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RESUMEN. PCR, para amplificar un fragmento de 200 pb que
Introduccion. Algunos serotipos d8almonella correspondia a la parte central del gjgvB.

contienen plasmidos asociados a la virulencia (spResultados De las 50 cepas de nifios con diarrea,
La presencia de estos plasmidos aumenta la viruleriiefueron positivas a la presencia del spvB y 34

en ratones infectados experimentalmente, aunquenegativas. De 120 cepas aisladas de los nifios sin
humanos aln no se ha establecido su papel durantiidarea, en 20 se amplifico el geny en 100 no. De
infeccién. La mayoria de los estudios realizados hastta forma 36 (21.18%) cepas fueron positivas a la
la fecha se ha hecho en modelos experimentalespessencia del gespvB, mientras que 134 (78.82%)
los cuales las cepas @&almonella producen fueron negativas (¢ 4.09509, p = 0.0430).
septicemia en ratones, pero falla en produd@onclusion.Existe una asociacion entre la presencia
grastroenteritis. Ademas, son muy pocos los trabajbsl gerspvBY la presencia de diarrea en los nifios.
donde se ha investigado si la presencia de es(Bev Biomed 2004; 15:201-206)

plasmidos y/o de los genes codificados en los mismos

guardan relacién con la presencia de diarrea Balabras clave SalmonellaPlasmido de virulencia,
humanos. El objetivo del trabajo fue determinar EpvB PCR.

frecuencia del gespvBen cepas dsalmonella spp.

aisladas de nifios y establecer la relacion que guaBlaMMARY.

con la presencia de diarrea en éstos. Frequency of thespvB gene in strains of
Materiales y Métodos.Se estudiaron 170 cepasSalmonellaspp. isolated from children with and
deSalmonella aisladas de nifios con diarrea (50thout diarrhea.

sin diarrea (120). A todas se les aplicé la técnica tigroduction. Plasmids contribute importantly to
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Salmonellavirulence. Manysalmonella serotypes se encuentran los antigenos de superficie, la
contain virulence plasmids (spv) that enhance théivasividad, la produccién de toxinas (enterotoxina y
capacity for systemic infection in experimental animatstotoxina) y la presencia de plasmidos que confieren
(mice, cattle) after oral inoculation. The role of theirulencia (4,5).
virulence plasmid on the pathogenesis of salmonellosis Los plasmidos de virulencia varian en tamafio,
or septicemia has been mainly studied in the muridependiendo del serotipo: 95 kbp p&edmonella
model, while few studies have tried to establish thigphimurium 60 kbp par&. enterica80 Kb para
relationship between virulence plasmids and tH& dubliny de 50 a 110 kbp pa& choleraesuis
presence of diarrhea in humans. Aunque difieren en tamafio, todos tienen una region
Materials y Methods. We studied 50 strains of altamente conservada de 8 kbp involucrada con la
Salmonellaspp. isolated from children with diarrheavirulencia (6). Esta region de 8 kbp contiene un grupo
and 120 without diarrhea. We used the PCR methdd cuatro genes estructuralsgyA spvB, spvC,
to amplify a 200 bp fragment of tepvB gene in order spvD y un gen regulad@pvR que son transcritos
to investigate its presence in the samples. como un operon y son reguladosvitro” durante
Results.From the 50 strains isolated from childrema fase estacionaria de crecimiento y por el medio
with diarrhea, in 16 (32%) thepvB gene was ambiente intracelular (7). Ademas, se ha demostrado
amplified, and 34 (68%) were negative. From the 12{ue incrementa la tasa de crecimiento de la bacteria
strains isolated from children without diarrhea, in 28entro de las células huésped en las primeras semanas
(17%) thespvBgene was amplified and 100 (83%}le la infeccion sistémica en ratones (8, 9, 10).
were negative. A value of 4.09 fotwas determined Andlisis mutacionales de la regiépvdeS.
(p =0.043). Thus, from 170 strains studied, 36 (21%ublin, indican quespvR y spB son genes esenciales
were positive to the presence of §pwBgene, and para la virulencia en ratones y gpeCy spvDjuegan
134 (79%) were negative. un papel accesorio. E8. typhimuriumse ha
Conclusions.We observed a significant associatiodemostrado que la mutacion en los gspe€y sp\D
between thespvBgene presence and diarrhea itienen efectos significativos sobre la virulencia de esta
children.(Rev Biomed 2004; 15:201-206) serovariedad (7,11,12).

En un estudio hecho por Matsui y col., lograron
Key words: Salmonella, virulence plasmisipvB determinar que los genaspvBYy spvC pueden

PCR. remplazar la virulencia del plasmido completo en el
serotipothyphimuriumdespués de ser inoculados
INTRODUCCION. subcutaneamente en ratones (13). La proteina SpvB

Las enfermedades diarreicas estan entre ksuna ADP ribosiltransferasa y parece ser la principal
principales causas de morbilidad y mortalidad infantiésponsable de la virulencia del losps ya que se
en los paises en desarrollo, donde los nifios puethervisto que enzimas ADP ribosiltransferasas (toxinas
padecer hasta ocho 0 mas episodios de diarrea durdatedlera, difteria, etc.,) son los factores de virulencia
los primeros 12 meses de vida (1, 2). La diarrea infamiave para una gran variedad de bacterias patdgenas
en los paises en desarrollo se asocia con patogeexisacelulares (14,15). Lesnick y col., sugirieron que
bacterianos en la mayoria de los casos, y est# de las funciones de la proteina SpvB es la de una
predominancia esta asociada a una higiene deficietajna ADP-ribosilante intracelular, esencial para la
particularmente en lo que respecta a la disposicionmogénesis de infecciones famonella (15).
las heces de humanos y de animales, y a la preparacién La mayoria de los estudios realizados para
de alimentos (3). establecer la importancia del pldsmido de virulencia

Las salmonelas son microorganismos complejea cepas d8almonellase ha hecho relacionandolo
gue poseen varios factores de virulencia, entre los qua infecciones de tipo sistémico en animalesy en el
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hombre (8, 16,19,20). Todos los productos de amplificacion fueron
Por todo lo anterior sélo se consideré estudiaometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1%
la prevalencia del gespvB en cepas &almonella tefiidos con bromuro de etidio. Los resultados se
spp., y establecer sijuega un papel con la preseraiduvieron mediante la observacion del gel en un
de diarrea, ya que hasta ahora este hecho solo sedresluminador de luz ultravioleta (figura 1).
corroborado en modelos animales (8,10,17,18)\étodos estadisticosSe utiliz6 la prueba de?X
hay pocos estudios realizados en humanos (19,28| programa estadistico Epi-stat. Se obtuvo la
frecuencia del gespvBen la cepas de salmonela.
MATERIAL Y METODOS.
Cepas deSalmonella Se estudiaron 170 cepas dRESULTADOS.
Salmonella sppaisladas de nifios cony sin diarrea  Se encontraron cerca de 30 serotipos diferentes,
(50 y 120 respectivamente) en un estudio previentre los que destacaB: agonatyphimurium
También se utilizaron cepas control; una positiva gugantis anatum,poona,enteritidis ohio, cerro,
presentaba el plasmido de virulendpw) y una etc.
negativagpwv), sin él. Se determind que la presencia delgprB esta
Todas las cepas fueron tipificadas en el Institutoas relacionada con los serotipageritidis y
de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos “Dityphimurium
Manuel Martinez Baez”, SSA. Se aplicé la técnica de PCR a un total de 170
Preparacion de ADN plasmidicoSe purificé el cepas desalmonella spp. y los resultados estan
ADN plasmidico de cada una de las 170 cepas cendensados en el cuadro 1.
acuerdo a Engebrechty col.(21), con un método que De las 170 cepas estudiadas, 50 eran de nifios
consiste en lisis alcalina y precipitacion con etanoton diarrea y 120 de nifios sin diarrea. De las
PCR. Lareaccion en cadena de la polimerasa segemeras, 16 fueron positivas a la presencia del gen
aplico a los ADNs de todas las cepas de acuersiivB y 34 negativas. De las cepas aisladas de los
con Kramer y Coen (22). Los iniciadores y las cepagfios sin diarrea, en 20 se observé el geny en 100
controles fueron proporcionados por el Dr. Paulo. De las 170 cepas, 36 (21.18%) fueron positivas
Gulig, del Departamento de Genética y Microbiologia la presencia del gespvB, mientras que 134
Molecular, Colegio de Medicina de la Universidag78.82%) fueron negativas.
de Florida, en Gainesville, Fl., EU. La utilizacionde  Después de aplicar el estadistico de& X
éstos permite identificar un fragmento de 200 pb d&l09509 y p = 0.0430, se determin6 que existe una
gensp\B del plasmido de virulencia &lmonella relacién estadisticamente significativa entre la
En todas las reacciones se utilizaron los controlpgesencia del gen spyBa presencia de diarrea en
positivo (ADN de la cepapw) y negativo (ADN los nifios.
de la cepapw).

Cuadro 1.
Frecuencia del gerspvBen cepas dé&almonellaspp. aisladas de nifios con y sin diarrea.

Cepas spvB+ spvB- ‘otal
Casos Diarrea 16 32% 34 68% 50
Control No diarrea 20 17% 100 83% 120
Total 36 134 170
X?2=4.09509 p =0.04300
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spvC era suficiente para conferir la virulencia del
pladsmido completo en el serotigghimurium por
lo cual s6lo buscamos al ggpvBpara demostrar la
relacion entre la presencia del plasmido de virulencia
y el cuadro diarreico.
Fierery col. (1992) estudiaron la presencia de
plasmidos de virulencia en cepas de salmonela aisladas
de heces fecales y de sangre, y obtuvieron 42%y
76% respectivamente de cepas positivas a la presencia
de los plasmidos (18). Aungue la frecuencia
observada en nuestro estudio es menor (21.17%), hay
gue tomar en cuenta que el nimero de cepas aisladas
Figura 1.- Deteccion del gersp\B en cepas de de heces por Fierer Yy col. fue de 79 contra 170
Salmonellaspppor PCR. Se muestran los fragmentogstudiadas por nosotros. Otro detalle importante es
correspondientes al amplicon de aproximadamente 26Qe ellos Unicamente trabajaron con el serotipo
pares de bases (pb). (M), marcador de peso molecutgfshimurium en el cual se sabe que la virulencia esta
los carriles marcados (+) y (-) corresponden a las ceffiagrtemente relacionada con la presencia del plasmido.
control deSalmonellaspvB y spvB respectivamen_te. Estudios realizados por Wallis y col. y Tsolis y
Se observa que en al menos 3 de los carriles Ig) encaminados a relacionar la presencia de
presencia del gespvBde Salmonella. gastroenteritis con la presencia de los gepes
fueron hechos en ganado vacuno como modelo
DISCUSION. experimental. Estos grupos llegan a la conclusion de
Salmonellaes un microorganismo ampliamentgjue los genespvson requeridos para la virulencia
estudiado por el cuadro patogénico que desarrollacsmpleta asi como para la persistencia en sitios
el huésped, pero aln existen interrogantes acercagisiémicos, pero no son indispensables para la
mecanismo de accion de los factores de virulengatogénesis de la gastroenteritis bovina (16,17).
expresados durante la infeccion. Uno de éstos eg\@emas, los serotipos estudiados por ellos fueron
expresion de los genes en los plasmidos asociada®iblin y typhimurium muy relacionados con la
la virulencia, denominadapv Se sabe que existegastroenteritis en bovinos, en tanto que nosotros
una fuerte relacion entre la presencia de estadlizamos cerca de 30 serotipos diferentes entre los
plasmidos y la septicemia (5,10,15), pero no existgne se encuentral: agonatyphimuriuminfantis
suficientes estudios encaminados a explicar la relac&meritidis anatum poona ohio, cerro, etc. que son
que guardan la presencia de estos genes y/o plasmidssnas frecuentes en la entidad, encontrandose que
con la presencia del cuadro diarreico en humaniagresencia del gepvBesta mas relacionada a los
(18,19). Casi todos utilizan el modelo murino y cepagrotiposenteritidisy typhimurium
de S. typhimurium(8,13), en las cuales si se ha  Por Ultimo, otro hecho que es importante resaltar
demostrado que hay relacion entre la presencia edsque existe un nimero elevado de cepas aisladas de
estos plasmidos y el incremento en la virulencia de l@gios sin diarrea que presentan el plasmido, lo que
cepas. nos indica que posiblemente se hallen involucrados
Por todo esto, en este trabajo se pretenditos mecanismos de virulencia, ademas de la
demostrar cual es la relacion entre estos plasmidqgsrgsencia del plasmido para producir la enfermedad.
la presencia de diarrea en nifos.
En un trabajo realizado por Matsui y.¢@B) se
demostro que la sola presencia de los gemBy
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