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RESUMEN.

La tifoidea aviar (TA) es producida por Salmonella enteritidis serotipo Gallinarum,
altamente contagiosa que afecta a aves de todas las edades. Esta enfermedad causa un
impacto econdmico entre los avicultores del pais y su control es una prioridad sanitaria
avicola. La TA se caracteriza por producir una diarrea acuosa de color blanco-verdosa,
similar a la producida por la toxina colérica (CT) de Vibrio cholerae y la toxina termolabil
(LT) Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). La toxina CT es codificada por los genes
ctxAB localizados en el bacteriofago CTX® integrado en el cromosoma y tiene un peso
molecular de 84 kDa. La toxina LT tiene un peso de 86 kDa y es codificada por los genes
ele4 B localizados en un plasmido. El objetivo del presente trabajo fue identificar, clonar y
caracterizar los genes que codifican para una enterotoxina LT-like de S. galliizér‘um y
estudiar la actividad biolégica de su producto recombinante en cultivos celulares y en asas
intestinales ligadas. Los genes fueron amplificados del genoma y de pldsmidos de S.
gallinarum mediante una reaccién en cadena de la polimerasa. El fragmento amplificado
para estos genes fue de 1,275 pb y por separado, el fragmento para ¢l gen eled-fike fue de
795 pb, mientras que para ¢l gen eltB-like fuc de 372 pb. El alineamiento de la secuencia
nucleotidica de los genes elt4B-like mostré una identidad del 98% con los genes eltAB y
un 79% con los genes ctx4B8. El alincamiento de la secuencia de amino#cidos deducida de
la secuencia nucleotidica de los genes eftd B-fike, mostré una identidad del 93% peara LT-A
y 95% para LT-B de ETEC. Con respecto a la toxina CT de V. cholerae, 1a identidad fue
de 75% para CT-A y 79% para CT-B. El peso molecular de las subunidades LT-A like y
LT-B like de las toxinas recombinante y nativa de S. gallinarum fue aproximadamente de

28 kDa y 11 kDa, respectivamente. Las toxinas LT-/ike recombinante y nativa de S.
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gallinarum, poseen caracteristicas fisicoqufmicas similares a la toxina CT, ya que fue
termolabil a 56°C por 15 min, se inactivé con proteinasa K, fue neutralizada con
anticuerpos policlénales contra la toxina CT y hemoaglutiné eritrocitos de conejo. La
toxina purificada L T-like recombinante y nativa de S. gallinarum provocé6 elongacion a las
9 h en células CHO y Vero. Las toxinas LT-J/ike recombinante y nativa inoculadas en las
asas intestinales ligadas de conejo y pollo, provocaron hipersecrecion y el promedio del
indice de dilatacion fue de 3 ml a las 18 h después de Ia inoculacion. Las vellosidades de
las asas intestinales de conejo y pollo inoculadas con ambas toxinas de S. gallinarum,
presentaron una intensa actividad secretora, similar a la presentada por la toxina CT de V.

cholerae y LT de ETEC.

Este trabajo fue financiado parcialmente por los siguientes proyectos.

1. Desarrolio de herramientas moleculares para ¢l control de la salmonelosis aviar. Fase I11.

PAPIIT, IN-223398.

2. Desarrollo de herramientas moleculares para ¢l control de la salmonelosis aviar.
CONACYT, No.27669-B.

3. Estudio molecular de enterotoxinas similares a LT para el control y la prevencién de la

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

Fowl typhoid is caused by Salmonella enteritidis setotype gallinarum, it is highly
contagious and affects poultry of every age. This disease has economical impact among the
poultry producers and its control is of poultry 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 cholerae and the thermolabile toxin (LT) enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC). The CT toxin has a molecular weight of 84 kDa, is encoded by
the cex4B8 genes, which are located in the CTXé¢ bacteriophage integrated into the
chromosome. The LT toxin has a molecular weight of 86 kDa and is encoded by the elt4B
genes harbored into a plasmid. The objective of this investigation was to identify, clone and
characterize the genes that encode for an enterotoxin LT-/ike of Salmonella galilnarum and
to study the biological activity of its recombinant products in cell culture and intestinal
ligated loops. The genes were amplified from the genome and plasmids of S. gallinarum
plasmids by polimerase chain reaction. The amplified fragment size for these genes was
1,275 bp and were amplified scparately; the fragment for the elt48 gene had 795 bp, while
the one for the eleB-like had 372 bp. The nucleotide sequence alignment of the eft4B-like
genes showed a percentage identity of 98% with the e/t4B gencs that codify for the LT
toxin ETEC and a 79% with the cex4B genes that encode for the CT toxin of V. cholerae.
The aminoacid sequence alignment deduced from the nucleotide sequence from elt4B-like
genes showed a 93% identity for L'T-A and 95% for LT-B from ETEC. As to the CT toxin
from V. cholerae, the identity was of 75% for CT-A and 79% for CT-B. The molecular
weigh of the LT-AJike and LT-B-Jike subunits from the recombinant toxins and native S.
gallinarum was approximately of 28 kDa, and 11 kDa respectively. The recombinant LT-
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like toxin and native S. gallinarum, showed physicochemical characteristics similar to the
CT-toxin, since it was thermolabile at 56°C for 15min, 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 clongation 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 3mli at 18hs postinoculation
average. The inoculated chickens and rabbits ileal loop villi with the recombinant LT-like
and native S. gallinarum, showed an intense secretory activity similar to the one showed by

the CT toxin of V. cholerae an LT of ETEC.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Panorama de la industria avicola ascioasl.

En diferentes éreas de la producciéon pecuaria, la avicultura es la més dinémica y con
mayor desarrollo tecnolégico, tan solo en los Gltimos S afios ha crecido a un ritmo anual
de 5.8% en produccion de pollo y 5.3% en huevo. La producciéon mundial de carne de
pollo de 1994 a 2001, mostrd un crecimiento de 5.3%% y las exportaciones en ese periodo
correspondicron a 28.7%, donde ¢l principal productor y exportador es los Estados
Unidos. La produccién mundial de huevo de 1994 a 2001 correspondié a 4.9%, en
promedio anual. En el afio 2000 México fuc 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 avicola nacional genera alrededor de 150 mil empleos directos y 750 mil
empleos indirectos, ademsés produce més de 4 millones de toneladas de alimento al afio.
En el afio 2000, la participacion dc Ia avicultura en el Producto Interno Bruto (PIB)
agropecuario fue de 8.3% y de 33.4% dentro del PIB pecuario. La avicultura en México
es la principal industria transformadora de proteina animal y ademés procesa 11.1
millones de toncladas de alimento balanceado y 7 millones de granos forrajeros
anualmente. El valor de venta anual de 1a producciéon de huevo en ¢l 2001 fue de 15 mil
021 millones de pesos, la de pollo es de 21 mil 876 millones de pesos. El valor de Ia
produccién de pavo es de 384 millones de pesos. El inventario nacional pecuario ¢s de
115 millones de gallinas ponedoras, 208 millones de pollos por ciclo y 801 mil pavos
por ciclo.!

En el 2002, el consumo per cdpita de huevo fue de 20.9 kg y el estimado de piezas por
habitante fue de 355 aproximadamente. Los nifios son los principales consumidores de
huevo, al ser un alimento con alto valor nutricional. El consumo per cdpita de pollo fue
de 20.06 kg y se estima que para ¢l 2003 sea de 20.09 kg por habitante y para ¢l pavo
fue de 1.90 kg. Esto origina que 6 de cada 10 kg de productos pecuarios que consumen
los mexicanos son came de aves y huevo.

De la produccién de huevo, ¢l 95% sc produce en siete estados: Jalisco, (43%), Puebla
(22%5), Sonora (8%), Nuevo Ledn (7%). La zona de la comarca lagunera (6%), Yucatén
(5%) y Guanajuato (4%).

La produccion de came de polios, ¢l 80% se concentra en once estados del pafs:
Querétaro, Jalisco y Veracruz con un (11%) cada uno, Pucbla (8%),. la zona de la
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Comarca Lagunera (10%). Nuevo Leén (7%4), Estado de México (6%)., Guansjuato
(5%). Yucatén (4%), Aguascalientes (796) y Sinaloa (5%). Los estados de Sonora y
Chihuahua son las dos entidades con mayor produccion de pavo en el pais, con 50% y
40%, respectivamente.

Considerando estec incremento en Ia producciéon de ia industria avicola nacional, el
precio de la came y huevo se han reducido (47%) en los Gltimos afios.! El interés por
incrementar ¢l consumo de productos pecuarios libres de agentes microbianos
potencialmente patégenos para ¢l hombre, obliga a la adopcion de pricticas adecuadas

de produccién y procesamiento.

1.2. Importancia de Ia tifoidea aviar en México.

La tifoidea aviar (TA) es una enfermedad becteriana producida por Salmonella
enteritidis serotipo Gallinarum, altamente contagiosa, que afecta a aves de todas las
cdades y provoca mortalidad. Las aves infoctadas presentan varios signos clinicos entre
los que se encucntran: depresion, anorexis, deshidratacion, plumas erizadas, boqueo,
diarrea de color blanco-verdosa. En aves adultas hay una disminucién marcads en la
produccién de huevo ¢ infeccion del mismo y por lo tanto una baja incubabilidad. La
diarrea producida por esta becteria es de tipo acuosa muy similar a la que produce
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).?

La avicultura nacional sc¢ ha destacado como una actividad zootécnica dinémica y
avanzada, pasando de ser deficitaria y dependiente en un 100% durante los afios
cincuentas, a cubrir las necesidades internas del pafs durante los sesentas.

La salmonclosis aviar ha ocasionado grandes pérdidas econSmicas cn la industria
avicola nacional, originadas por costos de tratamientos y vacunacién. Por ejempio, en
1984 en pollo de engorda se presentaron pérdidas por $ 3,573 millones de pesos; en
1987, ¢l impacto econémico anual por la tifoidea aviar o parstifoidea en gallinas
reproductoras pesadas sc calcul6 en $ 80,000 millones de pesos.”

Actualmente, la situacién de esta enfermedad en México es de 13 Estados libres, 10 en
erradicacién y 9 en control incluyendo el Distrito Federal.® Sin embargo, en los dltimos
afios los brotes de tifoidea aviar han disminuido, de tal manera que en abril de 1998 la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrolio Rural reporté sélo 24 aislamientos de
bacterias del géncro Salmonella en varios estados del pafs dentro de los cuales
posiblemente se encuentre involucrada S. gaollinares (Fig. 1).
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Es interesante mencionar que en los Gltimos 5 afios el Sistema Nacional de Vigilancia
Epizootiolégica s6lo repornté 4 focos de S. gallinarwm procedentes de los estados de
Pucbla, Hidalgo, Estado de México y Veracruz, como sc obscrva en Ia figura 1.° Por
otro lado, en el caso de S. puliorum el pais ha sido declarado libre de esta enfermedad,
ya que en los altimos 10 afios no se ha reportado ningan caso.”

Por lo que corresponde a infecciones por bactcrias del género Sal/monelia en ¢l humano,
la fuente puede ser muy diversa y en este sentido la Secretaria de Salud report6é 67,645
casos de salmonelosis en ¢l afio 2002.° Dentro de los casos publicados por Ia Secretaria
de Salud los serotipos més comunes son S. emteritidis, S. syphimurium, S. dublin® Es
interesante mencionar que S. gallinarum causa una infeccién leve en €l humano y que ¢l
estudio de este serotipo es importante ya que puede ser de utilidad como un modelo de
estudio para otras salmonellas, sobre todo si se considera que los fagotipos 2, 4, 8, y 13
de S. enteritidis, ademés de infectar al humano, también se han reportado con frecuencia
en aves de postura.'® Por tal motivo y considerando que ¢l impacto econémico que la
TA tiene entre los avicultores del pafs, su control sigue siendo una prioridad sanitaria
avicola, llevada a cabo por la Campafia Nacional contra 1a Salmonelosis Aviar a través
de la NOM-004-200-1993."’
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Saimonelosis aviar
(unio)

Figura. 1. Distribucié | de la sal losis aviar en la Repiublica Mexicana. Con flechas rojas sc
an los Estados donde sc han p do los alti islami de Sal, lla gallinarum.*

TESIS CON 4
FALLA DE ORIGEN




1.3. Caracteristicas del género Salimoncella.

El génecro Salmonella es un miembro de la familia E; b iaceae, en los Gltimos
afios este género se ha dividido en dos especies: S. emterica y S. bongori, con una
subdivision de S. emserica en scis subespecies: emnerica, sal ' @iz . diariz
indica y houtenae. Sin embargo, segin la clasificacion de Kauffimann-White ¢l agente
causal de la TA se considera como S. emseritidis serotipo gallinarum. Esta bacteria ha
recibido varios nombres: Bacillus gallinarum, B. sanguinarum, B. nphi gallinarum
alacalifaciens, B. paradysenteriae gallinarum, Eberthella sanguinaria, Shigella
gallinarum, S. gallinarum.'?

Este microorganismo ¢s un bastén corto de | a 2 um de largo por 1.5 pm de didmetro,
es Gram negativo y su férmula antigénica es: O:1, 9, 12, no forma espora, no presenta
capsula y se considera no mévil.'? Sin embargo, recientemente sc ha demostrado que S.
pullorsem porta los genes que codifican para cl flagelo (Fig. 2) y que dependiendo de las
condiciones en que se cultive, Ia bacteria puede expresario y por lo tanto desplazarse.'*
La bacteria crece con rapidez en caldo nutritivo, tripti soya, Ido Luria-Bertani
(LB), asi como otros medios enriquecidos como caldo selenito, tetrationato y también
en medios diferenciales como agar MacConkey, sulfato de bismuto, verde brillante, y
Salmonella-shigella. Este microorganismo cs acrébico, anserSbico facultativo y crece
mejor a 37°C, sus propicdades bioquimicas se caracterizan por metabolizar y acidificar
la arabinosa, dextrosa, galactosa, manitol, manoss, ramnosa, xilosa, fructosa, maltosa,
dulcitol e isodulcitol sin produccion de gas. S. gallinarum crece en gelatina, cisteina
hidroclorato y esto sirve para diferenciaria de S. psdiorum.'®

Este microorganismo es sensible a una gran variedad de agentes quimicos y fisicos, por
ejemplo, muere a 60°C por 10 min, puede permanccer visbie en ¢l agua por 20 diass,
pero muere en aproximadamente 24 h expuesto a la luz del sol. El fenol diluido 1:100,
bicloruro de mercurio diluido 1:20,000, asfi como pcrmanganato de potasio al 1%
inactivan al microorganismo en 3 min, mientras que la formalina al 2% lo inactivaen un
minuto. S¢ ha demostrado que S gallinarum, puede permanccer visble hasta 30
semanas en la cama de aves enfermas y aproximadamente 11 dias en las heces de los

pollos.'®
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Figura. 2. Microscopia electronica de Salmonelia emseritidis (A) y S. pullorum (B) aisladas de aves,
donde se lap ia de flagelos.'

1.4. Factores de virulencia ea bacterias del género Sa/monelia.

Las bacterias requieren de factores de virulencia para colonizar y sobrevivir a las
defensas del huésped y multiplicarse dentro de este. Convencionalmente se ha descrito
que la adherencia del género Sa/monella se lleva a cabo e¢n Ia mucosa del intestino
delgado, asi como en las células M. La penetracién al cuerpo puede ser a través de las
células M de tal manera que el 25% de las bacterias se localizan en las placas de Peyer,
lo anterior fue demostrado en cuyes y monos, dénde la infeccién ocurre en ¢l colén. Por
otro lado, Salmonella puede pasar hacia la lamina propia a través de los enterocitos,
provocando una respuesta inflamatoria. Las bacterias son fagocitadas por los
macréfagos y neutrdfilos, donde se multiplican y son transportadas a través del sistema
linféatico al torrente sanguineo.'>!”

Para conocer ¢l mecanismo mediante ¢l cual las enterotoxinas de bacterias del género
Salmonella producen la diarrea, se hicieron mutaciones en los genes sm de S
typhimurium. Las mutaciones mostraron una marcada disminucién de fluido secretado
en asa ligadas de ratén, cuando s¢ comparé con ccpas silvestre.'® Por otro lado, en
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conejos infectados experimental con Sali lla, se encontré una actividad del
sistema de la adenil ciclasa en la mucosa intestinal, lo cual sugiere que la secrecion de
fluido en células intactas del cpitelio es causada por enterotoxinas. También se ha
demostrado que en infecciones intestinales, S. typhimuriuom y E. coli enteropatégena
(EPEC) genecran la produccion de citocinas y otras seflales que atracn s los
polimorfonucleares, los cuales liberan prostaglandinas que estimulan la actividad de la
adenil ciclasa ecn las células intestinales dando como consecuencia un incremento del
cAMP que inhibe la absorciéon de sodio y la eliminacion de cloro por las células, estos
cambios asociados a la pérdida de agua originan ia diarrea.'%?°

La penetracion de S. ophimurium a la célula huésped estd mediada por genes que
codifican para un si de i6n tipo 11l que puede inyectar proteinas dentro de Ia
célula. (Fig. 3B). Por otro lado, el pladsmido de virulencia de Salmonella (spv), codifica
para una proteina de membrana que ayuda a la proliferacién de 1a b ia en ¢l sistema
mononuclear fagocitico del huésped.?' >

Las bacterias del género Salmonella, producen varias adhesinas entre las que se
incluyen; fimbrias tipo 1 codificadas por los genes fim, fimbrias codificadas por los
genes pef localizadas en el plésmido pSLT de 90 kb, la fimbria polar larga codificada
por los genes Ipf'y la fimbria delgada agregativa codificada por los genes ag/.

La fimbria codificada en ¢l plésmido pSLT, media la unién dec la bactcria a las
microvellosidades de 1os enterocitos. La fimbria polar larga media Ia agregacion a las
placas de Peyer. Similares pili se han encontrado en E. coli enteroagregativa (EAggEC),
dénde el pili agregativo pueden agregarse a las vellosidades del enterocito. El gen rck
codifica un protefna de superficie que confiere resistencia a S. fHyphimrium contra la
accion del complemento, esta protefna actia como adhesina y puede estar involucrada
en la invasién en cultivos celulares. ™

Un gran nimero de patégenos entéricos invaden células de mamiferos, en los cuales el
arreglo de la actina forma pscudépodos para englobar a las bacterias. En salmonela este
proceso se observa relativamente diferente al de otros patégenos entéricos. La union de
bacterias del género Salmonella a células en cultivo, causa cambios en la superficie
celular, aparentando una gots de liquido salpicada en una superficie sdlida (ryfffing),
con lo cual se inicia la intemacién de la bacteria (Fig. 3A). El ryffling vy la internacién
de Ia bacteria son acompafiadas de rearreglos de actina, las bacterias sc engioban en
vesiculas al penetrar la membrana celular y los filamentos de actina regresan a su
estado normal.?®
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Las islas de patogenicidad (SPl) estdn relacionadas con invasién, sobrevivencia
intracelular, apoptosis en macrofagos, toxigenicidad, etc. En S. gphimurium se han
identificado las islas SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4 y SPI-S.

La SPI-1 es un segmento de 40 kb localizado en ¢l centisoma 63 del cromosoma y esté
flanqueada por los genes fhl4 y muS. Esta compuesta por 45% de G+C, es conservada
en bacterias del género Salmonella, juega un papel importante en la invasion de células
epiteliales y apoptosis en macr6fagos. Esta SPI-1 contiene por lo menos 31 gencs, los
cuales codifican para ¢l sistema de ién tipo IIl, este corresponde a proteinas
efectoras, chaperonas y factores de regulacion. En salmonella los genes spa, sip, prg son
altamente conscrvados. El grupo de genes inv son responsables del ruflling sobre la
membrana de la célula huésped, todos estos genes (inv., spa, prg ¥y org) codifican
proteinas para ¢l sistema de i6n tipo IIL.

En esta isla también se encuentra ¢l gen sprP que codifica para una enzima tirosin
fosfatasa, la cual mimectiza la transduccion de sefiales en células cucariSticas. Esta
enzima puecde jugar un papel importante, alterando la respuesta de las células de la
mucosa y csta alteracién produce diarrea.?® Otras proteinas que también son inyectadas
son SipA y SopE. La proteina SopE activa a las proteinas G de las células huésped,
Cdc42 y Rac, que controlan la polimerizacion de la actina. Cuando SopE activa a las
proteinas G, estas inician ¢l proceso de ruffling. SipA se unc a Ia actina directamente ¢
inhibe la despolimerizacién, originando un incremento de la polimerizacién de esta. En
SPI-1 también se encuentran los genes hiid, invF, los cuales estdn involucrados en Ia
regulacion de otros genes de virulencia cn S. syphimriun 2326228

La SPI-2 csté localizada a 30.7 min en ¢l cromosoma de S. typhimurium, flanqueada por
los genes pykF y valV y tiene un tamafio de aproximadamente 40 kb. Esta isla contiene
cuando menos 32 genes que codifica proteinas que son inyectadas dentro de células
cucariéticas. Estas proteinas son sccretadas a través de un segundo sistema de secrecion
tipo II1 y juega un papel importante en la virulencia de Salmonelia, evitando la fusién
del fagosoma y cl lisosoma, para que no se forme ¢l fagolisosoma que pueda digerir al
microorganismo, 2025263738

La SPI-3 es un segmento de 17 kb localizado corriente absjo del gen se/C a 81 min del
cromosoma de S. Hphimurium y esta involucrada en la sobrevivencia dentro del
macrSfago. El gen selC es el sitio de insercién de dos islas de patogenicidad y un
retrofago en E. coli. Estd isia tiene 10 marcos abiertos de lectura organizados en seis
unidades transcripcionales, incluyendo el operSn mgrCB que codifica una proteina
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(MgtB) con alta afinidad para el transporte de Mg?*. Esta isla de patogenicidad puede
ser importante para que la bacteria sobreviva dentro del fagosoma de células infectadas.
Una caracteristica del fagosoma es su deficiencia en Mg>* y éste es esencial para
muchas bacterias, de tal manera que ésta puede ser una via por la cual se reduce la
actividad del fagosoma evitando la fusién del fagolisosoma. 20243728

La islas SPI-4 es un segmento de 25 kb localizado a 92 min corriente abajo de un gen
similar al que codifica para el tRNA ¢en ¢l cromosoma de S. o phimurium. Tiene 18
marcos abiertos de lectura (ORF) y puede constituir un operén. Esta isla, también esté
involucrada en la sobrevivencia dentro del macr6fago. Se ha encontrado que codifica 11
proteinas a través de los ORF-F y ORF-P. Los productos de los ORF-C, ORF-D y ORF-
R, son similares a las proteinas involucradas en la secrecién de toxinas.?”

La isla SPI-5 es un segmento de 7 kb (isleta) localizada corriente abajo del gen ser7 a
20 min en ¢l cromosoma de S. dubin y esté involucrada cn la enteropatogenicidad. Esta
isla codifica seis proteinas, que incluye a SopB ¢l cual es un inositol fosfato fosfatasa
que se secreta por Inv-Spa del sistema de secrecion tipo III, y PicC que es una pequecfia
proteina écida que funciona como chaperona de SopB. En la SPI-5 también se codifica
una proteina putativa de membrana, similar a una dipeptidasa de Lacrobacillus. Los
genes sopB/sigD y pipC/sigE son similares a los genes ipgD y ipgE que se localizan en
el pldsmido de virulencia de Shigella. Esta isla de patogenicidad se ha reportado en los
serotipos Iyphimaium, Emteritidis, Choleraesuis, Gallinarwmn y Pullorum. Los genes
sigDE de la protefna SirA, pero de la protefna HilA. La proteina SirA la transcripcion de
varios genes en Ia SPI-1 via HilA . 2%

Todas las islas de pstogenicidad aunado a la identificacién de los fagos lisogénicos
Gifsy-1 y Gifsy-2, que pueden contribuir a la virulencia, ya que ayudan a la bacteria a
sobrevivir durante la fase sistémica de la infeccién. Pocos genes encontrados en estos
fagos Gifsy han sido caracterizados, por ¢jemplo, sec sabe que en S Hphimrism Gifsy-
2, la DLso se incrementa significativamente. Este fago porta el gen sod que codifica para
una superoxido dismutasa, enzima quc convierte ¢l superéxido téxico en peréxido
menos téxico, lo cual syuda a Ia bacteria para que sobreviva al ataque oxidativo de los
macrSfagos. El fago Gifsy-2 también porta al gen grvd (Gipsprelased virnlence) y sc ha
observado que cepas de S. Hyphimurium que carecen de este gen, al ser complementadss
son més virulentas. El gen spvB codifica una toxina ADP-ribosilada que modifica
directamente a la actina ¢ interrumpe totalmente al citoesqueleto. Los genes spv son

9

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



regulados por spvR, el cual es regulado por la proteina RpoS que controla la expresion
de muchos genes en la fase estacionaria. *°

A B
Figura. 3. En el esq! A se cl rufflig para la penetracion de Sa/monelia en la célula huésped.
En el esq B se los si de ion. >

En S. gallinarum pocos factores de virulencia han sido descritos, se ha reportado un
plasmido de 85 kb, el cual jucga un papel importante en la virulencia de la TA.* Por
otro lado, se han hecho mutaciones funcionales en ¢l sistema de secrecion tipo 111
codificado en las SPI-1 y SPI-2 , donde se ha observado que SPI-2 es requerida para que
S. gallinarum sobreviva dentro del macrofago y sec multiplique dentro del sistema
mononuclear fagocitico.”'

Por otro lado, se report6 la presencia de toxinas en el sobrenadante del cultivo las cuales
causan dafio en concjo.”. También han observado que una protcina de 66 kDa del
sobrenadante del cultivo y proteinas periplasméticas de S. gallinarum producen
elongacion en células CHO. La actividad biologica de estas proteinas es de 1.1 y 1.6
unidades intemacionales, respectivamente.??

Las toxinas producidas por el géncro Salmonella jucgan un papel importante en Ia
virulencia de estas bacterias. En este sentido en S. gallinarum previamente se¢ reporté un
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fragmento de 479 pb, ¢l cual presenté una similitud del 95% con el gen e/e4 de ETEC y
del 83% con ¢l gen ctxA4 de V. cholerae ™

Otros factores de virulencia que también se han reportado en el géncro Salmonella son,
toxinas similares a la enterotoxina termoestable (ST) reportada en ETEC y a la toxina
Shiga-like (SLT). La toxina ST se divide en dos grupos: STa y STb. STa se caracteriza
por inducir Ia acumulacion de fluido en ¢l intestino de ratones cuando se administra por
via oral, es resistente a la degradacién por pH bajo, proteasas que se encuentran en el
intestino y puede ser neutralizada por anticuerpos especificos. ST es producida por
cepas de ETEC aisladas de humano, bovino y porcino. El mecanismo de accién de Ia
toxina STa, es la elevacién del guanosina 3°, 5° monofosfato ciclico (GMPc) en células
del epitelio intestinal. Esta toxina es insoluble en mectanol y activa en intestino de ratén,
ratas, vacas, y concjos. Los genes que codifican estas toxinas STa y STb se encuentra
también en un plésmido.?®>*

La verotoxina SLT es termolébil y se considera dentro de 1a familia Shiga, se encuentra
presente en cepas de E. coli aisladas de enfermedad del edema en cerdos. La toxina es
letal para células Vero por lo cual se le denomina verotoxina (VT). Es muy similar en
estructura y funcién a la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae, tiene un peso
molecular de 70 kDa y esth compuesta por una subunidad A (polipéptido) de 32 kDa, la
cual estd unida no coval mente a la subunidad B, Ila cual es pentamérica y cada
monémero tiene un peso de 7.7 kDa. La toxina SLT produce enfermedad del edema en
humanos, diarmmea en bovinos y cerdos, asf como colitis hemorrdgica en vacas. En
humanos la toxina SLT también produce el sindrome urémico hemolftico, con dafio en
el endotelio vascular del érgano blanco, produciendo un edema marcado, hemorragias y

trombosis. >4

1. S. Eanterotoxinas CT y LT.
La toxina colérica (CT) de Vibrio cholerae y la enterotoxina termoldbil (L T) de

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), son moléculas que estimulan la produccién
del AMPc en las células intestinales, produciendo como consecuencia el sindrome
diarreico. Estas enterotoxinas estén compucstas por una subunidad A y una subunidad
Bs pentamérica, que sc parecen funcional, estructural ¢ inmunoiSgicamente. En S
guallinarum sc reporté un fragmente de 329 pb el cual presenta una identidad del 95%
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con el gen elt A de ETEC y 83% con ¢l gen cixA de V. cholerae y 1a secuencia de
aminodcidos deducida de este fragmento nucleotidico fue similar en un 88% con LT-A
y en un 91% a CT-A.*® En las toxinas CT y LT, el polipéptido A posee la funcién
enzimadtica especifica que actiia intracelularmente y el polipéptido B sirve de unién a la
holotoxina para el receptor que se cncuentra en la membrana de las células
eucariéticas.?*>° La holotoxina CT tienc un peso molecular de 84 kDa y la subunidad A
madura tiene un peso molecular de 27.215 kDa. Esta subunidad puede ser
proteoliticamente dividida para genrar dos cadenas polipeptidicas (A y A2). El péptido
A, estA constituido por 195 aminoécidos y un peso de 21.8 kDa, el péptido A; tiene un
tamafio de 45 aminoéicidos y pesa 5.4 kDa. Después de partirse proteoliticamente,
ambos péptidos siguen unidos por un puente disulfuro antes de intemarse en la célula
huésped. La subunidad Bs es una proteina pentamérica compuesta por 103 aminoécidos
Yy tiene un peso molecular de 11.6 kDa. Esta subunidad e¢s la que se une al receptor

(Fig. 4).>¢

28,000 Da
0 21,000 Ds
An
Figura. 4. Modelo de las toxinas CT de V. chaolerae y LT de E. coli, donde sc los dos domini
la subunidad A y los 5 moné de 1a subunidad B (JVN).
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La familia de toxinas LT se dividen en dos grupos principales, LT-1 y LT-11, los cuales
cruzan inmunolégicamente; sin embargo. LT-1 es necutralizada con anticuerpos contra
CT. Las enterotoxinas LTs son proteinas heterohexaméricas con un polipétido A que
varia entre 240 y 243 aminoacidos y un polipéptido B de entre 99 y 103 amino#cidos
(Fig. S). Esta subunidad sc une fuertemente al gangliésido GM; a través de eniaces no
covalentes y también de manera débil al GD)b, asi como algunas glicoproteinas del
intestino. La toxina LT-I es expresada por cepas patégenas de E. coli aisladas de
humanos y animales, micntras que LT-II se encuentra principalmente en cepas de E.
coli aisladas de animales. La toxina LT-I tiene dos variantes, LTh-1 y LTp-I, debido a
Que se aistaron de humano y cerdo, respectivamente.**>7>* La holotoxina LT-1 tiene un
peso molecular de aproximadamente 86 kDa y su cstructura por cristalografia fue
descrita por Sixma y col. (Fig. 5).” Esta toxina esth compuesta por una subunidad A de
28 kDa Ia cual contiene el sitio activo, se divide proteolfticamente cn ¢l polipéptido A,
que pesa 21 kDa y ¢l péptido Az de 7 kDa. El péptido A:; se une a la subunidad Bs
pentamérica que tiene un peso promedio de 11.5 kDa cada monémero.>*??

La principal caracteristica de la subunidad B dec ambas toxinas (CT y LT), incluye una
pequefia estructura N-terminal oc-hélice y dos hebras triples antiparalclas de hojas B
llamadas hojas 1 y 11. Un puente disulfuro entre los aminoécidos 9 y 86 conecta la hélice
N-terminal con la hebra PS5 localizada en ¢l C-terminal a Ia mitad del monémero. La
subunidad B forma un pentdmero que interacciona entra la lémina p de un monémero y
Ia lémina 11 de un monémero adyacente. Cada mon6mero contiene una gran hélice o
central (aminoécidos 59 y 78) y en forma pentamérica Ias hélices forman un barril,
formando en el centro del pentémero un poro con dismetto de 11 a 15 A (1.1 a 1.5 nm).
En ¢l C-terminal del poro formado por ¢l pentdmero, se une al péptido Az a través de
miiltiples interacciones. El péptido A es una gran hélice « N-terminal que se extiende
fucra del pentimero B ¢ interactia con la subunidad A;. Esta molécula forma una
estructura similar a un triéngulo con una base de 57 A (5.7 nm), esta estructura ¢s
homoéloga a la region catalitica de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa y la

toxina diftérica (Fig. 5).%¢
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1. 6. Plegamiento, Easambiaje y Secrecion de enterotoxinas.

Existe una gran variedad de trabajos en los cuales se¢ explica ¢l sistema mediante el cual
algunas toxinas son transportadas a la superficic de la membrana externa. El
plegamiento, ¢l ensamblajec y la via de secrecion de CT y LT se han analizado en gran
detalle, de tal manera que CT sirve como un prototipo para otras proteinas secretadas a
través del sistema general de secrecion o sistema tipo . Recientemente, sc¢ ha
demostrado que LT se libera en 1a superficic de la memb e int tia con cl
lipopolisacérido (LPS), formando vesiculas que llevan la toxina LT al receptor GM,,
la hué d. D ¢s de sintetizarse, Ias subunidades A y Bs

2 { o

que se encucentra en la cél
de la holotoxina, son ensambladas y transportadas a través de la membrana celular, para
ser secretadas en el periplasma después de anclarse los residuos 18 y 21 del péptido
sefial, respectivamente.’**® La secrecién de CT se rcaliza en tres pasos a través del
sistema de secrecion tipo 1, estos son: 1) translocacién a través de la membrana interna,
2) plegamiento en ¢l periplasma 3) la secrecion a través de la membrana externa. Las
subunidades individuales de la toxina son primero producidas como proteinas
precursoras con un tipico péptido sefial N-terminal. Después de la translocacion a través
de la membrana citoplasmitica via sec, los péptidos sefial son removidos y las
subunidades son liberadas dentro del periplasma, donde sc ensamblan no
covalentemente dentro de una holotoxina formada por el complcjo ABs, que ¢s ayudado
por la isomerasa disulfuro DsbA (TcpG).>*'*> Unicamente cuando sc¢ cnsambia el
complejo de Ia toxina, atraviesa ia membrana externa en un segundo paso que requiere
de VepD y productos de 12 genes adicionales que participan colectivamente en la
secrecién de proteinas extracelulares.* El pentdmero Bs licva la informacion pama Ia
transiocacion en la membrana externa y la subunidad A cs secretada por estar asociada
con ¢l complejo Bs %42

Este sistema general de secrecién esté constituido por proteinas conservadas, que son
codificadas por un grupo de 13 a 15 genes en un operén que permiton la secrecion a
través de membrana externa.*’ Se ha observado que LT se secreta de la misma mancra
que CT, cuando los genes elt4B se clonan en un plésmido ¢ introducen en V. cholerae.
Sin embargo, se sabe poco sobre el mecanismo por ¢l cual se secreta LT, pues sélo se ha
reconocido una proteina para el sistema de secrecién tipo I en ETEC H10407
(serotipo:O78:H11). Los amino dcidos de dicha via secretora, tiecnen homologifa con Is
proteina tipo 11 de la via secretora requerida por V. cholerae para la secrecion de CT.**
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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-1Ib para demostrar la via secretora del polipéptido B de ambas toxinas al
medio cxtracelular. Esto sugiere, que la via de secrecion de las toxinas LT-11a y LT-1Ib
pueden ser de tipo I, como sucede con ¢l transporte extracelular la toxina CT.*

Figura. 8. cristal delah ina L.T de ETEC. La subunidad A,.

enlapmesupenor Y sc conecta al pentimero B s través dchmhelieo'dnl del

péptido A,.>”
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1.7. Mecanismo de acciéa de las toxiaas CT y LT.
El de acciéon de CT y LT es similar, ya que ambas toxinas estimulan bésicamente a ila

adenil ciclase cn las células epiteliales del intestino, dando como resultado una
patologia que se caractecriza por hiper ion de ek olitos y agua por las células
cpiteliales. En ¢l intestino, la subunidad B se une especificamente al oligosacérido del
gangliésido GM, de la membrana del enterocito. La toxina LT también reconoce los
glicoproteinas que se encuentran en los bordes de las vellosidades de! intestino (Fig. 6).
Estas toxinas se caractcrizan por tener 1as siguientes actividades biolégicas: produccion
de diarrca, acumulacién de fluidos cn asas ligadas de ratén o conejo, permeabilidad
vascular en la piel de conejo, clongacién de las células de ovario de hémster chino
(CHO) y Vero (African green monky kidney), ademds, estas enterotoxinas inhiben Ia
proliferacién en células adrenales, aglutinan a los glébulos rojos de conejo y pueden
actuar como adyuvantes de otras moléculas que son poco antigénicas.>*® Los cambios
morfologicos en células CHO producidas por estas toxinas también se¢ han observado
con lisados y sobrenadante de cultivo de S. gallinarum.>?

Las dos toxinas son enzimas que interficren con la transduccion normal de sefiales en la
célula animal, de tal mancra que catalizan la transferencia del adenosina difosfato
(ADP-ribosa) desde ¢l nicotinamida adenina dinuclestido (NAD® a la subunidad oc de
las proteinas G, localizadas en Ia cara citosSlica de Ila membrana plasmitica,
bloqueando su actividad G TP, y de csa forma mantiene la G, permanentemente activa.
Esto provoca una continua activacion de Ia adenil ciclasa de las células cpiteliales del
intestino y un adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) crénicamente elevado, que
desencadena una secrecion continua de CI', radicales de bicarbonato (HCO3") y agua
dentro de la luz intestinal. Las holotoxinas CT y LT son introducidas dentro de las
células epiteliales de la mucosa del intestino delgado, por la via de la endocitosis donde
A, sc translocs a través de la membrana vacuolar y pass a través del aparato de Golgi
por un transporte de retroceso. Este polipéptido cataliza ia ADP-ribosilacion de Ia
arginina 201 de¢ la subunidad o< de la protefna G, que es una molécula heterotrimérica y
esth compucsta de Ias subunidades « de 39 a 46 kDe, B de 37 kDa y y de 8 kDa.>47 E|
ADP que es dependiente del NAD y la protefna G, ADP-ribosilada activa a la adenil
ciclasa Ia cual provoca niveles sobrenormales de AMPc. El AMPc es un mensajero
intracelular que reguls ¢l transporte en las membranas de varias células cpiteliales del
intestino y otras enzimas de ia célula huésped, por lo cual tiene un efecto sobre el
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citoesqueleto. El resultado es un incremento de aniones, predominantemente CI” por un
efecto directo y HCOj™ indirectamente por las criptas celulares y un decremento en la
absorcion de Na* y CF por las células. El AMPc tienc un efecto importante sobre ¢l
transporte basal y los niveles de calkcio intracelular, por lo que una alteracién puede
incrementar los efectos en el fluido y transporte de iones.>**” Desde otro punto de vista,
la principal actividad de CT-A y LT-A dentro de la célula, requicre de varios factores
dentro de los cuales se incluyen, agentes reductores, NAD, GTP y proteinas del citosol.
Los agentes reductores son requeridos para separar ¢l fragmento A; de 1a holotoxina. El
polipéptido A, cataliza al NAD por medio de una hidrélisis para dar una ADP-ribosa y
transfiere ADP-ribosa del NAD a compucstos de guanidina, asf como arginina y a
varias proteinas. Varias de esas protei solubles y la membrana son requeridas para la
ADP ribosilacion y activacion de la adenil ciclasa por CT y LT. También la ADP
ribosilacién requicre GTP para su activacién.*® Al elevarse los niveles del AMPc dentro
de la célula, hay un incremento en la secrecion de iones de CI', Na* y agua, dando un
efecto osmético, con pérdida de clectrolitos y por lo tanto se produce una diarrea
profusa ( Fig. 6).3547

TOXINASCT Y LT

Membrana celular

Pérdida de nutrientes
Na* H,O CI K* HCO;-

Receptor
gangliésido

1

Incrementa te activided de la quug, § _AMP

Figura. 6. Esq del i de ion de la ina colérica (CT) y la toxina termolébil (LT ) de
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1.8. Geaética de Ias toxinas CT y LT.

Los genes ctx4B y eltA4B, codifican para las subunidades A y Bs de las toxinas CT y LT,
respectivamente. En V. cholerae los genes cixAB estan arreglados en un operén, de
aproximadamente 7 kb.** Los genes czx4B y eltAB tienen una identidad det 78% y Ia
homologia en su secuencia de amino&cidos es del 80%. Estudios sobre el origen
evolutivo de las toxinas sugieren que los genes cix4B se originaron hace 130 millones
de afios en V. cholerae y después fueron adquiridos por E. coli.®® En V. cholerae, ¢l
oper6n donde se encuentran los genes cix4B sc localiza en un fago lisogénico
filamentoso (CTXO) integrado en el cromosoma,*>*'-*2 también se ha encontrado que
los genes que codifican la toxina LT-11 en £E. coli se localizan en el cromosoma. Los
genes eltAB que codifican para la toxina LT-I de ETEC se localizan en un plésmido con
un tamafio de aproximadamente 60 Kb_53-34%

Las dos subunidades de la toxina CT de ETEC son codificadas en dos diferentes marcos
abiertos de | que se ntran traslapados. Las dos primeras bases del codén de
término (TGA) del gen cetx4 son las Gltimas dos bases del codén de inicio del gen cixB
(ATG). El gen crxA codifica para un producto de 258 amino écidos, los primeros 18
residuos son un péptido sefial y el producto del gen cixB es de 124 amino #écidos,
incluyendo un residuo dec 21 amino #&cidos que corresponden al péptido sefial. Los
cistrones A y B poseen sitios de union al ribosoma inmediatamente cosriente arriba de
su codon de inicio y 1a unién del gen cexB se localiza en el extremo 3° de la secuencia
del gen cix4. La expresion de la holotoxina, es miés eficiente debido a existe una fuerte
uni6n al sitio del ribosoma para la subunidad B.*¢

Sec ha reportado que cepas de V. cholerae Ol contienen miiltiples copias del operdn cex.
Las cepas clisicas contienen 2 copias del operon, las cuales estin secparadas en el
cromosoma a una distancia desconocida; sin embargo, la cepa el Tor contiene sélo una
copia del opertn czx, pero aproximadamente el 30% contiene dos © més copias de genes
adyacentes. Dentro del operén cex los genes zot y ace se localizan en la region centro de
4.5 kb, flanqueando esta regién, estén una o més copias de 2.7 kb llamadas RS1 (Fig.
7). De esta manera recombinaciones entre secuencias RS 1 pueden lievar a un duplicado
de la region centro, as{ como una delecion y duplicarse. La cepa ¢l Tor de V. cholerae,
después de tres pases en intestino de conejo, expresa altos niveles de CT y contiene més
copias ctx que Ia ccpa inoculada originalmente, la amplificacién in vivo puede ser
aumentada por la presencia de un factor de colonizacion en la region del centro de 4.5
kbs. Las secuencias RS1 codifican un sitio especifico transposable que puede insertarse
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dentro de una secuencia cspecifica de 18 pb llamada a#RS 1, de tal manera que cepas
que carccen de csta ia no prod CT. Variaciones en tres posiciones

nucleotidicas originan tres genotipos del gen cexB.>¢

cep ogU ace zot cexA4
t—
——
RS1 RS1
ace CTA TGA zo¢ ATA TTT TGA TTTTTGAT cex4 TTA TGA
200 ATG AGT toxR TTT TGA TTTTITGAT cexB ATG ATT

Figura. 7. Arsrcglo de los genes cix4B, ace y =of en la regién central del fago lisogénico CTX®
imegrado al de V. cholerae. Los ¢l RS1 se encuentran en ambos lados de la region

occntral ¢33

1.9. Regulaciéa de los geaes ctxAB y eltAB que codifican Ias toxinas CT y LT.
Bacterias del género Salmonella, ast como V. cholerae y E. coli, residen en diferentes
ambientes, por ¢jemplo, en el intestino, en ¢l agua y materia contaminada. Estos
ambientes difieren en muchos aspectos, como la temperatura, la osmolaridad y el tipo y
los niveles de nutrimentos. Esto hace que las bacterias requieran de diferentes genes
para su desarrollo. V. cholerae tiene un regulén especifico para crecer y sobrevivir en el
humano, lo cual hace que responda a sefiales del ambiente. Este regulén estd bajo el
control de la proteina ToxR (32.527 kDa), que es codificada por el gen saxR. Esta
protefna es un activador transcripcional, que controla Ia expresion de la toxina colérica,
los pili y proteinas de la membrana externa en V. cholerae.>7>®
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Las expresion de la toxina CT e¢s regulada por varias condiciones ambientales, por
ejemplo, cultivos bacterianos incubados a 30°C, producen niveles miés altos de toxina
que do se incuban a 36°C. La tcmperatura cs regulada por Ia proteina ToxR
localizada en ¢l periplasma de Ia bacteria, que censa las scfiales medioambientales.” Por
otro 1ado, un medio con pH de 6.6, asi como una concentracion adecuada de oxigeno
favorece la produccién de CT.3*% De esta mancra, las scfiales que regulan la expresion
del regulén ToxR promueven la expresion de CT. También sec sabe que V. cholerae y
E. coli ETEC, requicren de una ad da concentracion de iones en el medio de cultivo
para que se expresc una 6ptima concentracién de toxinas CT y LT, lo cual sugierc que
la osmolaridad es una scfial reguladora. Los aminodcidos como asparagina, arginina,
glutamato y serina en el medio de cultivo, también inducen la sobrexpresion de estas
enterotoxinas.®' La osmolaridad del suero sanguineo, que equivale a 150 mM de NaCl,
y la accién de proteasas sobre los aminodcidos pudieran favorecer la colonizacién por
estas bacterias en el epitelio intestinal.***? Por otro lado, CO: a una concentracion del
5%, asf como sales biliares en los cultivos de V. cholerae, incrementan la produccién de

la toxina CT.

Las sefiales ambientales regulan la expresion de factores de virulencia en bacterias
patégenas, por cjemplo, en bacterias del género Salmonella, la osmolaridad, falta de
nutrimentos, estrés, pH y la microgravedad en la fase de crecimiento, afecta numerosos

par&metros de virulencia en este microorganismo.53%3

1.10. Receptores de las toxiaas CT y LT.

El receptor de la toxina colérica y la toxina LT es el gangliésido GM, . La subunidad Bs
reconoce a S monosacéridos del GM, expuestos en la superficie de la membrana celular.
La unién polipéptido Bs al receptor GM,, es a través del triptofano 88 de cada uno de
los mon6émeros del polipéptido, que se une a los carbohidratos del receptor localizado
en las células epiteliales del intestino. Se ha observado que substituciones de una lisina
por la arginina 7 causa una desestabilizacion substancial en ¢l asa que comprende los
residuos 47-56 y por lo tanto, ocurre un cambio que evita Ia unién al sustrato. Por otro
iado, la substituciéon del aminoécido lisina por la valina 97 inhibe 1Ia actividad catalitica
de la toxina. En la toxina CT, la lisina de la cadena de aminodcidos de los monémeros
de Bs, ocupan un lugar cn ¢l interior de la cavidad del receptor, desplazando moléculas

de .8“.'3"6.'6’
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La subunidad pentamérica Bs de la toxina presenta una actividad similar al de una
lectina, para unirse al receptor especifico de la membrana de la célula blanco, esta unién
es de alta afinidad y estabilidad. La accién de las toxinas CT y LT sobre la célula
epitelial, s caracteriza por una fase de intervalo entre Ia unién de la toxina a los
receptores GM; de la superficie cclular y es el primer signo detectable de toxicidad.
Durante esta fase de revestimiento ocurren varios eventos como Ia polarizaciéon de las
células epiteliales, incluyendo el tréfico del polipéptido con actividad enzimética de los
receptores en la superficic de la célula, al aparato de Golgi y el reticulo endoplésmico de

la célula.®®

1. 11. Utilizacién de las toxinas CT y LT como inmundgenocs y adyuvaates.

La inmunidad conferida por protcinas administtadas por mucosa ©s pobre y
frecuentemente se recusre a un adyuvante. En este sentido, las toxinas CT y LT son un
potente adyuvante mucosal, que sc ha usado para inducir inmunidad protectora contra
Helicobacter felis y Helicobacter pylori en ratones. L.a subunidad LTB tienc una
actividad de adyuvante cuando sc usa con la urcasa de #. pylori por via pearenteral en
ratones y sc ha observado que hay proteccion contra H. pylori cuando los ratones fueron
desafiados, esta inmunizacién aumenta los titulos de IgG en el suero como cuando se

usa hidréxido de aluminio como adyuvante.®
Sc ha observado que ia subunidad A de CT y LT-1la coadministradas con ia regién de

unién salival (SBR) de Ia adhesina Agl/1I de Strreptococcus, inducen una respucsta alta
de anticuerpos IgG; cn plasma ¢ IgA en mucosa de ratones inoculada por via intranasal.
Estas protefnas quiméricas, aumentan significativamente la expresion de células B (B7-
2) y proliferacién de células T CD4" en ratones.”5*
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO.

Considerando que la tifoidea aviar causada por S. gallinarum sc caracteriza
principalmente por causar una diarrea acuosa cn las aves, y que origina pérdidas
importantes para la avicultura nacional. Es conveniente establecer el mecanismo por cl
cual S. gallinarum produce Ia diarrea, asf como, el sistema que utiliza este
microorganismo para penetrar ¢ invadir las células del huésped. En este sentido,
previamente Balcézar describié un fragmento en ¢l genoma de csta bacteria, con una
identidad del 95% con respecto al gen elt4 de ETEC y que Urquiza reporté elongacion
en células CHO expuestas al sobrenadante de cultivo y lisado de S. gallinarum. El
objetivo del presente trabajo se planteé con la hipétesis de que los genes que codifican
para una enterotoxina similar a LT y CT, se encuentran presentes en ¢l genoma de S.
gallinarum. El desarrollar nuevos métodos que ayuden a esclarecer estos mecanismos
de patogenicidad en S. gallinarum, pueden ser de utilidad, para llevar a cabo medidas
que contribuyan al control y erradicacién de este agente infeccioso, aunado a otros
serotipos del género Salmonella, que causan gran impacto econ6émico entre los
avicultores y la salud pablica, motivo por el cual, ¢l gobiemno mantiene una Campafia
Nacional permanente para ¢l control y la erradicacion de la salmonelosis aviar.
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3. OBJETIVOS.

3. 1. Objetivo general.

Clonar y caracterizar los genes que codifican para Ia enterotoxina LT-Jlike de Salmonella
gallinarum y determinar la actividad biol6gica de su producto recombinante in vitro e in

vivo.
3.2. Objetivos especificos.

3.2.1. Identificar y caracterizar los genes que codifican para la enterotoxina LT-like en
Salmonella gallinarum.

3.2.2. Clonar, transformar y expresar en Escherichia coli, los genes que codifican para
la enterotoxina LT-like de S. gallinarum ¢ identificarla mediante el uso de anticuerpos

especificos.

3.2.3. Producir y purificar las toxinas LT-/ike recombinante y nativa de S. gallinarum
para su caracterizacion y evaluacion biolégica.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo.

Sc utilizaron 11 cepas de S. gallinarum aisladas de casos clinicos en México,
incluyendo la cepa FVA-1 que se utilizé para la identificacién de los genes eltAB-like y
produccién de Ia toxina nativa LT-/ike. También se utilizaron las cepas: 9184-ATCC
(American Type Culture Collection) de S. gallinarum, 10398-ATCC de S. pullorum,
fagotipos 2, 4, 8, y 13 dc S. enteritidis y la cepa IMSS-1 de S. nphi®™ Como cepas
controles productoras de LT se utilizaron, ETEC H10407 y ETEC portando ¢l plasmido
PDWE-299. Las cepas no productoras de LT fuecron, Yersinia emterocolitica M1:0:9 y
Brucella melitensis M16. Todas las cepas, fueron incubadas durante 18 ha 37 °C en una
incubadora con agitacién orbital a 200 revoluciones por minuto (rpm) (Lab-line
instruments; HMlinois, USA) excepto B. melitensis que se incubé durante 72 h. Los
medios que sc utilizaron para ¢l cultivo de bacterias del género Salmornella y E. coli
fueron, caldo y agar nutritivo (medio “A™). El medio “A”™ sc prepard en 250 ml
conteniendo, caldo nutritivo 1.75 g. (Difco; Detroit, Michigan USA), extracto de
levadura 0.25 g. (Difco Desrois, Michigan USA), glicerol 0.5 ml (J.7T. Baker; Xalostoc,
Edo. de México), K:HPO4 0.925 g (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México). y KH2PO4
0.325 g (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México) como lo refiere Véazquez.”® Para ¢l
cultivo de B. melitensis se usé caldo y agar brucella (Difco Detroit. Michigan USA)

siguiendo Ia metodologia descrita por Ruiz Castafieda.”’

4.2. Extraccién de DNA de genémico y de pismido.

El DNA genémico fue obtenido por extraccion con fenol: cloroformo y CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide). Los megaplémidos fueron purificados por lisis
ailcsalina, con un sistema de purificacion para plismidos de alta y baja expresion (Qlagern
HiSpeed, Stanford, USA).”>™ El DNA genémico y los plismidos fueron cuantificado
por medio de espectrofotometria en ng/jl, a una densidad 6ptica de 250 nm (Ulrospec-
3000, Pharmacia Biotech Cambridge England) y visualizados en geles de agarosa al
1% y 2%, teflidos con bromuro de ctidio. Finalmente 1os DNAs fueron analizados en un
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digitalizador de imégenes (Fluor-S Multilmager Sistem. California, USA) y las
extracciones de DNAs fueron conscrvadas a 4°C para postcriores trabajos.

4. 3. Identificacién de los genes e/tAB-like de S. gallinarum por medio de una
reaccién en cadena de Ia polimerasa (PCR).

Los genes eltAB-like fuecron amplificados, a partir de DNA genémico y megaplésmido
de §. gallinarum FVA-1. También fucron amplificados por scparado el gen eltd-like v
el gen eltB-like, en las cepas de S. gallinarum. Se usé como control positivo DNA de
ETEC-H10407 y como negativo DNA de Yersinia enterocolitica 16-M3 O:9.

Los iniciadores utilizados fueron S'-TGATTGACATCATGTTGCA-3' y 3-
TAGTATAAGTACAGTAGTTGTT-S, disefiados a partir de 1a secuencia de los genes elt4B
que codifican para la toxina LT de ETEC (gb-S68731), para amplificar cada gen sc
utilizaron los oligonucle6tidos que sec muestran en ¢l Tabia 1.7¢

Las PCR se recalizaron en un termociclador (Gern 4mp PCR-9700; New Yersey, USA.),
utilizando un volumen final de 50 pul por reaccién. El protocolo fue ¢l siguiente: en un
tubo de 200 ul se depositaron 3 u! (10 ng/ul) de DNA, en seguida sc adicionaron 47 ul
de premezcla, 1a cual se prepard con 5 ul de amortiguador para PCR 1X, 3 ul MgCl al
1.5 mM (Roche; New Jersey, USA), 2 ul de una mezcla de dNTPs 100 uM cada uno
A b Pharmacia Bi h; New Jersey, USA), 1.5 pul de cada uno de los
inicindores (Gibco BRL:; New York, USA), 0.5 unidades de DNA polimerasa
(Biotecnologias Universitarias, México D. F.) y 33.5 ul de H2O destilada estéril.

La reaccién de PCR, inici6é con una desnaturalizacion inicial a 94°C por S min,
posterionmente la amplificacion se realizé durante 30 ciclos, usando el siguiente
programa: desnaturalizacion a 94°C por 1 min pera iniciar el ciclo, alincamiento a 41°C
por 1 min y una extensiéon a 72°C por 1 min. Al finalizar los 30 ciclos, la reaccion
concluyé con una extension final a 72°C por 15 min.

Los productos del PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% teflido con 3 pug
de bromuro de ctidio (GIBCO-BRL, New York, USA), colocando S ul de Ia reaccién de
PCR con 2 ul de amortiguador para depositar el DNA, preparado segin Sambrook y
col.? Los fragmentos amplificados fucron observados y analizados con el programa
quariity one (Flwor-S Multiimager Sistem; California, USA).
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4. 4. Secuenciacién de los genes elt4B-like de S. gallinarum.

Un fragmento amplificado por PCR de 1,275 pb, fue secuenciado con el método de
Sanger.”® Los iniciadores se disefiaron a partir de la secuencia del los genes elt4B que
codifican para la toxina LT de ETEC (gb-S60731), tres juegos fueron discfiados para
secucnciar el gen e/t4 y 2 para secuenciar el gen e/tB (Tabla 1). La secuenciaciéon se
realiz6 usando 20 ng de DNA por reaccion, marcando los oligonucleétidos con
digoxiginina (G/BCO-BRL: New York USA) y las muestras se procesaron en un
secuenciador automético (ABI-CE] modelo 310, New York, USA) en ambos sentidos.

TABLA 1.

OLIGONUCQLBOTIDOS DISENADOS PARA AMPLIFICAR Y SECUENCIAR
1LIOS GENES eltA y et B DE Salvaveclie gallinarson FVA-1.

OLIGONU- SECUENCIA DE NUQLEOTIDOS TAMARNOD GC T LIOCALIZASION
ABPoNbDOs % ENLASBEC.
ab-SE0731
“eltA, TGATTGACATCATGTTGCA 19 36 a3 119
*eltA, CTTAAGOOCTACTTAATAC 19 6 &3 3-8
eltA, OCOGTGCTGACTCTAGAODOOC 2 6 ss 16148
elRA, COGGTGGGAAACCTGLTAATC 21 57 s1 619-6%
altA, GAACAGGAGGTTTCTGOGTT 0 2 0 40045
oltA, GOGAGCTOUOGTATGCACATA 0 as =2 -0
“eets, OGGOGTTACTTATOCTCTC s 46 [ 3 712
o, TTGAATTGGRGRG » 0 .4 1N77-1198
B, ATCTGAOOGAGAIOCAAAA 18 44 < 11301148
“atB, TAGTATAAGTACAGTAGTTGTT -4 2 “~% 12531278
Tabla 1. Olig jottidos utilizados pars identificar y secuenciar los genes el/t4B-like en S. gallinaruss,
disefiados & partir de !a ia de los g eltAB que codifican para CT de ETEC reportada por

Tekashi y col.” *Oligonucledtidos eltAs; se utilizaron para amplificar el gon eltd-like y los
oligonucieotidos eltB, , para amplificar el gen oltB-like.
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4. S. Clonacién, transformacién y expresion de los genes elt4B-fike.

El fragmento de 1,275 pb de S. gallinarum amplificado por PCR, fue purificado
utilizando ¢l sistema Genclean-11 (Q-BIOgen; California, USA.) y cuantificado en un
espectrofotometro Ultrospec-300 (Pharmacia Bioteech; Cambridge, England). Los
genes elt4AB fueron clonados en el vector pCR-TOPO 3.9 (Invitrogen, California USA),
genrando el plasmido pJV-001 el cual fue transformado en E. coli cepa DH-10B
(Invirogen, California USA) como se muestra en la figura Fig. 8.

La expresion del producto de los genes se realizé6 por inducciéon con IPTG
(isopropylthio-B-D-galactopyranoside) y ¢l andlisis de los productos expresados se
realizé mediante SDS-PAGE al 12% teflidos con nitrato de plata € inmunotransferencia,
utilizando anticuerpos contra CT de V. cholerae cepa Inaba 569B. En la visualizacion
de la toxina recombinante LT-like y 1a toxina LT-like-nativa de S. gallinarum FVA-1, se
utilizaron como controles las toxinas CT (Sigma Chemical, Steinheim Germarny) y LT

purificada a partir de F. coli H10407.

AL sevenie

"f"'l'"“" Genen et -AB (1276 pb) de S gallinarsev

M13

TOPO
3.9 kb

A

Figura. 8. Esq del p
Salmonella gallinarum FV A-1 (A). En color azul, clonas de Escherichia coli DH-10B, transformacias con

el plismido pJV-001 (B).

lésmido pCR-TOPO 3.9, utilizado para clonar los genes e/r48-like (1275 pb) de
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4. 6. Produccién de Ia toxina LT-like y nativa de S. gallinarum.

Cuatro litros de cultivo de Escherichia coli DH10B portando ¢! plasmido pJV-001. La
bacteria fue crecida en medio liquido con casaminoécidos (Difco laboratories, Detroit
A, USA), suplementado con 100 ug/ml de kanamicina (SIGMA Chemical; St. Louis
Ao. USA), IPTG S uM (Sigma Chemical, Steinh Germany) y 1 ml de trazas de sales.
También se preparé toxina a partir de S. gallinarum FVA-1 y E. coli H10407, usando
el mismo medio. La mezcla con trazas de sales se prepard con $.0% de MgSO, (J.7.
Baker; Xalostoc Edo. de México), 0.5% de MnCl: (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de
México) y 0.5% de FeCls (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México) disuelto en de H>SO,
0.001 N (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México).” El cultivo se incub6 a 37°C con
agitacion oscilatoria a 200 rpm durante 18 h (Lab-line instrumenss; Illinois, USA). Las
células fueron centrifugadas a 6,940 g, a 4°C, en una centrifuga Beckmarn modcio J2-21
con rotor JA-20 (Beckman Company; CA, USA). Las bacterias fueron suspendidas con
10 ml de PBS 10 mM (pH 7.4) y posteriormente las células fueron sonicadas en hielo
con 8 pulsos de 60 seg cada uno, hasta clarificar la suspensién (Cole Palmer
International, Vernon Hills, USA). Los restos cclulares fueron removidos por
centrifugacion a 6,940 g durante 15 min y la proteina fue filtrada en una membrana con
un poro de 0.45 u (Sarsted; Numbrecht, Germany). Después, la proteina cruda fuec
tratada con ¢l inhibidor de proteasas PMSF (Phenyl-methylsulfonyl fluoride) (Sigma
Chemical, Steinheim Germany) y sc guard6 en refrigeracion para su purificacion.”s

4. 7. Purificacién de Ilas eaterotoxinas LT-Vike recombimante y mativa de S
gallinarsm.

La protefna cruda fue aislada del periplasma por sonicado y purificada con ¢l método
modificado de Clements y Finkelstein,”® a través de una columna de cromatografia
inmovilizada con D-galactosa (Pierce, Illinois, USA). La columna (1.5 X 15 cm) fue
empaquctada con 10 ml de D-galactosa, la cual! fue equilibrada con 500 ml de
amortiguador TEAN 10 mM a 4°C, preparado con Tris-HC1 SO0 mM pH 7.4 (SIGMA
Chemical; St. Louis Mo. USA), NaCl al 0.2 M (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México),
NaN3 al 3 mM (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México) y EDTA al 3 mM (Sigma
Chemical; Steinkeim Germary).”™ La toxina cruda fue agregada a Ia columna de D-
Galactosa, utilizando § ml de la proteina sonicada (21 ug/ul), y fue colectada en 25
fracciones de 1.5 ml cada una. Posteriormente, la enterotoxina fue cluida en 20
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fracciones con solucién amortiguadora TEAN 10 mM con D-(+)-Galactosa 0.3 M. Las
fracciones colectadas de la columna de afinidad fueron leidas en un espectrofotémetro
Ultrospec-3000 (Pharmacia Biotech Cambridge England), a una densidad 6ptica de 280
nm y graficadas. Se concentraron 30 ml de proteina eluida en solucién TEAN con D-
(+H)-Galactosa 0.3 M en una membrana de Amicon YM 30 (Afillipore Corporation,
Bedford USA).™

La proteina purificada fuc cuantificada por ¢l método de Bradford ™ y filtrada a través
una membrana estéril con poro de 0.22 um (Sarstedt, Numbrechst Germary) para
utilizarla en ensayos de actividad biolégica y asas ligadas en concjo y pollo.

4. 8. Idemtificaciéona de la toxima LT-l/iAe mediante geles de acrilamida e
Iamunotransfereacia

La toxina LT-like recombinante fue diluida con un volumen igual (50 ul/50 ul) de
solucién amortiguada constituida por Tris-HCL, 0.5 M (Sigma Chemical: Steinhei
Germany); glicerol, 20% (J.T. Baker; Xalostoc Edo. de México); SDS, 10% (Sigma
Chemical; Steinheim Germany); 2-B-ME, 1% (Sigma Chemical; Steinheim Germany) y
azul de bromofenol 0.05% (Sigma Chemical; Steinheim Germany) (Sambrook y col.
1989). Las muestras de protcina se calentaron a 95°C por S min y se depositaron 20 pl
(0.8 pg/nl) de proteina en cada uno de los carriles. Posteriormente, las proteinas fueron
scparadas mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el
método de Lacmmli.*® El gel concentrador se prepard al 4% y el scparador al 12.5% y
fueron cosridos a 40 mA y 90 mA respectivamente.”” La transferencia se realizé sobre
una membrana de nitrocelulosa de 8 X 10.5 cm (Amersham Life Science, USA). La
solucion de corrida se preparS con Tris 25 mM (Sigma-Adivich; Missowri, USA ), glicina
al 152 mM (Sigma-Adrich; Missowri, USA) y 20% V/V de alcohol metilico.”” La
transferencia se realizd por 1 h, posteriormente las membranas fueron blogueados
durante 30 min con leche descremada al 5%, la membrana se lavé 3 veces con 100 mi
de solucién TBS-T, se agregé anti-CT diluido 1:1000 en TBS-Tween-20 (Sigwa
Chemical; Steinkeim Germany) y se dejé incubar toda la noche. La membrana se lavé
tres veces, Y sc agregé anti-IgG de conecjo marcados con peroxidasa (Sigwa-Adrick;
Missouri, USA), diluido 1:1000 en TBS-T y la membrana se incubd por 60 min a
temperatura ambiente, se lavé 3 veces con 100 mil de TBS-T y se revelé con 0.060 mg
de 4 choro-naphtol (Sigma-Advich; Missowri, USA) 20 ml de metanol y 100/ul HyO2
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(LT. Baker; Xalostoc Edo. de México) en 100 ml TBS. La reaccion se pard con agua

fria. cuando las proteinas fueron visibles.®’

4. 9. Actividad biolGgica de Ia toxina LT-/ike en cultivos celulares (CHO y Vero).
Células CHO (Chinese hamster ovary) y Vero (kidney African green monkey) fueron
descongeladas y propagadas en medio F12 y D-MEM (G/BCO Invitroyven Corporation;
New Cork, USA) con sucro fetal bovino al 10% (GI/BCO Invitroyen Corporation: New
Cork, USA), con 2% de bicarbonato (GIBCO Invitroyen Corporatis New Cork, USA),
1% L-glutamina (GIBCO Invitroven Corporation; New Cork, US4) y 1 ml de HEPES
como regulador de pH (G/BCO Invitroyen Corporation; New Cork, USA). Las células
fueron cultivadas en botellas 250 ml (NUNC; Roskild, Denmark) con 15 ml de medio de
F12 para células CHO y D-MEM para las células Vero y se incubaron durante 72 h a 37
°C en un ambiente con 5% de COaz. Posteriormente, la monocapa de células adheridas a
1a pared de las botellas (Area de 75 cm?), con aproximadamente 1.5X10° células, fucron
desprendidas con 1 ml de tripsina al 0.05%. La confluencia de células resuspendida en
los medios Fi2 y D-MEM, fue aproximadamente del 70% (105,000 células).** Los
ensayos de actividad biol6gica de las toxinas se realizaron cn placas de 96 pozos,
depositando 100 ul de ambas lineas celulares por pozo y se incubaron a 37°C durante
24 h, hasta alcanzar una confluencia aproximada del 70% (700 células). Después se
desechoé el sobrenadante de las células, y se agregaron 100 ul de los medios F12 y D-
MEM, para cada una dec las lincas cclulares y se expusicron a las toxinas con una
concentracion inicial de 5 pg (5,000 ng) y después se hicicron diluciones dobles
seriadas (1:10) en la misma hilera, quedando las siguientes concentraciones: 500 ng, 50
ng, 5 ng, 500 pg, SO0 pg y 5 pg. Las células sec expusicron a las toxinas en las
microplacas de la siguientes manera: hileras A-B, LT-like recombinante; C-D, LT-like
de S. gallinarsan FVA-1; E-F, LT de ETEC H-10407 y G-H, toxina control CT de V.
cholerae. Los pozos que corresponden a las columnas 1 y 2 de las microplacas, se
utilizaron como control negativo y solo se les agregé medio F12 o D-MEM segin la
linca cclular. Las células fueron obscrvadas cada hora durante 12 h, después se fijaron
con metanol y sc tifieron con Giemsa al 0.4% (Sigma-Adrich; Missowri, USA) para
observarias en un microscopio invertido y fotografiarias. Los cambios morfolégicos
observados en el 50% de las células (aproximadamente 500) examinadas, fueron
considerados como 1 unidad de actividad sobre las células. %%
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4. 10. Caracteristicas fisicoquimicas de In toxina LT Jike.
Este ensayo se realizé con la finalidad de determinar las caracteristicas fisicoquimicas
de 1a toxina LT-like, las prucbas s¢ realizaron en microplacas de 96 pozos, utilizando las
i lineas ceclul , con una confluencia aproximada del 70% de células CHO. La
toxina LT-Zike recombinante expresada en E. coli (DH10Br/pJV-001), previamente fue
calentada a 75°C por 15 min, tratada con 37 ug de protecinasa K (Amresco; Ohio, USA)
en 100 ul y 25 ug de toxina fueron tratadas con 100 pul de suero contra CT, el cual
previamente fue titulado por ELISA (1:10,000). El efecto se observé cada hora hasta las

9 h.77

4. 11. Actividad biolégica de Ia toxina LT-Jike en asas ligadas de coacjo y pollo.

Los ensayos de actividad biolégica cn asas ligadas, s¢ practicaron utilizando el modelo
clésico en conejo. El modelo del pollo se implemento por ser ¢l hospedero natural de S.
gallinarum y previamente este modelo, fue utilizado pama evaluar la virulencia de las
cepas U2, 323 y FVA-1 de S. gallinarum.™ Se utilizaron cuatro conejos blancos de la
raza Nueva Zelanda de 4 meses de edad, con un peso promedio de 2 Kg.””** Por otro
lado, se utilizaron 4 pollos SPF (Specific-Pathogen-Free) de 1a raza Whire Leghorn de
12 semanas de edad.”

Los conejos y pollos fueron anestesiados con 30 mg de ketamina por via intramuscular,
posteriormente fue rasurada y desinfectada la zona de cirugia. El abdomen fue abierto
asépticamente y la porcion iliaca del intestino delgado fue dividido en 5 asas de
aproximadamente 15 centimetros por doble ligadura. La dosis fue determinada con
base cn el peso de los animales.® Cada asa se inocul6 con 0.5 mi de toxina (100 ug/ml),
de la siguiente manera: 1) control positivo CT (Sigma-Adrich; Missowri, USA), 2)
control ncgativo PBS, 3) LT-like recombinante 4) LT-like de S. gallimarum FVA-1 y S)
LT de ETEC H.10407. Los cone¢jos y los pollos fueron sacrificados a las 18 h y fuc
examinada la secrecién en cada asa. Se determiné el Indice de dilatacion (ID) en cada
uno de los animales, considerando como positivo un ID igual o mayor 1 ml en los
ensayos de asas ligadas.””

TESIS COM .
FALLA DE ORIGEN |




S. RESULTADOS

S5.1. 1dentificacién de los genes efe4B-like.

Ambos genes eltAB de S. gallinarum fucron amplificados compictamente a partir de
DNA genémico y de plasmido, este altimo con un tamafio aproximado de 86 kb. El
tamafio del fragmento amplificado fue de aproximadamente 1,275 pb, ¢l cual es similar
al tamafio de los genes que codifican Ia toxina LT producida por Ia cepa H10407 de
ETEC (Fig. 9). Por otro lado, también fueron amplificados cada uno de los genes por
separado, con la finalidad de corroborar la presencia de cada uno. El fragmento
correspondiente al gen elt4 fue de 739 pb y los iniciadores utilizados se denominaron
eltAs ¥y eltAz, que fueron diseflados a partir de la secuencia del gen elr4 de la cepa
H10407 de ETEC. Un fragmento de 430 pb correspondiente al gen e/sB fue amplificado,
usando los oligonucleétidos denominados citB, y cltB, disefiados a partir de la
secuencia del gen eltB. Los genes amplificados fueron muy similares al tamafio de los
genes elt4 y eltB que codifican la toxina LT (Fig. 10. A y B).

Pb

2,027

1,357
1,230

123

Figura 9. Anilisis de los genes eltAB-like de Salmonella gallinarum, por medio de una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de DNA cromosomal: camriles t y 2 ch de peso lecul
(A DNA/Hind i1l y DNA ladder 123); carril 3, genes e/tAB de ETEC cepa H10407; carril 4, genes elt4B-
like de S. gallinarum FV A-1; carril 8, Y. emterocolitica 16M; O:91.
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333
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123

Figura 19. Andlisis de los genes eltd-like y eltB-like de S. gallinarum, por dio de una r ion en

d de ia poli (PCR): A) carriles 1 marcador de peso 1] lar (DNA ladder 123); carriles 2 y
3, gen elt4 de cr y pldsmido de ETEC ccpa H10407; carriles 4 y S, gen eleA-like de cromosoma
y plasmido de S. gallinarum FV A-1; carril 6, gen eliA de S. gallinarum FVB-323. B) carril 1, marcador
de peso 1 lar (DNA /adder 123); carriles 2 y 3, gen eltB de cromosoma y plismido de ETEC cepa
H10407; carriles 4 y S, gen eltB-like de cr y plésmido de S. gallimarum FVA-1.

Por otro lado, los genes elt4B-like también fueron amplificados a partir de DNA
genémico de 9 cepas de S. gallinarum, una de S. pullorum (ATCC-10398), una de S.
oyphi IMSS-1 y 4 cepas de S. enteritidis fagotipos 2, 4, 8 y 13 aisladas de casos clinicos
en granjas avicolas. De las 9 cepas de S. gallinarum se amplificé un fragmento de 1,275
pb, el cual correspondioé a los genes elt4B-like. Del total de cepas estudiadas, de 7 un
fragmento de 739 pb, comrespondicnte al gen elt4-like y de 9 se obtuvo un fragmento de
430 pb correspondicnte al gen eltB-like. A partir de la cepa vacunal 9R se amplificé un
fragmento de 1,275 pb que corresponde a ambos genes ele4B.

Los fragmentos que comrespondiecron a los genes eltAB-like, eliA-like y eliB-like
comigraron cn geles de agarosa con los fragmentos de las cepas controles de E. coli
H10407 (gb-S60731) y E. coli transformada con cl plésmido pEWD299 (gh-MS$7244),
que portan los genes elt4B de ETEC (Fig. 11). En 7 cepas de S. gallinarum se aislé un
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plasmido de aproximadamente 86 kb, a partir del cual también se amplificé un
fragmento de 1,275 pb.

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 11. Andlisis de los genes e/14B (1,273 pb), goenes eltA-like (739 pb) y eliB-{ike (430 pb) en varias
cepas Salmonelia gallinarum, por dio de una i6n en cad de Ia polimerasa (PCR) a partir de
DNA cromosomal. Carril 1. marcador de DNA Jadder 123; carmril 2, FVA-1; carril 3, U-2; carril 4, 323;
carril S, 383; carril 6, 591; carril 7, 415; carril 8, ATCC-9184; carril 9, 285; carril 10, 347; carril 11,
vacuna 9R; carril 12, S. nphi IMSS-L; carril 13, E. coli ETEC H10407; carril 14, Y. emserocolitica 16M3
O: 9.
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S. 2. Andlisis de la secucncia aucleotidica de los genes eft4B8-like.

El anélisis nucleotidico se realizé con el programa Omiga (1.1). En el segundo marco
abierto de lectura se encucntra ¢l gen eltd-like el cual consta de 795 pb que codifica
para una protcina 265 aminoécidos. Este marco abicrto de lectura consta de un codén de
inicio universal con ATG que correspondié a una metionina, situado en las bases 4749
y el codén de término que se encuentra cn las bases 841-843 (Fig. 12 y 13), éste
corresponde a un TGA el cual es una glutamina.

En el primer marco abierto de lectura se localiza el gen eltB-like ¢l cual consta de 372
pb que codifican para 124 aminodcidos, inicia con una ATG en las bases 840-842 que
corresponde a una metionina y el codé6n de término se encucntra en las bases 1212-
1214 el cual es una TAG que corresponde a una leucina (Fig. 12).

La secuencia de uni6n al ribosoma se encontré en las bases 176-178 y corresponde a
una serina. El alincamiento de la ncia leotidica de los genes elt4B-like, fuc
basado en ¢l GenBank (NCBI-BLAST), indicando que ticnen una identidad del 98%
con los genes eltAB que codifican para LT de ETEC y del 79% para los genes cexAB
que codifican para CT de V. cholerae. La secuencia de aminoécidos deducida de la
secuencia nucleotidica, presentd una identidad del 93% para la subunidad LTA y 95%
para la subunidad LTB de la toxina LT de ETEC. Con respecto a CT la identidad para
CTA fue del 75% y para CTB del 79% (Fig.13).
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ALINEAMIENTO DE ) 8: ORAS ke y eRA
. FVA-1 (8 ) | E. coli H10407 (Inferior).
1 TTAAACAARACAAGTGGCGTTATCTTTTTCCGGATTGTCTTCTTGTAIGATATATAAGTT o—
(R N NN NN RN
1 TTAAACAAAACAAGTGGCGT TATCTTTTTCCGGATTGTCTTCTTGTATGATATATAAGTT
61 TTCCTCGATGAAARATATAACTTITCATTTTTGTTATTTTATTAGCATCGCCATTATATGC
TRl n et ettt tnrpdserrrenndtotttirearatend
61 TTCCTCGATGAAAAATATAACTTTCATTTTTTTTATTTTATTAGCATCGCCATTATATGC
121 AAATGGCGACAAARTTATACCGTGCTGACTCTAGACCCCCTGATGAAATARAACGTTICCGG
AN AN N NN NN
121 AARTGGCGACAAATTATACCGTGCTGACTCTAGACCCCCAGATGAAATAAARCGTTCCGG
181 AGGTCTTATGCCCAGAGGGCATAATGAGTACT TCGATAGAGGAACTCAAATGAATATTAR
(IR N N N N RN R A R N AN R NN NN N
i1 AGGTCTTATGCCCAGAGGGCATAATGAGTACTTCGATAGAGGAACTCAAATGAATATTAA
241 TCTTTATGATCACGCGAGAGGAACACAAACCGGCTTTGTCAGATATGATGACGGATATGT
N N N N R N N N N NN N
241 TCTTTATGATCACGCGAGAGGAACACAAACCGGCTTTGTCAGATATGATGACGGATATGT
301 TTCCACT TCTCTTAGTTTGAGAAGTGCTCACT TAGCAGGACAGTCTATATTATCAGGATA
(AR N NN NN}
301 TTCCACTTCTCTTAGTTTGAGAAGCTGCTCACTTAGCAGGACAGTCTATATTATCAGGATA
361 TTCCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGCACCAAATATGTT TAATGTTAATGATGT
[N R N N N N N NN R NN NN RN
361 TTCCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGCACCAAATATGTTTAATGTTAATGATGT
421 ATTAGGCGTATACAGCCCTCACCCATATGAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTGGAATACC
IR N N N N N N N NN ]
421 ATTAGGCGTATACAGCCCTCACCCATATGAACAGGAGGT TTCTGCGTTAGGTGGAATACC
481 ATATTCTCAGATATATGGATGGTATCGTGTTAATTTTGGTGTGATTGATGAARCGATTACA
RN N N N NN N
4891 ATATTCTCAGATATATGGATGGTATCGTGTTAATTTTGGTGTGATTGATGAACGATTACA
541 TCGTAACAGGGAATATAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGAATATAGCTCCGGCAGAGGA
RN N N N N N A RN NN
5413 TCGTAACAGGGAATATAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGAATATAGCTCCGGCAGAGGA
601 TGGTTACAGATTAGCAGGT TTCCCACCGGATCACCAAGCTTGGAGAGAAGAACCCTGGAT
B N N R A N R RN N
601 TGGTTACAGATTAGCAGGTTTCCCACCGGATCACCAAGCTTGGAGAGAAGAACCCTGGAT
661 TCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAAATTCATCAAGAACAATTACAGATGATACTTGTAR
BN N N N AN N NN )
661 TCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAGATTCATCAAGAACAATTACAGGTGATACTTGTAA
721 TGAGGAGACCCAGAATCTGAGCACAATATATCTCAGGGAATATCAATCARAAAGTTAAGAG
AR N A N N N A NN NN NN
721 TGAGGAGACCCAGAATCTGAGCACARTATATCTCAGGAAATATCAATCAAAAGT TAAGAG
781 ACAGATAT TTTCAGACTATCAGTCAGAGGTTGACATATATAACAGAATTCGGGATGAATT
N N N N N N N N NN N
7681 GCAGATAT TTTCAGACTATCAGTCAGAGGTTGACATATATAACAGAATTCGGAATGAATT
841 ATGAATAAAGTAAAATGTTATGTTTTATTTACGGCGTTACTATCCTCTCTATGTGCACAC
AN N RN N A R R N RN R
841 ATGAATARAAGTARAATGT TATGTTTTATTTACGGCGTTACTATCCTCTCTATGTGCATAC
801 GGAGCTCCCCAGTCTATTACAGAACTATGTTCGGARTATCGCAACACACAAATATATACG
I RN N N N NN N N N N A N ]
901 GGAGCTCCCCAGTCTATTACAGAACTATGTTCGGAATATCGCAACACACAAATATATACG
961 ATARATGACAAGATACTATCATATACGGAATCGATGGCAGGCAAAAGAGAAATGGTTATC
R N N N N RN N AN SN SN R
961 ATARATGACAAGATACTATCATATACGGAATCGATGGCAGGCAAAAGAGAAATGGTTATC
1021 ATTACATT TAAGAGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCCCGGGCAGTCAACATATAGAC
N N R N R R N N NN N A N |
1021 ATTACATT TAAGAGCGGCGCAACATTTCAGGTCGAAGTCCCGGGCAGTCAACATATAGAC
1081 TCCCAAAAAAAAGCCATTGAAAGGATGAAGGACACATTAAGAATCGCATATCTGACCGAG
Illlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll| P rtirEnett
1081 CAAAAAAAAGCCATTGAAAGGATGAAGGACACATTAAGAATCACATATCTGACCGAG
1141 ACCMAATTGATWTTATGTGTATGGMTMTMAACCCCCMTTCMTTGCGGCMTC
IR N N N N N RN NN RN ]
1141 ACCAAAAT TGATAARATTATGTGTATGGAATAATAAAACCCCCAATTCAATTGCGGCAATC
1201 AGTATGGAAARACTAGTTTGCTTTAAARATCATGTCTARTGCTAGGAACCTATATARCAACT *—
IR N N N N N N N N P N NN N NN
1201 AGTATGGAAAACTAGTTTGCTT TAAAAGCATGTCTAATGCTAGGAACCTATATAACAACT
1261 ACTGTACTTATACTA
it tvinngt
1261 ACTGTACTTATACTA

i de la ] jeotidica ! de los genes eliAB-liks dc Salmonelia

P

Figura 12. Ali
gallinarum FVA-1 con 1a socuencia de los genes ¢/t4B de E. coli ETEC ceps H10407. En color verde se

indican los codones de inicio, en rojo los codones de término y en azul et sitio de unién al ribosoma.
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEDUCIDA DEL
@ltA-LIKE (1-797 pb) DE S. gallinazum FVA-1.

CODIGO UNIVERSAL.
TOTAL DE AMINOACIDOS: 265. PESO MOLECULAR: 30689,
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEDUCIDA DEL GEN
@ltB-LIKE (1-372 pb) DE S. gallinazrum FVA-1.

CODIGO UMIVERSAL.
TOTAL DE AMINGCACIDOS: 124. PESO MOLECULAR: 13938.

3 TTTAY
1 M M X vV X € ¥ V L ¥ T A L L 8§ 8 L C A R
3
21 G A P O 8 X T B L C B3 R Y R B T Q I T T
121 TATC
41 T ¥ D K ZT L 8 ¥ T B 8 M A G K R E M V I
s ar -
1 T ®* ¥ R 8 6 A T ¥ Q V E V P G 58 Q B X D
262
" $ @ X X A T B R M XK D T L R £ A ¥ L T B
301
102 T K I P XK L €C VvV W N W K T » ¥ 8 I A A I
361 ACTATOGAMACTAG
121 S MM ¥ M -
Figura. 13. S ia de inoécidos deducida de ia i leotidica de los genes e/i4.8-like de

Salmonelia gallinarsm FVA-1.
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8. 3. Cionacién y transformaciéna de los genes elt48-like de S. gallinarums.

La digestion del pldsmido pJV-001 portando los genes elt4B (1,276 pb) con EcoRl,
liber6 un fragmento de 1,383 pb que incluye a los genes elt4B-like y los extremos del
sitio maltiple de clonacion. Este fragmento cortado con EcoRl en la posicion 796,
produjo un fragmento de 886 pb y uno de 497 pb donde se encuentran localizados los
genes elta-like y elsB-like. Esta digestion del fragmento de 1,383 pb indicé que los
genes elt4B-like fuecron clonados (Fig. 14).
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Figura 14. Esquema del plasmido pJV-881 utilizado para clonar los genes e/t.48-like
de Salmonelia gallinarum FVA-1.

S. 4. Expresion de los genes el/eAB-like clomados en el plésmido pJV-001.

Los productos de los genes elt4B-like fueron analizados por SDS-PAGE y tincién con
nitrato de plata (Fig. 185. A), donde se observé una banda de 28 kDa y otra dec
aproximadamente 11 kDa, a cuales comesponden a las subunidades A y B,
respectivamente, de la enterotoxina de S gallinarum. Estas dos bandas fucron
reconocidas con anticuerpos policlonales contra CTaa Yy contra CTa mediante Wessrern
blos (Fig. 15. B).
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Figura 18. Electroforesis en gel de acrilamida ¢ i s i6n de la ina LT-like bi de
S. gallinarum. Pancil A) SDS-PAGE al 12% tefiido con nitrato de plata: carril 1, MPM; carril 2, toxina
CTAB; carril] 3, CTA; carmrril 4, toxina pura LT-//ke recombinante de S gallinarum. Panel B)
inmunotransferencia: carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2 y 3 toxina CT-AB y CT-A,
respectivamentc; carril 4, toxina pura LT-/ike recombinante de S. gallinarum.

S. S. Purificacion de Ia toxina LT-like recombinante y nativa de S. gallinarums.

De los cuatro litros de cultivo bacteriano preparados para cada cepa, se obtuvo un
promedio de 40 ml de toxina cruda LT-like recombinante de S. gallinarum, LT-like
nativa de S. gallinarum y toxina LT de ETEC. La concentraciéon de proteifna cruda fue
de 21.2 pg/ul para la toxina LT-/ike recombinante, 23.8 pug/ul para la toxina nativa de S.
gallinarumy 43.9 ug/ul para la LT de ETEC. En la columna de afinidad las fracciones
fueron cluidas a partir de la fraccién 25 a la 45 (Graf. 1).

La eficiencia de la columna de afinidad (ID(+)-Galactosa), dio un volumen final de 1.8
ml para la toxina LT-like recombinante de S. gallinarum, 1.4 ml para la toxina LT-like
nativa de S. gallinarum y 1.8 ml para la toxina L'T de ETEC. La concentracion de
proteina purificada fue de 0.372 ug/ul para la LT-/ike recombinante de §. gallinarum,
0.422 ug/ul para la toxina LT-/ike nativa de S. gallinarum y 0.778 ug/ul para LT de E.
coli H10407 (Tabla, 2).
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LT-like de S. gallinarum, toxina nativa de

Tabla. 2. Produccién y Purifi

i6n de la

S. gallinarum FVA-1 y E. coli H10407. Como referencia se utiliad CT de V. cholerae (Inaba O1).

Bacterias Cultivo de Proteina (ml) Concentracion
18 h. (ml)
Inicial | Purificada |[Cruda | Purificada pug/ul
neg/pl
E. coli DHI10B/pJV001 4000 40 1.8 21.2 0.372
S. gallinarum FV A-1 4000 40 1.4 23.8 0.422
E. coli H10407 4000 40 1.8 43.9 0.778
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5. 6. Actividad biolégica de 1a toxina LT-like de S. gallinarum eu cultivo celular.
Los cultivos de células CHO y Vero se inocularon con S pg/mi de la toxina LT-like
recombinante y LT-like nativa. A partir de la primera hora ambas lineas cclulares
sufriecron cambios morfoldgicos caracterizado por clongacién (Fig. 16), los cuales
fueron miés evidentes a las 4 h con una deshidratacion marcada de las células CHO y
Vero a las 9 h. En Ia Fig. 16.1, Az se observan los cambios sufridos por las células CHO
a las 4 h, aunque la elongacién fue mis cvidente en las células Vero (Fig. 16.1, By). La
elongacion y deshidmatacion a las 9 h fue mas marcada en ambas lineas celulares (Fig.
16.2, A3 y B3). La actividad biologica de Ia toxina LT-like pura recombinante, a una
concentracion de 500 ng mostré un efecto de elongacion muy similar a las toxinas CT y
LT do las mi € ntraciones.

La actividad biolégica de la toxina LT-/ike recombinante sobre los cultivos celulares fue
inhibida, al tratar la toxina con anticuerpos policlonales contra CT, calentamiento a 75
°C por 15 min y con proteinasa K, ya que no se observé ningun cambio morfolégico.
Con estos ensayos se confirmé que la toxina LT-/ike recombinante posee una actividad
biolégica similar a la toxina colérica CT (Fig. 16).

16.% 16.2

Figura 16. Células CHO y Vero expuestas a la toxina LT-/ike recombinante de S. gallinarum (16.1) y
LT-like de S. gallinarum (16.2) Pancl Az, y Aj, efecto de la toxina en células CHO a las 4 y 9 h, Al
células CHO control, pancl B; y B3 cfecto de 1a toxina en células Vero a las 4 y 9 h, B, células Vero

control.
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8.7. Actividad bioldgica de In toxima LT-lAke rvrecombinamte y mnativa de S.
gallinarum en asas intestinales ligadas de coacjo y polio.

La actividad biol6gica fue observada por acumulacién de fluido a las 18 h en asas del
ilion del intestino delgado de conejo y pollo, inoculadas con 100 ug/mi de toxina pura
recombinante, toxina LT-/ike nativa, toxina LT de ETEC y toxina colérica (Fig. 17. A).
El volumen promedio de fluido secretado en cada una las asas ligadas de concjos y
pollo fue de 45 ml para la toxina LT-/ike recombinante de S. gallinarum, 40.6 ml para
LT-like nativa de S. gallinarum, 45 ml para Ia toxina LT de ETEC-H10407 y 46 m! para
la toxina colrica CT (Fig. 17. B). El indice de dilatacion (ID) para la toxina
recombinante de S. gallinarum fue de 3.02 ml/cm, el ID de la toxina nativa LT-J/ike de
S. gallinarum fue de 2.7 ml/cm. El ID para la toxina LT de ETEC fuc de 3.04 mlVcm y
para CT fue de 3.06 m¥/cm. Todas las asas intestinales inoculadas con las toxinas fueron
positivas ya que presentaron un ID superior a | ml/cm y el ID del control negativo
inoculado con PBS fue de 0.2 mi/cm (Tablia 3).

Figura 17. Actividad biolégica de la ina LT-/ike recombinante y nativa de S. gallinarum cn asas
ligadas de conejo y pollo. A) Pollos SPF, 18 h después de ser i lados con las i B) Asas ligadas
de 15 cm, con ion de liquid ®) Toxi CT de V. cholerae; b) PBS; ¢) Toxina LT-like

recombinante de S. gallinarum; d) Toxina LT-like nativa de S. gallimrum FVA-1; e) Toxina CT de
ETEC H10407.
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TABLA 3. Ensayos de actividad biolégica de Ia toxina LT-/ike recombinante y nativa
de S. gallinarum en asas ligadas de conejo y cultivo celular.

Enterotoxina IDen ALC UI/100ut CHO Vero
(mVcm) En cultivo % %
celular Elongaciéna Elongaci6éa
LT-like' (SG-FVA.1) 3.02+1 20 90 100
LT-like (SG-FVA-1) 2. 711 20 90 100
LT (ETEC-H10407) 3.04+1 20 90 100
CT (Inaba O], control) 3.06+1 10 90 100
ID= indice dc dilatacin; ALC= Asas ligadas dc jo: £ = R b Ul= unidad

S. 8. Histopatologia del intestino inoculado con Ia toxina LT-//ke recombinante de
S. gallinarum.

La toxina LT-/ike recombinante provocé una inflamacion en el tejido linfatico de las
asas ligadas de conecjo y pollo, se observé un aumento en ¢l volumen del tejido con
agregados celulares de linfocitos y polimorfonucleares principalmente (Fig.18: 1 y 2).
Las vellosidades de 1a mucosa presentaron hipersecrecion acumulando gran cantidad de
liquido dentro de clias ¥y en la luz del intestino. Sobre Ia submucosa sc encontraron
grandes cantidades de neutrSfilos y eosindfilos, que ocasionaron una inflamacion aguda,
posiblemente por la accién de la toxina, como se obscrva en la Figura 18. Se
encontraron los vasos linfiticos congestionados debido a la inflamacién. La toxina LT-
like recombinante de S. gallinarum, provocé atrofia y necrosis en las vellosidades, como
consecuencia del dafio en la permeabilidad de la membrana (Fig. 18.1:A y 2:A).

El dafio histolégico causado por las toxinas LT-like nativa de S. gallinarum, LT de
ETEC y la toxina colérica CT también mostraron vellosidades atrofiandas y nocrosadas
(Fig. 18.1:B-C). Es interesante mencionar que las asas ligadas de pollo, tratadas con Ia
toxina LT-/ike recombinante y nativa de S goallinarsm, mostraron las mismas
alteraciones observadas en las asas de conejo; sin embargo, Is atrofia de las vellosidades
fue severa con intensa secrecion celular (Fig.18.2). Las asas utilizadas como control
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negativo no presentaron dafio, sélo se observé un ligero cambio autolitico con infiluado
de células mononucleares y ¢l tejido glandular se encontré normal sin cambios (Fig.
18.1:D y 2:D).

Figura. 18. Cortes histopatwlégicos de asas de intestino i ladas con i purificadas. Panel 1:
Vellosidades de conejo y panel 2: Vellosidades de pollo. A) Toxi LT-like bi de S.
gallinarum; B) Toxina LT-like nativa de S. gallinarums; €) Toxina CT, Control positivo y D) PBS,
control negativo.
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6. DISCUSION.

Salmonella gallinarum produce algunos productos extracclulares que puecden estar
implicados en la patogénesis de la TA 2

Trabajos previos en S. gallinarum y S. pullorum han reportado Ia importancia de un
plasmido de 85 kb en la virulencia de estas bacterias.*”-*® En ¢l presente trabajo 7 de las
11 cepas de S. gallinarum aisladas de casos clinicos, asf como las cepas 9184-ATCC de
S. gallinarum y 10398-ATCC de S. pullorum, presentaron un megaplésmido de
aproximadamente 85 kb. Este megaplismido probablemente estd involucrado en el
fenémeno diarreico ya que las cepas fueron aisladas de aves infectadas cn granjas
avicolas. El fragmento de 1,275 pb amplificado a partir de DNA de plasmido de cepas
de S. gallinarum y S, pullorum pucde estar asociado a su virulencia. En estudios previos
POr nuestro grupo, sc reporté en S. gallinarum la amplificacién de un fragmento de 479
pb a partir de DNA gendmico, utilizando oligonucledtidos disefiados a partir de la
secuencia del gen e/t4 que reporté Spicer y Noble.” La secuencia de este fragmento
presenté una identidad del 95% con el gen ele4 que codifica para la subunidad LT-A de
ETEC y 83% con ¢l gen cexA. Este altimo hibridé con DNA genémico de diferentes

cepas de S. gallinarum.™

Con base en lo anterior, nosotros amplificamos un fragmento de 1,275 pb el cual
codifica una toxina similar a LT a partir del DNA genémico y plésmido, utilizando
iniciadores disefltados a partir de la secuencia de los genes que codifican para la toxina
LT de ETEC.* En este trabajo los genes que codifican para la toxina LT-Jike, sc
encontraron en cromosoma y en plésmido de varias cepas de S. gallinarum. Es probable
que exista una copia de los genes elt4B-like integrada, al cromosoma y en plésmido
como sucede en algunas cepas de ETEC, ya que los plésmidos, son clementos genéticos
se pucden transferir entre bacterias a través de conjugacion.” El fragmento amplificado
de 1,275 pb (Fig. 9) mostrd una similitud del 98% con los genes eltAB de E. coli
entcrotoxigénica (H10407) y 79% con los genes cexAB de V. cholerae (Fig. 12). La alta
identidad entre los genes eltAB-like de S. gallinarum y los genes eltAB de ETEC, indica
que estos genes han sido transferidos de mancra horizontal a més especies y se
encuentran muy conservados.

Estos genes también se han encontrado en ¢l genoma de otras E. coli.>* La secuencia
nucleotidica de los genes eltdAB-like de S. gallinarim demostré que estén contiguos,
como se ha descrito para los genes que codifican para Ia toxina CT* y LT de ETEC.*
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La secuencia de aminodcidos deducida de la secuencia nucleotidica presenté una
similitud del 93% y 95% para las subunidades A y Bs de la toxina LT de ETEC (NCBI,
gbs60731) respectivamente, mientras que para las subunidades A y Bs de la toxina CT
de V. cholerae fue de 75% y 79%, respectivamente (NCBI, emb.XS878S) (Fig. 13).
Estos datos indican que los genes elt4B-like de S. gallinarum codifican para una
variante de la toxina LT. La toxina LT-/ike recombinante y nativa de S. gallinarum
presentaron una actividad biolégica similar a la toxina LT de ETEC y CT de V. cholerae
en cultivos celulares (Fig. 16) y en asas ligadas de concjo y pollo (Fig. 17). Es
ionar que esta es la primera vez, que sec utiliza el modelo de asas

ligadas en pollos, para evaluar la actividad biolégica de una toxina y el resultado fue
similar al de asas ligadas de conecjo (Fig. 17- A). En un trabasjo previo, Urquiza 2
observo actividad biolégica en células CHO, utilizando ¢l sobrenadante de cultivo y
lisado de S. gallinarum, pelb el efecto fue menor al observado por nosotros,
probablemente debido a que Ia toxina estaba més diluida.

Por otro lado, en este trabajo los genes elt4B-like fueron amplificados a partir de
plismidos purificados y DNA genémico de S. gallinarum, es importante mencionar que
los genes gque codifican para la toxina LT-Il en algunas cecpas de E. coli
enterotoxigénicas se han localizado en ambos DNAs y los genes que codifican para la
toxina LT-1 en ETEC se localizan en un megapldsmido, micntras que en V. cholerae los
genes se encucntran en ¢l genoma del bacteri6fago filamentoso CTX® integrado
cromosoma, cl cual usa como receptor la toxina cooreguladora del pili (TCP).%%%0%

La toxina LT-like de S. gallinarum consta de dos polipéptidos, las subunidades A y Bs,
las cuales fueron analizadas mediante geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) teflidos con
nitrato de plata ¢ inmunodecteccion (Fig. 15). En resumen, las toxinas LT-like
recombinante y nativa de S. gallinarion presentaron carscteristicas fisicoquimicas y
biol6gicas similares a la toxina CT de V. cholerae, ya que fueron inactivadas por
protecinasa K, anticuerpos contra CT y calentamiento a 56°C. Los cambios morfolégicos
en las células CHO y Vero en presencia de las toxinas fueron similares a los descritos
por Carol y col., ® ademaés Ia toxina LT-/ike aglutiné los glébulos rojos de conejo de
manera similar a LT.” En ensayos de inmunodeteccion, la proteina recombinante LT-
like de S. gallinarum purificada fue reconocida por anticuerpos anti-CT.**? Por otro
lado, cn ensayos de hemosglutinacion utilizando diluciones dobles seriadas, tanto la
toxina recombinante LT-like de S. gallinarum y la toxina nativa de S. gallinarum,
hemoaglutinaron eritrocitos de conejo de mancra similar a otras toxinas.””
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Las toxinas CT y LT se localizan en diferentes regiones de la bacteria. por ejemplo, en

E. coli enterotoxigénica la toxina LT se cncontré entre ¢l 80 y 88% en el espacio
b citopl Atica y tan

periplasmico, mientras que existe entreun 9y 18%en la
solo entre un 0.2 al 0.4% en ¢l medio externo. Por otro lado, la sintesis de LT en E. coli

silvestre ¢s pobre, comparado con la cepa C-600 de E. coli transformada con el
plismido pEWD-299.”* Esto puede explicar Ia dificultad para observar la presencia de
estas toxinas en el sobrenadante de los cultivos; sin embargo. el efecto de estas
pequciias cantidades de toxina purificada pueden observarse en cultivos celulares. El
indice de dilatacion por centimetro de intestino en conejos y pollos, causado por las
toxinas LT-like recombinante y nativa de S. gallinarum fue muy similar al producido
por las toxinas LT y CT (Tabia 3).

Los resultados obtenidos en este trabajo, donde se evalué6 la actividad de la toxina LT-
like y nativa en cultivos celulares, asi como la secrecion de liquido en asas ligadas de
conejo y pollo, sugieren que esta toxina jucga un papel importante en la diarrea de aves
infectadas con S. gallinarum. En este sentido, nosotros observamos manifestaciones
clasicas de TA en los pollos, 18 h posinoculacién de las asas intestinales con las toxinas
LT-like recombinante y nativa de S. gallinarum. Las aves presentaron tristeza, malestar
general y diarrea de color blanco-verdosa (Fig. 17.A), como se describe la enfermedad
en la literatura.?

Por todo lo anterior, podemos proponer que las toxinas LT-/ike recombinante y nativa
de S. gallinarum descritas por nosotros, asi como la probable participacién de otras
toxinas de la familia LT o ST (termo estables), juegan un papel importante en Ia
virulencia de esta bacteria y podrian participar en el proceso de invasion y colonizacion
de las células cpiteliales y posteriormente diferentes érganos, ya que producen una
intensa inflamacién cn el tejido epitclial (Fig.18. A y B). En este sentido, s¢ han
realizado ensayos en asas ligadas de pollo, como un modelo de invasion de S.
enteritidis.'***7*® Sc debe considerar que, a pesar de Ia gran homologia existente entre
1a toxina LT-like de S. gallinarum con la toxina LT de ETEC y CT de V. cholerae, es
importante la valoracién en el modelo especie-especifico, ya que los cambios en la
secuencia podrian tener un efecto en la induccién de la respuesta inmune respectiva.

La amplificacion de los genes e/tAB-like en cromosoma y plésmido de S. gallirnarum,
podria sugerir que se encuentra una copia en ambos DNAs y que dichos genes, pudieron
ser adquiridos por transferencia horizontal. Sin embargo, hacen falta més trabajos de
investigacion para corroborar su localizacion.
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Por otro lado, se sabe que ciertas molé pot
intensa respuesta al ser aplicadas por via parenteral, esto se ha investigado ampliamente
para las enterotoxinas producidas por V. cholerae y E. coli. En varios trabajos se usaron
las toxinas LT o LTB como adyuvante de la ureasa dec Helicobacter pylori,
observandose que la mezcla de ambas toxinas incrementa los niveles de IgG en suero
contra la ureasa, cuando son administradas por via oral.*® También se ha observado que
el uso de CT y LT-1* como adyuvante produce niveles altos de IgG especificos contra
antigenos que tienen una pobre respuesta inmunogénica.®® En la actualidad existen
metodologias enfocad: a prod protei recombinantes en grandes cantidades
donde las toxinas CT y LT no son la excepcion. Estas enterotoxinas pueden ser una
herramienta importante en ¢l diasgnéstico serolégico y molecular, asi como agentes
inmunoestimulantes, en futuras vacunas quc prevengan una gran variedad de
enfermedades en animales de interés pecuario y como modelo para el humano.

El estudio de factores de virulencia permite plantear ¢l desarrollo de nuevas cepas, con
el objetivo de utilizarlas como proteccion contra infecciones b i de més
eficiente, o que algunos de los genes caracterizados ¢n este trabajo, pueden ser
utilizados para ¢l desarrollo de moléculas acarreadoras, debido a que Ia toxina puede ser
reconocida por receptores y permite liberar intracelularmente dichas moléculas.

Los resultados obtenidos en ¢l pr trabajo nos permite abordar, desde otro punto de
vista, algunos de los mecanismos que inducen el desarrollo del sindrome diarreico en
las aves infectadas por S. gallinarum. Este trabsjo ha gencrado varias interrogantes, las
cuales seria conveniente esclarecer con la finalidad de comprender la patogénesis de la

tifoidea aviar.

Desde ¢l punto de vista cpidemiolégico, es imporntante detectar la presencia de
enteroplésmidos en S. gallinarum y otras salmonelas aisladas de casos clinicos, con Ia
finalidad de corroborar Ia presencia de los genes elt4B-like. En estc senmtido, es
conveniente definir la localizacién de ambos genes en ¢l cromosoma o pliésmido, dado
que pueden jugar un papel importante en la virulencia.

En cl aspecto molecular, es conveniente continuar con los trabsjos enfocados a definir el
mecanismo por ¢l cual esta toxina LT-Jike de S. gallinarum es regulada y secrctada al
espacio extracclular. En este mismo sentido, seria conveniente analizar por
cristalografia la estructura de Ia toxina LT-/ike con la finalidad de que Ia caracterizacion
sirva de apoyo a futuros trabajos. Por otro tado, seria conveniente estudiar los receptores
que son reconocidos por la toxina LT-like de S. gallinarum, ya que por la alta
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homologia con las toxinas LT de ETEC y CT de V. cholerae. consideramos que pudiera
reconoce al ganglidosido GM,. Sin embargo hacen falta otros trabajos que lo cormoboren.
Desde el punto de vista inmunolégico, la toxina LT-/ike fue reconocida por anticuerpos
contra la toxina CT de V. cholerae. Por tal motivo, serfa conveniente evaluar las
propiedades inmunolégicas de esta toxina LT-/ike en un modelo animal, con la finalidad
de utilizarla en futuros trabajos. Esta toxina LT-Jike pudicra propiedades de

superantigeno como sucede con las toxinas CT y LT, las cuales funcionan como
inmunolégica de compuestos

inmundégeno y adyuvante incrementando la resp
proteicos con pobre respuesta. Por lo tanto, si 1a toxina LT-/ike de S. gallinarum tiene

dichas propiedades, serfa una herramienta muy importante para el diagnGstico y
prevencion de la tifoidea aviar y otris paratifoideas que afectan aves y humanos.
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7. CONCLUSIONES.
1. Se aislaron y caracterizaron los genes elt4d y eltB en Salmonella gallinarum, los
cuales codifican para una enterotoxina LT-/ike. Estos fueron amplificados por PCR a

partir del DNA genémico y megaplésmidos.
2. El gen elt4-like tiene un tamafio de 795 pb y eltB-like de 372 pb, estéan contiguos y

tiene un tamafio de 1, 275 pb.

3. El alineamiento de la secuencia nucleotidica de los genes elt4B-like mostré una
identidad del 98% con los genes elt4AB que codifican para la toxina LT de ETEC y un
79% con los genes cixAB que codifican para la toxina CT de V. cholerae.

4. El ali iento de la ia de aminodcidos deducida de la ia leotidica
de los genes eltAB-like, mostré una identidad del 93% para LTA y 95% para LTB de
ETEC. Con respecto a la toxina CT de V. cholerae, 1a identidad fue de 75% para CTA y

79% para CTB.
5. El peso molecular de las subunidades LT-A like ¥y LT-B like de las toxinas

recombinante y nativa de S. gallinarum fue aproximadamente de 28 kDa y 11 kDa,
respectivamente.

6. Se encontréo que la toxina LT-/ike recombinante y nativa de S. gallinarum, posee
caracteristicas fisicoquimicas similares a la toxina CT, ya que fue termoldbil a 56 °C por
15 min, se inactivé con protcinasa K, fue neutralizada con anticucrpos policlonales
contra la toxina CT y hemoaglutiné eritrocitos de cone¢jo.

7. La actividad biolégica en cultivos celulares de Ia toxina purificada LT-like
recombinante y nativa de S. gallinarum, provocé cambios morfolégicos a las 9 h
caracterizados por clongacion en células CHO y células Vero.

8. La toxina purificada inoculada en asas ligadas iliacas de concjo y polio, provocaron
una hipersecrecion y ¢l fndice de dilatacion fue de 3 ml en promedio y a las 18 h
posinoculacién.

9. Las vellosidades de las asas iliacas de conejo y pollo inoculadas con la toxina LT-like
recombinante y nativa de S gallinarum, presentaron una intensa actividad secretora,
similar a la presentada por la toxina CT de V. cholerae y LT de ETEC.

10. Los pollos inoculados con la toxina LT-like recombinante y nativa de S. gallinarum,
presentaron signos clésicos de la diarrea aviar caracterizados por tristeza y diarmrea de
color blanco-verdosa, como sucede cn aves que padecen de forma natural la tifoidea

aviar (Fig. 17).
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