3 al 3 mM (J.T. BoUr; Xal08toc &lo. de ANzlco) y EDTA al 3 mM (SIB­

Chemlcal; Slelnleelm ~).78 La toxina c:ruda file 8an=pda a la col- de D­

GalM:fosa. utili-..do 5 mi de la protefla sonic::ada (21 fl8ffll'), y file colec:lllda en 25 

&.cciones de 1.5 mi cada una. Posteriormente, la adcrotoxina file eluida en 20 
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tiacciones con solución amortiawidora TEAN 10 mM con D-(+)-Galac:tosa 0.3 M. Las 

tiacciones colec:tmdas de la columna de afinidad fueron lcfdas en un espec:b'of"otómetn> 

U/l1"0spec-3000 (Phannacia Biotech CQlflbrldgre England), a una densidad 6pdca de 280 

nm y paflcadas. Se concentraron 30 mi de protefna eluida en solución TEAN con D­

(+)-Galac:tosa 0.3 M en una membrana de Amicon YM 30 (Mll/lpore Corpormlon, 

Bet!ford USA). 7a 

La protcfna purificada file cuantif"wada por el m~o de Bradfürd 79 y filtrada a traWsi 

una membrana CSll!ril con poro de 0.22 f.1111 (Sarstedl, N-bn!chl Germany) pua 

utilizarla en ensayos de actividad biológica y asas liglldas en conc¡jo y pollo. 

4. 8. lde•liflaiel6m de a. tod•• LT-1/ú medla•Ce ••lea de -rtla•lda e 

l••••ot .... arereada. 
La toxina L T-liú rec:ombinante fue diluida con un volumen igual (50 µ)ISO µI) de 

solución amortiguada constituida por Tris-HCI. 0.5 M (Sigma Chemlcal: Stelnhelm 

Genm1ny); glicerol, 20% (J.T. Baker: Xalostoc Edo. de ANxlco); SDS, 10-Ao (Sigma 

Chemical: Steinheim Ge"""'9'); 2-JS-ME. 1 % (Sigma Chemlcal: SUlnheilll Gerrnany) y 

azul de bromof"enol 0.05% (Sigma Chemical: Sleinhelm Gennany) (Sambrook y col. 

1989). Las muestras de protcfna se calentaron a 9SºC por S min y se depositaron 20 µI 

(0.8 f18fµI) de protefna en cada uno de los carriles. Postcrionnente, las protefnas fileron 

scperadas mediante seles desnaturalizantes de polmcrilamida (SDS-PAGE) aipicndo el 

m45todo de Lacmmli.80 El sel eonccntnldor se prcpmró al 4% y el scplll'llClor al 12.S% y 

fiaeron corridos a 40 mA y 90 mA respeetivamente.73 La tra11steaeneia sc realizó sobre 

wui membrana de nitrocelulosa de 8 X 10.S cm (~ra1- Lffe Scw,_, l!S.f). La 

solución de corrida• pre.,.m con Tris 25 mM (~h: M___,, vs.t ). pkina 

al J S2 mM (Sigrrro-.Adrlch; M1umri, USA) y 20% V/V de alcohol metOk:o.72 La 

tninaf'crencia se realizó por J h, postcaionncnre las _...._ fberoa bloqu.dos 

durante 30 mln - lec:hc deKremmda al S'Y .. la membrana sc lavó 3 ,,_ - 100 mi 

de solución TBS-T. - -..eaó -ti-CT diluido 1:1000 en TBS--rw-20 (sq,­
Clte111icol; &.l,,,_hll Ge~) y - dejó me..... toda la -be. La_.._ - lavó 

tres veces. >' - -..eaó mtti-f&G de ~ marc::adcJS - .---.. (a.,,_.Adrlclr; 

MmoNrl, l/S.f). diluido 1 :1000 en TBS-T y la -brana - incub6 par 60 min a 

temperatura ambiente. se lavó 3 wc:cs con 100 mi de TBS-T y - reveló - 0.060 1118 

de 4 choro-auiphtol (Slgma-.Adrlch: MÚMna'/, USAI) 20 mi de mctanol y 100/µI H~ 
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(J.T. Balter; Xa/ostoc Edo. de México) en 100 mi TBS. La reacción se paró con agua 

fria. cuando las protelnas fueron visibles. 81 

4. 9. Actividad blolóslea de la tolda• L T-11/w - caldv- celalarea (CHO y Vero). 

Células CHO (Chinese hamster ovary) y Vero (kidney African areen monkey) fUeron 

descongeladas y propagadas en medio F 12 y D-MEM (GIBCO lnvitroyen Corporatlon; 

New Corle, U&f) con suero f'etal bovino •I 10% (GIBCO Jnvitroyen Corporatlan; New 

Corle, U&f). con 2% de bical'bonato (GIBCO lnvltroyen Corporalion; New Cork. USA). 

1% L-glutamina (GIBCO lnvitroyen Corporalion; New Corle, USA) y 1 mi de HEPES 

como regulador de pH (GIBCO lnvitroyen Corporarion; New Corle, USA). Las células 

fueron cultivadas en botellas 2SO mi (NUNC; Roskild. De---1c) con 15 mi de medio de 

F12 para células CHO y D-MEM para las células Vero y se incubaron durante 72 h • 37 

ºC en un ambiente con 5% de CQi. Posteñonnente. I• monocapa de células adheridas a 

la pared de las botellas (Area de 75 cm2). con aproximadamente l .5X 105 células. fueron 

desprendidas con 1 mi de tripsina al 0.05%. La confluencia de células resuspendida en 

los medios F 12 y D-MEM. fue aproximadamente del 70% (IOS,000 células).82 Los 

ensayos de actividad biológica de las toxinas se realizaron en placas de 96 pozos, 

depositando 100 µI de ambas lineas celulares por pozo y se incubaron a 37°C durante 

24 h. hasta alcanz.ar una confluencia aproximada del 70-At (700 células). Desput!s se 

desechó el sobrenadante de las células. y se agregaron 100 µI de los medios F12 y D­

MEM. para cada una de las lineas celulares y se expusieron a las toxinas con una 

concentnción inicial de S µg (S.000 ng) y despu6s se hicieron diluciones dobles 

seriadas ( 1: 1 O) en la misma hilera. quedando las siguientes conccntnciones: 500 ns. SO 

ng, S ng, SOO pg, SO pg y 5 pg. Las c61ulas se expusieron a las toxina en las 

microplacas de la siguientes manera: bilems A-B. LT-llu recombinante; C-D. L T-1/U 

de S. galli- FVA-1; E-11', LT de ETEC H-10407 y G-B. toxina control CT de Y. 

cho/e,_. Los pozos que corresponden a las columnas 1 y 2 de las microplacas. lle 

utilizaron como control negativo y solo se les agregó medio Fl2 o D-MEM sesOn la 

Unea celular. Las células tueron observadas cada b«a duninte 12 h. ~ lle fijaron 

con metanol y se tilleron con Gielnsa al 0.4% (S ..... Adrlch; Mlu-'. l!S.f) pera 

observarlas en 1m microscopio invertido y f'otopafiartas. Los cambios morfi:>J6sicos 
observados en el 50% de las células (aproximadamente 500) Cl'Xlllllinad8s. fberon 

considendos como 1 unidad de actividad sobre las cc!h1Jas. CZ.O.M 
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4. 10. Caracteristicas n.leoq•lmlcaa de la to:slaa L T-llA:e. 

Este ensayo se realizó con la finalidad de detenninar las canicterfsti~ fisic:oquimi<:as 

de la toxina L T-lilce, las pruebas se realizaron en microplllCllS de 96 pozos. utilizando las 

mismas lineas celulares, con una confluencia aproximada del 7~ de células CHO. La 

toxina LT-lilce recombinante expresada en E. coli (DHIOBr/pJV-001), previamente Cue 

calentada a 7SºC por 1 S min, tratada con 37 µg de proteinasa K (A1nresco; Ohio. USA) 

en 100 µI y 25 µg de toxina fberon tratadas con 100 µI de suero contra CT, el cual 

previamente fue titulado por ELISA ( t : 10,000). El ef"ecto se observó cada hora hasta las 

9 h.77 

4. 11. Actividad bloNsfca de la to:daa LT-lllle e• -- IJsadaa de comejo y pollo. 

Los ensayos de actividad biológica en asas ligadas, se practicaron utilizando el modelo 

clásico en conejo. El modelo del pollo se implemento por ser el hospedero natural de S. 

gallinarum y previamente este modelo, file utilizado para evaluar la virulencia de las 

cepas U2, 323 y FV A-1 de S. gallinDn1m. "° Se utilizaron cuatro conejos blancos de la 

raza Nueva Zelanda de 4 meses de edad, con un peso promedio de 2 Kg.77
•
85 Por otro 

lado, se utilizaron 4 pollos SPF (Spec¡jic-Parhogen-Free) de la raza White Leghorn de 

12 semanas de edad. 70 

Los conejos y pollos fueron anestesiados con 30 mg de ketamina por vfa intramuscular, 

posteriormente file rasurada y desinf"ectada la zona de ciruafa. El abdomen file abierto 

8"pticamente y la porción ilflK:a del intestino delsado file dividido en S asas de 

aproximadamente 1 S centfmetros por doble li¡pldura. La dosis file determinada con 

base en el peso de los animales .... cada - se inoculó con O.S mi de IDXilW (100 fl8/ml), 

de la siguiente mllllCl'll: 1) control positivo CT (Sigmo-Adrlch; M~I. lJS.f), 2) 

control neptivo PBS. 3) LT-1/ú recombb9nte 4) LT-1/ú de S. gal/'- FVA-1 y S) 

LT de E'ICC H.10407. Los conejos y los pollos filaon uc:rific.doa a las 18 h y file 

examinada la secreción en C.S. -.. Se detcnninó el fndiee de dilalllción OD> en cada 

uno de los animales, considerando como positivo un ID iaual o mayor 1 mi en los 

ensayos de asas Usadas. 77 
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5. RESULTADOS 

5.l. ldeatiflcad6• de los ae•- dlAll-lllu!. 

Ambos genes eltAB de S. gal/inanmr fueron amplificados completamente a partir de 

DNA genómico y de plAsmido. este último con un tamafto aproximado de 86 kb. El 

tamafto del fragmento amplificado fue de aproximadamente l,27S pb, el cual es similar 

al tamafto de los genes que codifican la toxina L T producida por la cepa H 10407 de 

ETEC (Fls. 9). Por otro lado, tambic5n fueron amplificados cada uno de los genes por 

separado, con la finalidad de corroborar la presencia de cada uno. El fragmento 

correspondiente al gen e/IA fue de 739 pb y los iniciadores utilizados se denominaron 

eltA., y eltA2. que füeron diseftados a partir de la secuencia del gen e/IA de la cepa 

H10407 de ETEC. Un fragmento de 430 pb correspondiente al gen e/tB file amplificado, 

usando los oligonucleótidos denominados eltB1 y elt84, diseftados a partir de la 

secuencia del gen eltB. Los ¡ienes amplificados f'ueron muy similares al tamafto de los 

genes e/IA y e/tB que codit""ican la toxina L T (Fls- 10. A y B). 

Pb 

2.027 

1,357 
1,230 

123 

Flpra 9. Análisis de los genes eltAB-11"4! de Sa/,,,O#tel/a gal//-.,,,,, por medio de una rcac.:ión en 

cadena de la polimcrasa (PCR) a i-dr de DNA o:romosomal: .,.mies 1 y 2 man:adores de peso molcc:ul.,. 

(A DNA/H/nd 111 y DNA ladder 123); auril 3, acncse/IABde ETEC"""'" Hl0407; carril 4. aencse/IAB­

llu de s. ga///nanurt FV A-1; <:arril 5, Y. •nteroc:ollllca 16M, 0:91. 
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Gen .,,. -· 1 2 3 4 • 

Pb 

881 
739 
615 

Pb 

246 ~ 
246 

123 123 

IFlpni 19. An.Ulsis de los genes eltA-1/Ae y 1</IB-1/Ae de S. galll-..,,,, por medio de una ..-.:clón en 

cadena de la polimcrasa (PCR): A) carriles 1 mMl'Cador de pno molecular (DNA /addrr 123); carriles 2 y 

3, gen eltA de cromosoma y plásmido de ETEC cepa HI0407; carriles 4 y 5. gen e/tA-llú de cromosoma 

y pllbmido de s. galll_.,,,,, FV A-1; carril 6, aen e/IA de s. ga/11_...,,, FVB-323. B) carril •• man:ador 

de peso molecular (DNA ladder 123); carriles 2 y 3, gen e/tB de <:1ornc-.na y plAslnido de ETEC c:epa 

H 10407; carriles 4 y 5, gen eltB-llA:e de crom.-.ma y pl'5mido de S.. gal//"°""" FV A-1. 

Por otro lado. los genes e/IAB-1/ke también fueron amplifi~ a partir de ONA 

genómic=o de 9 cepas de S. ga/11-.an. una de S. pul/orwn (ATCC-10398). una de S. 

typhi IMSS-1 y 4 cepas de S. erueritidis fasotipos 2, 4. 8 y 13 aisladas de casos clfnii;:os 

en granjas avfcolas. De las 9 cepas de S. galllnarum se amplificó un fragmento de 1,275 

pb. el cual correspondió a los senes e/t.AB-like. Del total de cepas cstudiadml, de 7 un 

fta¡pncnto de 739 pb. conespondicnte al aen e/IA-like y de 9 se obtuvo un fragmento de 

430 pb C<HTespondientc al gen e/tB-like. A partir de la cepa vacunal 9R se amplificó un 

fragmento de l ,27S pb que corresponde a ambos genes e/t.AB. 

Los fragmentos que conespondieron a los genes elt.AB-lilll!. e/IA-like y eltB-lilte 

comigraron en geles de aprosa con los ftagmentos de las cepas controles de E. coli 

H 10407 (sb-860731) y E. coli transfonnada con el pl6smido pEWD299 (Kb-M572'4). 

que portan los genes e/IAB de ETEC (Fls. 11). En 7 cepas de S. galli,.,,._ se aisló un 
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plásmido de aproximadamente 86 kb. a partir del cual tambl6n se amplificó un 

ftagmcnto de t ,275 pb. 

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Pb 

-
123-

Flpra 11. Anilisis de los genes eltAB ( 1,275 pb), acnes ellA·llke (739 pb) y eltB./lke (430 pb) en varias 

cepas Sal,,,.,_lla ga/11.....,,.,_ por medio de una reacción en Clldena de la polimerasa (PCR) a partir de 

DNA cromosoma!. Carril l. marcador de DNA ladder 123; carril 2, FVA-1; canil 3, U-2; <:arril 4, 323; 

canil 5, 383; carril 6, 591; cerril 7. 415; canil 8, ATCC-9184; carril 9. 285; carril 10, 347; canil 11, 

vacuna 9R; canil 12. S. typltl IMSS-1; carril 13, E. coll ETEC Hl0407; carril 14, Y. en1erocolltlca 16M3 

0:9. 
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S. 2. A•llillsla de la sec•e•ela ••eleolfdlca de los se•- di.4a-llke. 

El análisis nucleotldico se realizó con el programa Omiga (l. 1 ). En el segundo marco 

abieno de lectura se encuentra el sen eltA-like el cual consta de 795 pb que codifica 

para una protefna 265 amino6cidos. Este man:o abieno de lectura consta de un codón de 

inicio universal con ATO que correspondió a una mctioninm, situado en las bases 4749 

y el codón de tc!nnino que se encuentra en las bases 841-843 (Fts. 12 y 13), t!ste 

corresponde a un TOA el cual es una slutamina. 

En el primer marco abieno de lectura se localiza el gen e/tB-lllt:e el cual consta de 372 

pb que codifican para 124 amino6cidos. inicia con unm ATO en las bases 840-842 que 

corresponde a una metionina y el codón de t6nnino se encuentra en las bases 1212-

1214 el cual es una TAO que corresponde a una leucina (Fls- 12). 

La secuencia de unión al ribosoma se encontró en las bases 176-178 y corresponde a 

una serina. El alineamiento de la secuencia nucleotklica de los senes e/IAB-lllt:e, file 

basado en el GenBank (NCBI-BLAST). indicando que tienen una identidad del 98% 

con los senes e/IAB que codif°ICIUI para L T de ETEC y del 79"At para los senes ctlcAB 

que codifican para CT de V. cho/erae. La secuencia de amino6cidos deducida de la 

secuencia nucleolldica. presentó una identidad del 93% para la subunidad LTA y 95% 

para la subunidad L TB de la toxina L T de ETEC. Con ress-:to a CT la identidad para 

CTA fue del 75% y para CTD del 79% (Ffs.13). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

35 



ALINEA•IENTO DE aECUENCIA8 COENEa: ellA• Nae p e11A•t 
S . •• ,.,..,,,,. FYA-1 cauperlor). E. coll H'l0407 Clftfe.,lor). 

TTAAACAAAACAAGTGGCGTTATCTTTTTCCGGATTGTCTTCTTGTATGATATATAAG"rT 
111111 1 1 111111 1 111 11 111111 1 11 11 11 11111111111 111-,-,-. 1111111 1 11 
TTAAACAAAACAAGTGGCGTTATCTTTTTCCGGATTGTCTTCTTGTATGATATATAAGTT 

61 TTCCTCGATGAAAAATATAACTTTCATTTTTGTTATTTTATTAGCATCGCCATTATATGC 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 / 1 11 1 11 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 " " 11 l 1 1 1 1 1 1 1 

61 TTCCTCGATGAA.AAATATAACTTTCATTTTTTTTATTTTATTAGCATCGCCATTATATGC 
121 AAATGGCGACAAATTATACCGTGCTGACTCTAGACCCCCTGATGAAATA.AAACGTTCCGG 

111111111111111111 1 1 1 1111111 1111 1111111 11111 11111 111 11-,-,-, 11 
121 AAATGGCGACAAATTATACCGTGCTGACTCTAGACCCCCAGATGA.AATAAAACGTTCCGG 
181 AGGTCTTATGCCCAGAGGGCATAATGAGTACTTCGATAGAGGAACTCAAATGPLATATTAA 

11 11 1 1 , 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 11 11 1 1 1 1 l 1 1 1 
181 AGGTCTTATGCCCAGAGGGCATAATGAGTACTTCGATAGAGGAACTCAAATGAATATTAA 
241 TCTTTATGATCACGCGAGAGGAACACAAACCGGCTTTGTCAGATATGATGACGGATATGT 

1 11 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 11 11 1 11 1 1 
241 TCTTTATGATCACGCGAGAGGAACACAAACCGGCTTTGTCAGATATGATGACGGATATGT 
301 TTCCACTTCTCTTAGTTTGAGAAGTGCTCACTTAGCAGGACAGTCTATATTATCAGGATA 

1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
301 TTCCACTTCTCTTAGTTTGAGAACTGCTCACTTAGCAGGACAGTCTATATTATCAGGATA 
361 TTCCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGCACCAAATATGTTTAATGTTAATGATGT 

11 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 11 11 1 1 l 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 
361 TTCCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGCACCAAATATGTTTAATGTTAATGATGT 
421 ATTAGGCGTATACAGCCCTCACCCATATGAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTGGAATACC 

1 1 1 11 1 l 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 11 11 l 1 11 1 
421 ATTAGGCGTATACAGCCCTCACCCATATGAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTGGAATACC 
481 ATATTCTCAGATATATGGATGGTATCGTGTTAATTTTGGTGTGATTGATGAACGATTACA 

11 11 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 1 11 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 
481 ATATTCTCAGATATATGGATGGTATCGTGTTAATTTTGGTGTGATTGATGAACGATTACA 
541 TCGTAACAGGGAATATAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGAATATAGCTCCGGCAGAGGA 

11 1 11 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 11 1 1 1 1 11 1 " 1 1 11 1 1 l 1 1 1 1 11 1 1 1 11 1 1 1 1 
541 TCGTAACAGGGAATATAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGAATATAGCTCCGGCAGAGGA 
601 TGGTTACAGATTAGCAGGTTTCCCACCGGATCACCAAGCTTGGAGAGAAGA.ACCCTGGAT 

1 1 11 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 11 1 1 1 11 1 1 11 1 1 
601 TGGTTACAGATTAGCAGGTTTCCCACCGGATCACCAAGCTTGGAGAGAAGAACCCTGGAT 
661 TCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAAATTCATCAAGAACAATTACAGATGATACTTGTAA 

1111111111111111111111111 111111111111111111111 111111111111 
661 TCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAGATTCATCAAGAACAATTACAGGTGATACTTGTAA 
721 TGAGGAGACCCAGAATCTGAGCACAATATATCTCAGGGAATATCAATCAAAAGTTAAGAG 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 
721 TGAGGAGACCCAGAATCTGAGCACAATATATCTCAGGAAATATCAATCAAAAGTTAAGAG 
781 ACAGATATTTTCAGACTATCAGTCAGAGGTTGACATATATAACAGAATTCGGGATGAATT 

111111111111111111111111111111111111111111111111111 1111111 
781 GCAGATATTTTCAGACTATCAGTCAGAGGTTGACATATATAACAGAATTCGGAATGAATT 
841 ATGAATAAAGTAAAATGTTATGTTTTATTTACGGCGTTACTATCCTCTCTATGTGCACAC --

1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
841 ATGAATAAAGTAAAATGTTATGTTTTATTTACGGCGTTACTATCCTCTCTATGTGCATAC 
901 GGAGCTCCCCAGTCTATTACAGAACTATGTTCGGAATATCGCAACACACAAATATATACG 

, 11 JI 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 11 11 1 1 1 1 11 11 11 1 1 1 1 
901 GGAGCTCCCCAGTCTATTACAGAACTATGTTCGGAATATCGCAACACACAAATATATACG 
961 ATAAATGACAAGATACTATCATATACGGAATCGATGGCAGGCAAAAGAGAAATGGTTATC 

11 1 11 1 11 1 , l 1 1 11 11 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 11 11 1 1 1 l 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 
961 ATAAATGACAAGATACTATCATATACGGAATCGATGGCAGGCAAAAGAGAAATGGTTATC 
1021 ATTACATTTAAGAGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCCCGGGCAGTCAACATATAGAC 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 t 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 11 1 11 1 11 1 11 11 1 
1021 ATTACATTTAAGAGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCCCGGGCAGTCAACATATAGAC 
1081 TCCCA**ªªªªªGCCATTGAAAGGATGAAGGACACATTAAGAATCGCATATCTGACCGAG 

11 1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 11 11 1 1 11 11 1 , 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 
1081 TCCCAªªªªªª~GCCATTGAAAGGATGAAGGACACATTAAGAATCACATATCTGACCGAG 

1141 ACCAAAATTGATAAATTATGTGTATGGAATAATA.AAACCCCCAATTCAATTGCGGCAATC 
1 1 1 1 1 11 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 11 11 1 11 1 1 1 11 11 

1141 ACCAAAATTGATAAATTATGTGTATGGAATAATAAAACCCCCAATTCAATTGCGGCAATC 
1201 AGTATGGAAAAC~TTTGCTTTAAAATCATGTCTAATGCTAGGAACCTATATAACAACT --

1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 , 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1201 AGTATGGAAAACTAGTTTGCTTTAAAAGCATGTCTAATGCTAGGAACCTATATAACAACT 
1261 ACTGTACTTATACTA 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 
1261 ACTGTACTTATACTA 

l"lpra 12. All-..Jcnto de la -.c:ia nud_...,. ........,._de "- aenes •llAll-IU. de Sol-1/o 

11atll-- FVA-1 oon la .....,ua>eia de los a- ñUB de E. col# ETEC cepa Hl0407. En aolcJr verde M 

lndi.,.,. loa codones de inicio. en rojo loa CtOdonm ele láml- y en azul el sitio ele ... Ión al ribmom&. 
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1 
1 

S&CU&ltCZA DS Ala:KOÁC%DOS DSDOC%DA DSL GIDf 
e.J.t:A-.J<z.a:&' (1-797 pb) D& s. ga.1.1.:i.~ rYA-1. 

COD%GO Ull%VllUl8AL. 
'ftn'.AL DS AIC%KOÁC%D08: a§A. l"S80 ~: 30§89. 

&91a.'W'A~,..._1222CC'!E'l!G&rQlt•••pTft~lliiiGIZ&~~ 

N z T • r • • • • • z T r z r V z L L a 

TIC:8:C&,...._~'9C&aas ""9'nlWWWWZ:WWWCIC WW.W. 
• • L T a • o D • L T • a D • • • • D • 

121 ATPP"' rii ZCZZ& ~'WWTLICSl~WT .,,. 
•1 z a • • o o L .. • • e • • • T r D • o T 

1•1 e&aa'W.'W'A,...,,~"ft2' n ns ••••• "T 
U Q M • Z • L T D • A a 8 ~ 0 ~ 8 • Y a T 

2•1 aa,..===e· a::s awcae:saazus &UC'ICliioC'TTT ""' 
•1 D D o T V • • • L • L • • a • L a o Q • 

:101 &'1'&.,...'WCaalanL~wa9'&wa~wacrm nCS: ea·~ 
101 z L • o T • T r T z T V s a , a • • .. • 

:1a1 .... ,.....7Qa.~--- :a.n= F corrn:-=· ISCCSCIOll 
121 • V • D V L O V T • • • • T a Q • Y a & 

aTACC&TATWCWCW.W.W&W&,....acusc:~ a a :uczuacaaft' 
Z • T a Q Z T O W T a Y • • O V S 

••1 -.~W"'ISC&acc ·= ·n:nmm EL-__,m=··ac: ·==wa. 
1•1 D • a L • a • a • W a D a T T a • L • S 

s•1 caes a=crr:n uaz =mft'!tmca 1 asa ces •• m 
1•1 a • a • D o • a L a • • • • D • o a • a 

•01 eee··· •~cr== azos ·=·~·-·=·FFSC& 
201 a • • • s • • a • o • e • • • • a • z T 

•1111. Ga.--.WE ZUUULMS ' CU =•ase: ·-.:wcaa 
221 D D , C • a a T 0 • L a T Z T • a a T Q 

'ªª ...-=· GTTcS m=m - :za ~wc:am-cs zc --- m Z•s • • • • • o s • • D • a • • • D z • • • 

-res •~ 
Z•S Z a D • L 
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1 
1 

S•CUSNC:EA D• AIO:ROÁC%DOS DJIDUC%DA DllL GmR 
e.J.t:B-Z.ZJIES (1-372 pb) DS S. ga.1.1~ WYA-1. 

COD%GO Ull%v.aaar.. 
Ta.r.AL DS AHDIOÁC%DOS: ™· .. SO NO~: 13938. 

a'S'a&&~~~:cc:e:caazcz ec:ec 
N • a v a e • v L r ~ a L L • • L e a • 

'W: e ·==~·=·- -~ •=c·=·e'Bl'W'&Taela a a • o • z T • L e • • w a • ~ g z • T 

121 a-e·re·=a.-m&9'C&~'W'DllA-==·nocaee·=a·ee~<sc 

u s • o a s L • r T • • • a o a a • • v z 
181 &..aca--e·- •=• SZCAUOI ª X *f"911CW&9'&~ 

H s T r a • Q a T r Q V • y • Q • Q • z D 

2•1 ..,,,,..p•ppp••· ·~eee_,,,. snSM ,....._,~ 
n • a a a a s • a • a D T L a z a r L T • 

301 acc:aaa& ..... ~,,_.~,_..,..,,,. S'~'..-m:::a&WC 

101 T • z D a L e V • • • • T • • • z a a z 

3•1 arna~ 
121 ..... 

F ... ra. 13. Secualcia de -lno6cldos deducide de la -1a nucl-'dlc::a de los•- •llAB-11• de 

Sal,,,,.,,,.¡¡a ga/11-.,,, FV A-1. 
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5. 3. Clo•aci6• y •--lbrmaclH de los..-- dlAa-llU de S.~-
La digestión del pl6smido pJV-001 portando los genes elt.4B (1.276 pb) con EcoRI. 

liberó un fi'llamento de 1.383 pb que incluye a los genes elt.4B../ike y los extremos del 

sitio m61tiple de clonación. Este fta¡pnento cortado con EcoRI en la posición 796. 

produjo un fragmento de 886 pb y uno de 497 pb donde se encuentran localizados los 

genes elt.4-/ike y eltB-like. Esta digestión del fragmento de 1.383 pb indicó que los 

genes e/UfB-like f'Ueron clonados (F ... 14). 

-.nt-001 
517ti pb 

•••c:Za 
-~ • n mi 
- R.eailttnc:ia a Kulamicio• 
mfill R.eailtlDCia a Ampiciliaa 
D pUCClli 

Fl&•ra 14. Esquema del pl6smido p.JV.-1 utilizado para o:lonar los genes ellAB-llu 

de Sal1110,,,,lla galll-..,,, FV A-1. 

5. 4. Espn.16• de los se•- e/IAB-llu clollmdoe e• el plúmldo p.IV-001. 

Los productos de los genes e/UfB-like fUeron analizados por SDS-PAGE y tinción con 

nitrato de plata (Fls. 15. A), donde se observó una banda de 28 kDa y otnt de 

aproximadamente 1 1 kDa. a cuales corresponden a las subunidades A y B. 

respectivamente. de la entcn>toxina de S. ga//inanan. Estas dos bandas fUcron 

reconocidas con anticuerpos policlonales contra CT AR y contra CT A mediante We&tern 

blot (Fls. 15. B). 
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kD• 

28 

27.7 

9 

1 2 3 .. 1 2 3 .. 

Flpl'll IS. Electroforesis en gel de acril11111ida e inmunodetección de la toxina LT-/IA:e n:combin11111C de 

S. gallinaTNm. P1111cl A) SDS-PAOE al 12% teftido con nitnllo de plata: carril l. MPM; carril 2, toxinm 

CTAB; carril 3. CTA; carril 4. toxina pura L T-11/te ""'°"'binantc de S. gallinarum. P1111el B) 

lnmunotransf"ercncia: Clll'ril l. marcador de peso molecular; carriles 2 y 3 toxina CT-AB y CT-A. 

respectivamente; Clll'ril 4. toxina pura LT-/IA:e recombinantc de S. gallinaru,.,. 

S. 5- P•riflcac:i6• de la to:d•• L T -1/ú recombi•••te y ••tiv• de .S: g.Ullla,...,. 

De los cuatro litros de cultivo bacteriano preparados para cada cepa. se obtuvo un 

promedio de 40 mi de toxina cruda LT-/ike recombinante de S. ga/linarum, LT-li/re 

nativa de S. gallinarum y toxina L T de ETEC. La concentración de protelna cruda fue 

de 21.2 µg/µI para la toxina L T-like rccombinante, 23.8 µg/µI para la toxina nativa de S. 

ga//inarum y 43.9 µg/µI para la L T de ETEC. En la columna de afinidad las fi11cciones 

fueron eluidas a partir de la fracción 2.5 a la 4.5 (Graf'. 1). 

La eficiencia de la columna de afinidad (D(+)-Oalactosa). dio un volumen final de 1.8 

mi para la toxina LT-/ike rccombinante de S. ga/linanun, 1.4 mi para la toxina LT-/i/re 

nativa de S. ga/linarum y J .8 mi para la toxina L T de ETEC. La concentración de 

protelna purificada fue de 0.372 µg/µI para la L T-/ike rccombinante de S. ga//inanun, 

0.422 µg/µI para la toxina LT-/ike nativa de S. gallinanun y 0.778 µg/µI para LT de E. 

co/i H 10407 (Taba., 2). 
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Tabla. 2. Pnxlucción y Purificación de la toxina rccombin-tc L T-liü de S. ga//111Qn1•, toxina nativa de 

S. gal/lllOrlllft FV A-1 y E. col/ H 10407. Como ref"crcncia se utilizó CT de V. cita/.,,_ (lnaba 01). 

Bacterias Cultivo de Protcfna (mi) Concentración 
18 h. (mi) 

Inicial Purificada Cruda Purificada µgfµI 
µglµI 

E. coli DH IOB/pJVOOI 4000 40 1.8 21.2 0.372 

S. gallinarum FV A-1 4000 40 1.4 23.8 0.422 

E. coli H 10407 4000 40 1.8 43.9 0.778 

2.• 

2.4. 

2.2· 

2-

e ,_. 
e 

1 ,_ .. 
i 1.4 

1.2 

1 1 -e o.e. a 
o.e 
0.4 

0.2 

o 5 •• 15 ze 25 .Je ~f!J .- e 
Fr9Cdon•• de toxln• en une column• de ICl(+)-0.lmc:t-L 

--------------·------·-------------
Gr611ca. 1. Purificación de la toxina recombinantc de S. galllnaru•, LT-//u de s. galli_,.,,., y LT de 

ETEC, en una columna de D(+)-<lalactosa. 
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5. 6. Actividad blol6slea de la to:id•a LT-11/re de S. gldlla.,_ - c•ltlvo cel•lar. 

Los cultivos de células CHO y Vero se inocularon con S µglml de la toxina LT-/lke 

recombinantc y L T-/i/ce nativa. A partir de la primera hora ambas líneas celulares 

sufrieron cambios moñológicos caracterizado por elongación (Ffs. 16), los cuales 

fueron más evidentes a las 4 h con una deshidratación marcada de las cl!lulas CHO y 

Vero a las 9 h. En la F ... 16.1, A2 se observan los cambios sufridos por las células CHO 

a las 4 h, aunque la elongación füe más evidente en las células Vero (Fis- 16.1, ~).La 

elongación y deshidratación a las 9 h füe más marcada en ambas lineas celulares (FI .. 

16.2, ~y B.1). La actividad biológica de la toxina LT-/i/ce pura recombinante, a una 

concentración de !100 ng mostró un ef"ecto de elongación muy similar a las toxinas CT y 

L T usando las mismas concentraciones. 

La actividad biológica de la toxina L T-like recombinante sobre los cultivos celulares fue 

inhibida, al uatar la toxina con anticuerpos policlonales conua CT, calentamiento a 7!1 

"C por 1 S min y con proteinasa K., ya que no se observó ningún cambio morf"ológico. 

Con estos ensayos se confirmó que la toxina L T-/i/ce recombinante posee una actividad 

biológica similar a la toxina coll!rica CT (Fls. 16). 

16.1 16.2 

F ... ra 16. Células CHO y Vero expuestas a la toxina LT-//ú rccombin ... cc de S. gal//-.,,. (16.1) y 

LT-/14e de S. galllnanun (16.2) Panel A,. y A., efecto de la toxina en células CHO a lu 4 y 9 h, Al 

células CHO control, .... el B2 y B, efecto de la toxina en células Vero a las 4 y 9 h, 8 1 células Vero 

control. 
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5.7. Actividad blolóslca de la toal•a LT-11/le reeomblaa•te y •atlva de S. 

gtd/111.,_ e• asaa l•testl•ales Updaa de eo•ejo y pollo. 

La actividad biológica fue observada por acumuhu:ión de fluido a las 18 h en asas del 

ilion del intestino delgado de conejo y pollo, inoculadas con 100 µglml de toxina pura 

recombinante. toxina L T-lilce nativa. toxina L T de ETEC y toxina colérica (Fla- 17. A). 

El volumen promedio de fluido se<:~ en cada una las asas lisadas de conejos y 

pollo füe de 4S mi para la toxina L T·like recombinante de S. ga/linarum, 40.6 mi para 

L T-like nativa de S. ga/linanun, 4S mi para la toxina L T de ETEC-H 10407 y 46 mi para 

la toxina colérica CT (Fls. 17. B). El fndice de dilatación (ID) para la toxina 

recombinante de S. ga/linarum fue de 3.02 mi/cm. el ID de la toxina nativa L T-11/ce de 

S. ga/linarum füe de 2. 7 mi/cm. El ID para la toxina L T de ETEC fue de 3.04 mi/cm y 

para CT fue de 3.06 mi/cm. Todas las asas intestinales inoculadas con las toxinas flleron 

positivas ya que presentaron un ID superior a 1 mi/cm y el ID del control negativo 

inoculado con PBS füe de 0.2 mi/cm (Tabla 3). 

F._.ra 17. Actividad bioló¡¡ica de la loxina LT·llkl recombinanlC y nativa de S. galll_,,,,, en 11S11S 

ligadas de conejo y pollo. A) Pollos SPF, 18 h despub de..,.. inoculados"°" las toxinas. B) Asas u...-. 
de 15 cm, con secreción de liquido: a) Toxina CT de V. cito/e,_¡ b) PBS; e) Toxina L T·llú 

recombin1111tc de S. ga/llnanurr, d) Toxina LT·/ikl nativa de S. gal//-.,,,. FVA·I; e) Toxina CT de 

ETEC H 10407. 
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TABLA 3. Ensayos de actividad biológica de la toxina L T-lilce recombinante y nativa 

de S. gullinarum en asas ligadas de conejo y cultivo celular. 

Enterotoidna ID en ALC Ul/100µ1 CHO Vero 

(mi/cm) Encaltlvo % % 

celaa.r Elo•sació• Elonpci6n 

LT-llker (SG-FVA.I) 3.02 ± 1 20 90 100 

L T-llke (SG-FV A-1) 2.71±1 20 90 100 

LT (ETEC-HUM07) 3.CM±I 20 90 100 

CT (laabn 01, control) 3.06±1 10 90 100 

s. 8. Hlstopatologla del Intestino lnocalado - la toJdna LT-1//Je reeomblnante de 

s. glllll•-·--

La toxina L T-lilce recombinante provocó una inflameción en el tejido linfélico de las 

asas ligadas de conejo y pollo, se observó un aumento en el volumen del tejido con 

agregados celulares de linf"ocitos y polimorf'onuc:leares principalmente (Ffs.18: 1 y 2). 

Las vellosidades de la mucosa presentaron hipersec;reeión ecumulando aran cantidad de 

liquido dentro de ellas y en la luz del intestino. Sobre la submucosa se encontraron 

grandes cantidades de neutrófllos y eosinófilos. que ocasionaron - intlamaeión aauda, 
posiblemente por la ~ión de la toxina, c:omo se observa en la .... _ 18. Se 

enc::ontnuon los vasos linfkic:os coneestionados debido a la inflamación. La toX'- LT­

/1/re reeombinante de S. galli--. provocó ab'ofia y necrosis en las vellosidlldes, como 
consecuencia del dafto en la penncabilidad de la membrana (Jlls. l&l:A y 2:A). 

El dallo histolólJico causado por las toxinas L T-11/tl nativa de S. gol/"--., L T de 

ETEC y la toxina coláic:a CT lllmbiál mostranJn vellosidades atrofiadas y necrosadlls 

(Jl'ls. l&l:B-C). Es interesante mencionllr que las - lipdns de pollo. lnltadu - la 

toxina LT-11/tl recombinante y nativa de S. &ali'--. -uaron las m~ 

alteraciones observadas en 1- - de conejo; sin cmbarao. la ab'ofia de las vellosidades 

fue severa con intensa secreción celular (Jlls.1&2). Las asas utilizadlls como con1r0I 
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negativo no presentaron dafto. sólo se observó un ligero cambio autolftico con infiltnldo 

de ~lulas mononuclcares y el tejido alandular se encontró nonnal sin cambios (ll'ls. 

18.1 :D y :Z:D). 

Panel J. --

Pa•el:Z. 

Figura. 18. Cortes histopatológicos de asas de intestino inoculadas con toxinas purificadas. Panel 1: 

Vellosidades de conejo y panel 2: Vellosidades de pollo. A) Toxina LT·//11 recomblnmne de S. 

sal/lnanu11; B) Toxina L T-//u llllliva de S. ga/11-..-; C) Toxina CT. Conlrol positivo y D) PBS, 

conll'OI nqplivo. 
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6. DISCUSIÓN. 

Salmonel/a gallinarum produce algunos productos extracelulares que pueden estar 

implicados en la patogénesis de la TA.2 

Trabajos previos en S. gal/i,_.,m y S. pul/orwn han reportado la importancia de un 

plásmido de 8S kb en la vinalencia de estas bacterias.87·ª En el presente trabajo 7 de las 

11 cepas de S. ga/linanun aisladas de casos clfnicos, asf como las ce.,.s 91114-ATCC de 

S. ga//inarum y 10398-ATCC de S. pullorum. presentaron un megapl6smido de 

aproximadamente 8S kb. Este megaplásmido probablemente est6 involucrado en el 

f"enómeno di&n"eico ya que las cepas fueron aisladas de aves infa:ladas en granjas 

avfcolas. El fragmento de 1,275 pb amplif"acado a partir de DNA de p16smido de cepas 

de S. gallinarum y s. pu//orum puede estar asociado a su vinalencia. En estudios previos 

por nuestro grupo. se reportó en S. gal/lnarum la amplif"K:aCión de un fta¡pnento de 479 

pb a partir de DNA genómico. utilizando oligonucleótidos diseflados a partir de la 

secuencia del gen eltA que reportó Spicer y Noble.89 La secuencia de este fta¡pnento 

presentó una identidad del 9S% con el gen e/IA que c::odifica ,,... la subunidad L T-A de 

ETEC y 83% con el gen ctx.A.. Este último hibridó con DNA acnómico de diferentes 

cepas de S. ga//inarum.33 

Con base en lo anterior. nosotros amplificamos un ftapnento de 1.27.5 pb el cual 

codifica una toxina similar a L T a partir del DNA genómico y pl6smido. utilizando 

Iniciadores diseftados a partir de la secuencia de los genes que c::odifk:an pua la toxina 

LT de ETEC.74 En este trabatjo los genes que c::odifican ,,... la toxina LT-llU. se 

em:ontraron en cromosoma y en plúmido de varias cepas de S. ga/11__,. Es probable 

que exista una copia de los genes eltAB-lllle inte8"Kla. al cromosoma y en pl6smido 

como sucede en alpnas cepas de ETEC. ya que los plúmidos,. son elementos ~ 

se pueden transferir enue blleterias a travá de conjupeión. 37 El h¡pnento amplificado 

de 1.27.5 pb <na. 9) mostró una similitud del 98% coa los p11e5 e/IAB de E. coll 

enterotoxipnica (H 10407) y 79% con los aenes cl%.4B de V. c'-'"rac (Jlls. 12). La alta 

identidad entre los genes eltAB-/lke de S. ga/llnarum y los senes e/IAB de ETEC. indica 

que estos genes han sido transferidos de manera llorbontal a m6s especies y se 

encuentran muy c:onscrvMos. 

Estos senes cambh!n se han encontrado en el acnoma de ocras E. coll. 54 La 90euencia 

nucleotfdica de los genes e/IAB-llke de S. gal/I,__ delll0db6 que est*I contiauos. 
como se ha descrito para los genes que codifican pua la toxiaa crM y LT de ETEC.54 
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La secuencia de aminoácidos deducida de la secuencia nucleotfdica presentó una 

similitud del 93o/o y 9.S'Yo para las subunidades A y 85 de la toxina L T de ETEC (NCBI. 

sbs60731) respectivamente. mientras que para las subunidades A y 85 de la toxina CT 

de V. cholerae füe de 7.5% y 79"/o. respectivamente (NCBI. e•b.XS8785) (Fls. 13). 

Estos datos indican que los genes e/IAB-li/re de S. galli,_,_, ~ifican para una 

variante de la toxina LT. La toxina LT-/i/re R:Combinante y nativa de S. galli-.an 

presentaron una actividad biológica similar a la toxina L T de ETEC y CT de V. cho/erae 

en cultivos celulares (Fls. 16) y en asas ligadas de conejo y pollo (Fls. 17). Es 

interesante mencionar que esta es la primera vez, que se utiliz.a el modelo de asas 

ligadas en pollos. para evaluar la actividad biológica de una toxina y el resultado file 

similar al de asas ligadas de conejo (Fls- 17. A). En un trabajo previo, Urquiza 32 

observo actividad biológica en células CHO. utilizando el sobreruidante de cultivo y 

lisado de S. gal/inarwn, pero el ef"ec:to file menor al observado por nosotros. 

probablemente debido a que la toxina estaba mAs diluida. 

Por otro lado. en este trabajo los genes eltAB-li/re f"ueron amplificados a panir de 

plásmidos purificados y DNA genómico de S. ga//inarum, es importante mencionar que 

los genes que codifican para la toxina L T ·ll en algunas cepas de E. coli 

enterotoxigénicas se han localizado en ambos DNAs y los genes que codiflcan para la 

toxina L T -1 en ETEC se localizan en un megaplásmido, mientras que en V. cholerae los 

genes se encuentran en el genoma del biM:terióf"ago filamentoso CTXcl> integrado 

cromosoma. el cual usa como receptor la toxina cooreguladora del pili (TCP). ~.$2 

La toxina L T-///re de S. ga/11-.mr consta de dos polip6ptidos. las subunidades A y Bs. 

las cuales füeron anali7.8das mediante acles desnaturaliz.antes (SDS·PAGE) tenidos c:on 

nitrato de plata e inmunodetecc:ión (Fis- 15). En resumen, las toxinas L T ./llrie 

recombinante y nativa de S. gal//,__ presentaron ~ fisicoqufmicas y 

biológicas similaRs a la toxina CT de V. cholerae, ya que ftacroa irwc::tivadas por 

protcinasa K, anticuerpos contra CT y calentamiento a 56-C. Los cambios morf'olóaic:os 

en las células CHO y Vero en presencia de las toxinas ftacroa similares a los descritos 

por Carol y col .. "" ademá la toxina LT-11/re aglutinó los alóbulos rqos de conejo de 

manera similar a LT.77 En ensayos de inmunodeteccióa. la proceflw recombinanle LT­

/1/re de S. ga/11-- purif"lalda file reconocida por anticuerpos anti-CT.91
•
92 Por oao 

lado, en ensayos de ~lutinmción utilizando diluciones dobles 9lllriadas,. tanto la 
toxina recombinante LT-llke de S. galli-.arr y la toxina nativa de S. galli_._. 

hemoaglutinaron eritrocitos de conejo de manera similar a ocnis toxinas. 77 
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Las toxinas CT y L T se localizan en dif'erentes regiones de la bacteria. por ejemplo, en 

E. co/i entcrotoxigénica la toxina L T se encontró entre el 80 y 88% en el espacio 

periplásmico, mientras que existe entre un 9 y 18"'º en la membrana citoplasmática y tan 

solo entre un 0.2 al 0.4% en el medio externo. Por otro lado, la slntesis de L T en E. co/i 

silvestre es pobre, comparado con la cepa C-600 de E. coli transf'ormada con el 

plásmido pEWD-299.93 Esto puede explicar la dificultad para observar la presencia de 

estas toxinas en el sobrenadante de los cultivos; sin embargo. el ef'ecto de estas 

pequeftas cantidades de toxina purificada pueden observarse en cultivos celulares. El 

índice de dilatación por centímetro de intestino en conejos y pollos, causado por las 

toxinas L T-like recombinante y nativa de S. gallinarum fue muy similar al producido 

por las toxinas L T y CT (Tebla 3). 

Los resultados obtenidos en este trabajo, donde se evaluó la actividad de la toxina L T­

lilce y nativa en cultivos celulares. así como la secreción de líquido en asas ligadas de 

conejo y pollo. sugieren que esta toxina juega un papel importante en la dianea de aves 

infectadas con S. gal/inarum. En este sentido, nosotros observamos manifestaciones 

clásicas de TA en los pollos. 18 h posinoculación de las asas intestinales con las toxinas 

L T-/ike recombinante y nativa de S. gal/inarum. Las aves presentaron tristeza. malestar 

general y diarrea de color blanco-verdosa (Fls. 17.A), como se describe la enf'ennedad 

en la literatura. 2 

Por todo lo anterior, podemos proponer que las toxinas LT-//ke recombinante y nativa 

de S. ga/li-.nn descritas por nosotros, asf corno la probable participación de otras 

toxinas de la familia L T o ST (termo estables), juegan un papel importante en le 

vinllencia de esta tHM:teria y podrian partici.,.,. en el proceso de invasión y colonización 

de las "lulas epiteliales y posteriormente dif'erentes órpnos. ye que producen une 

intense inflameción en el tejido epitelial (Fla.18. A y B). En este sentido, se han 

reelizado ensayos en asas lis-las de pollo, como un modelo de invasión de S. 

enleritidb. 18
• ... •

95
•
96 Se debe considerar que. a pesar de la pan homologfa existente entre 

la toxina LT-/ilu! de S. ga/ll~m con la toxina LT de ETEC y CT de Y. choler-ae. es 

importante la valonción en el modelo especie-espccffico. ya que los cambios en le 

secuencie podrfan tener un cf"ecto en le inducción de le respt"CSla inmune respectiva. 

La amplificeción de los genes e/IAB-lilt-e en crom~ y plámido de S. golll-, 

podria suaerir que se encuentra una copia en ambos DNAs y que dichos senes. pudieron 

ser adquiridos por transfCrencia horizontal. Sin cmbarao, hllcen &Ita m6s trabajos de 

investigación pua c:orroborar su localización. 
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Por otro lado. se sabe que ciertas moléculas potencialmente inmunogénicas genran una 

intensa respuesta al ser aplicadas por vfa parenteral. esto se ha investipdo ampliamente 

para las enteroto1dnas producidas por V. cholerae y E. coli. En varios trahlúos se usaron 

las toxinas L T o L TB como adyuvante de la ureas& de Helicohocter pylori, 

observándose que la mezcla de ambas toxinas incrementa los niveles de lgCi en suero 

contra la ureasa. cuando son adminish'adas por vfa oral.66 Tambiál se ha observado que 

el uso de CT y LT-t• como adyuvante produce niveles altos de lgG especfficos contra 

antfgenos que tienen una pobre respuesta inmunogénica. 66 En la actualidad existen 

metodologfas enfocadas a producir protefnas recombinantes en grandes cantidades 

donde las toxinas CT y L T no son la excepción. Estas enterotoxinas pueden ser una 

herramienta importante en el diagnóstico serológico y molecular. asf como agentes 

inmunoestimulantes, en futuras vacunas que prevengan una gran variedad de 

enfermedades en animales de inten!s pecuario y como modelo para el humano. 

El estudio de factores de virulencia permite plantear el desarrollo de nuevas cepas. con 

el objetivo de utiliz.arlas como protección contra infecciones bacterianas de manera mlis 

eficiente. o que algunos de los genes caracterizados en este trabajo, pueden ser 

utilizados para el desarrollo de moléc:ulas acarreadoras. debido a que la toxina puede ser 

reconocida por ~ptores y permite liberar intracelularmente dichas mol4!culas. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permite abordar, desde otro punto de 

vista. alsunos de los mecanismos que inducen el desarrollo del sfnckome diarreico en 

las aves infectadas por S. gallt_,,,. Este U'llbajo ha generado varias interropntes, las 

cuales seria conveniente esclarecer con la finalidad de comprender la patopnesis de la 

tifoidea aviar. 

Desde el punto de vista epidemiolóaico, es importante deCectar la pesencia de 

enteroplásmidos en S. gallinanan y OCl'llS sal..-.elas aisladas de caos cHnic:os, con la 

finalidad de corroborar la presencia de los aenes ell.4.B-11/re. En este sentido. es 

conveniente definir Ja locali:raeión de ambos genes en el cromosoma o plámido. dlldo 

que pueden jugar un papel impol'tante en la virulencia. 

En el aspceto molecular, es conveniente continuar con los trab9jos enfocados a definir el 

mecanismo por el cual esta toxina LT-//ü de S. gol/'- es reaulada y waclada al 

espaicio ~fular. En este mismo sentido, 9Crfa _,,_lente ..iizar por 

cristaloarafla la estructura de la toxina L T-//ü con la finalidad de que la CU8Ctcrizaci6n 

sirva de apoyo a futuros ~os. Por otro lado. seria conveniente estudiar los rcceptol'CS 

que son reconocidos por Ja toxina L T-lilre de S. gal/'--• ya que poi' la alta 
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homologfa con las 1oxinas L T de ETEC y CT de V. cho/erae. consideramos que pudiera 

reconoce al gangliósido GM 1• Sin embargo hacen f"alta olros lrabajos que lo corroboren. 

Desde el punlo de vista inmunológico. la 1oxina L T-lilce füe reconocida por anticuerpos 

conlra la toxina CT de V. cho/erae. Por lal mocivo. serla conveniente evaluar las 

propiedades inmunológicas de esla toxina L T-lilce en un modelo animal. con la finalidad 

de ulilizarla en füauros trabajos. Esta loxina L T-lilce pudiera tener propiedades de 

superanlfgeno como sucede con las toxinas CT y L T. las cuales funcionan como 

inmunógeno y adyuvan1e incrementando la respuesta inmunológica de compuestos 

proleicos con pobre respuesla. Por lo tanto. si la toxina LT-lilce de S. gallinarum tiene 

dichas propiedades. serfa una hernunienta muy imporlante para el diagnóstico y 

prevención de la tifoidea aviar y olnlS paratif"oideas que af"ectan aves y humanos. 
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7. CONCLUSIONES. 

1 . Se aislaron y caracterizaron los genes e/IA y e/tB en Salmonel/a gallinarum. los 

cuales codifican para una enterotoxina L T-/i4e. Estos f'ueron amplificados por PCR a 

partir del ONA genómico y megapl6smidos. 

2. El gen e/IA-li4e tiene un tamafto de 79S pb y e/tB-lilre de 372 pb. están contiguos y 

tiene un tamafto de 1. 275 pb. 

3. El alineamiento de la secuencia nucleotfdica de los genes eltAB-lilre mostró una 

identidad del 98% con los genes e/IAB que codifican para la toxina L T de ETEC y un 

79"./o con los genes ctxAB que codifican para la toxina CT de V. cho/erae. 

4. El alineamiento de la secuencia de amino6cidos deducida de la secuencia nucleotfdica 

de los genes e/IAB-114e. mostró una identidad del 93% para L TA y 95% para L TB de 

ETEC. Con respecto a la toxina CT de V. cholerae. la identidad fue de 75% para CTA y 

79"./o para CTB. 

S. El peso molecular de las subunidades LT-A like y LT-B /i4e de las toxinas 

recombinante y nativa de S. ga/linarum file aproximadamente de 28 k.Da y 1 1 kDa. 

respectivamente. 

6. Se encontró que la toxina L T-//4e rccombinante y nativa de S. gal/inarum. posee 

caracterfsticas fisicoqufmicas similares a la toxina CT, ya que fue termolébil a 56 ºC por 

1 S min. se inactivó con protcinasa K. fue neutntlizada con anticuerpos policlonales 

contra la toxina CT y hemoaglutinó eritrocitos de conejo. 

7. La actividad biológica en cultivos celulares de la toxina purif"ICada L T-/i/re 

recombinante y nativa de S. ga//i_,_,, provocó cambios morf'oló¡iicos a las 9 h 

caracterizados por elonaación en c6lulas CHO y c6lulas Vero. 

8. La toxina purificada inoculada en asas li¡pldas iliacas de conejo y pollo. provocaron 

una hipersecreción y el fndicc de dilalación file de 3 mi en promedio y a las 18 h 

posinocul11eión. 

9. Las vellosidades de las asas ilillCas de conejo y pollo inoculadas con la toxina LT-///re 

recombinante y nativa de S. galllnarum, presentaron una intensa actividad secretora. 
similar a la presentada por la toxina CT de V. chokroe y L T de ETEC. 

1 O. Los pollos inoculados con la toxina L T-1//re reeombinante y llllliva de S. gol//--. 

presentaron sipos clúicos de la diarrea aviar CU8Cterizlldos por 1risteza y diarrea de 

color blanco-verdosa. como sucede en aves que pmdecen de forma natmal la tifoidea 

aviar (F ... 17). 
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