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Introduccion. Staphylococcus aureus es una bacteria
productora de una amplia gama de exoproteinas entre ellas
las enterotoxinas estafilococales (SE’s) de las cuales se
conocen de la A hasta la U; siendo la toxina A la mas toxica
de todas y responsable del 80% de las intoxicaciones
alimentarias por SE’s. Su funcién principal es inhibir la
respuesta inmune del huésped. Son conocidas como
superantigenos toxina pirogénicos (PTSAgs) por lo que son
potentes agentes eméticos ademas de estimular la
proliferacion de linfocitos T, sin considerar la especificidad
antigénica de las células. Los PTSAgs forman complejos
moleculares con MHC 11y TcR (1).

Estudios moleculares de las SE’s muestran que la
antigenicidad y la capacidad de causar dafios esta
determinada por partes separadas de la proteina. También,
que las modificaciones estructurales son importantes para
controlar su funcion (2).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar molecularmente el
gen de la toxina A de cepas silvestres de S. aureus mediante
secuenciacion y prediccion de su estructura, clonar y
expresar el gen que codifica para la enterotoxina A de S.
aureus en E. coli.

Metodologia. Se trabajé con cepas enterotoxigénicas de S.
aureus (3). Se disefiaron dos juegos de iniciadores para
amplificar el gen completo de la toxina A. Los productos de
PCR obtenidos fueron secuenciados en un secuenciador
automatico ABI PRISM 310 (4). Se buscaron similitudes
entre los genes con los programas Clustal X y GeneDoc para
poder predecir diferencias en estructura secundaria y
terciaria implicadas en la respuesta inmunoldgica. Se
encontrd un gen con modificaciones en sitios especificos de
reconocimiento a TcR; dicho gen fue clonado en pSPORT2
y expresado en E. coli DH5a. Los plasmidos fueron
caracterizados con las enzimas de restriccion Pstl, Dral,
EcoRI, Hindlll y Rsal. La expresion de la toxina A se
monitored con andlisis de Western blot utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-toxina A de S. aureus (Fig.1).

Resultados y discusion. Las cepas silvestres de S. aureus
presentaron algunas variedades con respecto a las reportadas
en la base de datos NCBI.

La variedad de la toxina que fue secuenciada y clonada,
segun la prediccién de su estructura, tienen modificados
aminodcidos involucrados directamente con la unién a MHC
IlyaTcR.

Se logrd clonar y caracterizar la orientacion del inserto de
1000pb en E. coli; Con respecto a la expresion, se
detectaron, con un MADb anti-sea, una proteina de 30 KDa y

una de 60 KDa que puede corresponder a un dimero de la
proteina.
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Fig. 1. Analisis por Western Blot. 1.MPM BenchMark™ Pre-
Stained Protein Ladder.
2y3.Ctl(-) S. aureus 4 y 5. ctl (+) S. aureus. 6 y 7. E. coli con
inserto 8. E. coli DH5a solo 9. DH5 a con vector

Conclusiones. La variedad de la toxina que fue secuenciada
y clonada, segun la prediccion de su estructura, tienen
modificados aminoacidos involucrados directamente con la
uniébna MHC Il y a TcR.

Es por ello que se estan llevando acabo estudios preliminares
para definir de manera experimental el efecto de las
mutaciones encontradas sobre la virulencia de la toxina y a
su vez evaluar su potencial uso como inmundgeno o toxoide.
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