BL EFEBCTO DE LAS SALEBS BILIARERS HUMAKAS SOBEE
EL CRECIMIENTO, LA ESPORULACION Y LA
PRCDUCCION DE ENTEROTOXINA DE
Clostridium perfringens
TIPO A

TESIS

QUE EN OFCION Al. GRADO DE MAESTRO EN CIKNCIAS

CON ESFECIALIDAD BN MICROBIOLOGIA MEDICA

PRESENTA

HoRME LADRA HEREDIA ROJGRS

RONTERREY N.L. DICIEMBRE DE 1931







LTI

1111111111



/) .m&;m LB 1
AT ©
w 4
2l
%

O
O

BL EFECTO DE LAS SALES BILIARES HUMANAS SOBRE
EL CRECIMIENTO, LA ESPORULACION Y LA
PRODUCCION DE ENTEROTOXINA DE
Clostridium perfringens

TIPO A

TES1S

QUE EN OPCION AL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA MEDICA

PRESENTA

NMORMA LAURA HEREDIA ROJAS

HONTERREY N.L. DICIEMBRE DE 1991



A
A 658
Far
ST/
A ¥

FONDO TESIS

165206



K ALEW.E’ AMMAM F %
R TATIS / £
R
R .
. - C
“ N -
g o)
- o
',

EFECTO DE LAS S5ALES BILIARES HUMANAS SOBRE
EL. CRECIMLENTO, LA ESPORULACION Y LA
PRODUCCION DLE

EL

ENTEROTUXINA DE
Clostridium perfringens

TiPO A

POR

NORMA LAURA HEREDIA ROJAS

TESIS PRESENTADA A LA
FACULTAD DE MEDICINA
DE LA

UN1VERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

COMU REQUIS(TO PARCIAL PARA
LA OBTENCION

DEL GRADO DE
MAEKSTRO EN CIENCIAS

CON ESPECIALIDAD EN MICROB1OLOGIA MEDICA

Monterrey, N.L.
Noviembre de 1991



COMILLON DE lmolo.

Dr. MANUEL ANTONIU RUObKIGUBL U.
M.C. MAKRILIA ALICLA SUAREZL SEMOUR
M.C. LRMA A. HALLJIAS GULNZALEYS
Dra. HERMINLIA G. MATINBRZLZ K.

Dr. JAVIEK saMuc JiML .o




La presente 1nvesltiddcioOll =€ ItaellsO0 en el bepdildmenlo
Microbiologia de ila bacultlad de MediviNna. UL.AN.L. tenlendo ¢ oo
dSesor 1nterno «l Dr. Mapnuel A. ROALLIdUueZ V COMO dbHES0L&s €XLernus
al br. Ronald 6. Labbe del DeparlLamento ae Lieéentlds de L1os
Alimentos de la universidad de Massachuseiis. E.U.A. Vv ai DL. Jooc
8dnNios Garcia A. de Devat tan nte doe HMic obltoiovale e Linmunoioqagia oo

Ja bPdcultau de cienc abs Biouly 1tlas. U.é N.L.



A il druol
PORUUE oilN 11U ALUYU. ‘ACLNG A. CUNDRJILD
1 aulikl, su.uw J oA i 1350 Lo » DL LUELKRACLON
NO Sk HUBLexAN | oCHO REALLDAD

VORAC L 2 AMULE .

A Mo Adiba.
VULLNed 3 Sl CUN. edUs Y APUYld ZUN TANTE

W41, ozaly [ N V] IV i b1 s ol AL N



AGCGRADECIMIENTO:S3

Mi mas sincero agradecimiento al Dr. Manuel Rodriguez Q. por
su asesoria, apoyo € interés contantes, asi como por su amistad a
10 largo de mi trabajo.

Mi agradecimiento al Dr. Ronald Labbé, cuyo estimulo, v
asesoria y sobre todo su amistad tueron de suma ayuda para gue este
trabajo se llevara a cabo.

Al Dr. José Santos Garclila A. quien me brind6é su asesoria y
apoyo incondicional durante todo el tiempo. Sus consejos acertados
fueron de gran ayuda para mi.

A la M.C. Alicia Suarez 8. vy a la M.C. Irma Salinas G. por su
disposicién y las facilidades otorgadas para la realizacio6n del
trabajo experimental.

Al Dr. Per Einar Granum del 1nstituto Norueqo para la
Investigacidén de los Alimentos, por proporcionarnos suero
antienterotoxina necesaria para la realizaclén de este trabajo.

Al Dr. Gerald 8telma de la Administzxacién de Dxogas vy
Alimentos de E.U.A. por proporcionarnos enterotoxina de reterencia
necesaria para la realizacion de esta investigacion.

A la Dra. Herminia Martinez R. y al Dr. Javier Ramos J.
miembros de la comisién de revisiétn de este manuscrito, y que

invirtieron su valioso tiempo en ello. 8Sus consejos tueron muy
apreciados.

Al Dr. Jaime Garza del Departamento de Medicina Legal y al Dr.
Jesus Ancer del Departamento de Patologia Clinica del MHospital
Universitario, porx las tacilidades proporcionadas para la
obtenicidon de muestras de jugo biliar humano.

Al Dr. Reyes S. 1améz Guerra de guien he recibido un valioso
apoyo para lograr mi superacioén académica.

Al Dr. Hugo Barrera y al br. Mario Cesar Salinas guienes me

brindaron su ayuda y su amistad durante la realizacion de mis
estudios.

Al personal de los Departamentos de Microbiologia de 1la
Facuitad de Medicina y de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
U.A.N.L. y del Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la
Universidad de Massachusetts, por su apoyo y amistad durante el
desarrollo de este trabajo. ‘



Pagina de titulo ....... oy

Comisi6n de tesis.
Dedicatoria.......
Agradecimientos...
Lista de tablas ..

Lista de Figuras .

Listas de abreviaciones

IntroducCion «c.ceeeancaas

Material y Métodos

cepas utilizadas

Produccién y purificacién de la enterotoxina

~~ Cultivo

-- Bxtracto celular

»

¢ 4 28

v e .

* 0 0 0 .

INDICE

°

—— Purificacién de la enterotoxina

Producciétn de suero antienterotoxina

® P 0 e P a2 P s a9 B E Ao P eSS S AL OISO A a s a0

pagina

® 6 ¢ 4 B P P % 0 s e P B U e s E ST A LE a0 e

® 9 a2 e 8 38 8P a B w0

Deteccidn de enterotoxXina.....ecoe.

-— Contrainumnoelectroforesis .....

Determinacion de protefinas

-—- Método de Bradtford

Sales biliares y jugo biliar usadas

—-- Sales biliares
~- Bilis humana

Deteccidn de sales biliares .

® o 8 0 8 0 2 o

® 6 p a4 0 e 2 0 8N aa s 2 e o

total

e % a p an

Vi

@ & ¢ 4 8 4 0 4 8 4O a0 DT R QLA

Electroforesis en dgel de poliacrilamida bajo con-
diciones no disociantes

ii

iv

viii

ix

X1

13

13

13

13

14

15

16

17

18

18

19

19

13

19

20

21



-- Cromatografia en capa fina ......cc0..

" T e 98w e e

An&alisis del crecimiento, la esporulacidn y la pro-
duccidén de enterotoxing ...cccv.canenana

i cultivo LI L BN DN N T B N BN DR B I B I B R B R
== Curva de crecimiento ...cav004.
-— Determinacidin de eSpOXras «.....

a) Esporas termorresistentes .

b) Calculo de la proporcidén de esporulacién ..

~- Determinaclon de enterotoxina ...ceccevecvccons

Resultados ..isvevsvsernenees

Produccidn y purificacidétn de la enterotoxina

Determinacitétn de proteinas

Determinacién de sales hiliares en la bilis

.

¢ s 8 0 86 % s .

¢ o a s o

- 9 8 %0

Efecto de las sales y Jjugo biliar en el crecimiento

Efecto de las sales biliares sobre 1a esporulacién.

Efecto de las sales biliares sobze la produccioéon de
BREeToLOXINA: ssssissd s sasTimivisineicivipsinsvivanis

Discusion y conclusiones
ResSUmMeD D EnG oo Ty AN+ £ 3 TANF AR s A T o o] el
Bibliogratia

Trabajo publicado ..... g e & R

.........

B 9 % 90 5B A S AL s SN ad s e ans >

5 % 9 ve 9o

3 8 24 4 4 4 a 9 0 P T T S0 SN e st AP0 ke B NI

L

5 e e v .

5+ 8 00

21

22

22

24

24

24

25

25

26

26

27

28

30

43

51

55

63

64

76



LISTA DE TABLAS

Composicién del Medio Definido (D) de Sacks y Thompson.

Porciento de reduccién de la absorbancia de 1los cultivos de

C. perfringens cuando se ahadieron sales biliares al medio de
cultivo.

Esporulacién de C. perfringens en presencia de sales
biliares.

Produccién de enterotoxina de C. perfringens en presencia de
sales biliares.

Esporulaciéon y produccion de enterotoxina de C. perfringens
en presencia de sales biliares.

-
—



10'“

110:_'

16.-

I.ISTA DE FIGURAS

Derivacién de los acides biliares humanos.

Pertil de eluclion obtenido por cromatografia en columna

durante el proceso de purificacioéon de la enterotoxina de C.
perfringens.

Curva estandar para la determinacién de proteinas.

Perfil de elucliédn obtenido por cromatogqrafia en capa flna de
las sales y Jjugo biliar humano.

Curva de crecimiento de C. perfringens cepa NCTC 8239
cultivada en medio Detinido con colato de sodio

Curva de crecimiento de €. perfringens cepa NCTC 8239
cultivada en medio Definido con taurocolato de sodio.

Curva de crecimiento de C. perfringens cepa NCTC 8239

cultivada en wmedio Definido con glicoguenodesoxicolato de
sodio.

Curva de crecimiento de C. perfringens cepa NCTC 8239
cultivada en medio Definido con quenodesoxicolato de sodio.

Cturva de crecimiento de €. perfringens cepa NCTC 86783
cultivada en medio definido con colato de sodio.

Curva de crecimlento de (C, perfringens cepa NCTC 8679
cultivada en medio definido con taurocolato de sodio.

Curva de creclimiento de €. perfringens cepa NCTC 8679

cultivada en medio Definido con glicoguenodesoxicolato de
s0d10.

Curva de crecimiento de €. perfringens cepa NCTC 8679
cultivada en medio definido con gquenodesoxicolato de sodio.

Curva de crecimiento de C. perfringens cepa NCTC 10240
cultivada en medio Definido con colato de sodio.

Curva de creclmiento de . perfringens cepa NCTC 10240
cultivada en medio Definido con taurocolato de sodio.

curva de crecimiento de C. perfringens cepa NCTC 10240

cultivada en medio Definido con glicoguenodesoxicolato de
scdio,

Curva de crecimlento de €. perfringens cepa NCTC 10240
cultivada en medio Definido con guenodesoxicolato de sodio.

1X



17a_

18C-

19.=

20.-

21 .—

Curva de crecimiento de
cultivada en medio Definido

Curva de crecimiento de
cultivada en medio Definido

Curva de crecimiento de

C. perfringens cepa ATCC 3624
con colato de sodtio.

C. perfringens cepa ATCC 3624
con taurocolate de sodio.

¢. perfringens cepa ATCC 3624

cultivada en medio Definide con glicoguenodesoxicolato Ade

sodio.

Curva de crecimiento de
cultivada en medio Definido

Curva de crecimiento de
cultivada en medio Definido

Cc. perfringens cepa ATCC 3624
con quenodesoxicolato de sodio.

C. perfringens cepa ATCC 3624
con la mezcla de sales biliares.



I.ISTA DE ABREVIATURAS

Asoo
°C
c
EDTA
ent~

ent™

gr
hx
kD

Kg

ng
min

ml

Hg
Ml

nm

pH

PMSF

RE

absorbancia a 600 nm

grados centigrados
centimetro(s)

acido etilendiaminotetraceético
no enterotoxigénica
enterotoxigénica

fuerza gravitacional

gramo(s)

hora(s)

kKilodatones

kilogramo

litro

molar

miligramo(s)

minuto(s}

mililitro(s)

milimolar

milimetrxo(s)

microgramo(s)

microlitro(s)

nanémetro(s)

logaritmo del reciproco de 1la
concentracidn de ion hidzonio
floruro de fenilmetilsulfoniio

frente de corrida



seg segundos
Tris tris(hidroximetil)aminometano
UrC unidades formadoras de

colonias



INTRODUCCLON

GENERALIDADES

Las toxi-infecciones alimentarias son una de las Drincibales
preocupaciones de salud publica en el mundo, ya gue representan
pérdidas econétmicas congiderables, en parte debido a io0s costos de
los tratamientos médicos v « la perdida de la productividad (48).
Se ha observado en los paises no desarrollados, gue arribha dei 3U%
de los alimentos preparados son descompuestos por intestaciones de
insectos ¢ por crecimiento microbiano (principalmente bacterias,

aungue también hongos, parasitos vy virus) antes de ser consumidos

(28).

Entre las principales bacterias i1nvolucradas en la causalidad
de las 1ntexicaciones alimentarias se encuentran: Salmonelta tvbhi
Y otras especilies del genero, especles de Shigella, rscherichi:a
coli, Vibrio cholerae, Campoylobacter sp., Staphyvlococcus aureus.

Clostridium pertringens, Baciitlus cereus, v Clostridium bhotulinum

(2, 48, 68).

C. pertringens ha si1do histor.camente asociado como causa de
gangrena gaseosa. 51 papel como causante de toxi—-Lnteccion
alimentaria tué determinado a principios de los anus setentas (3b).
Ademas de esta enfermedad, se le ha involucrado como aagente causal
de diarrea infecciosa asociada a la administraciodn de antibiodticos

(8, 41) y se le ha asociado con el sindrome de muerte fulminante

intantil (4e).



En términos de incidencia de casos de intoxicacién alimentaria
reportados cada ano, C. perfringens gqeneralmente ocupa un segundo
lJugar en Canada v en el Reino Unlido vy un tercer lugar en kstados
Unidos como causante de la entermedad (30, b3, 59, bil., este mMiSmo
problema se ha encontradoe tambien en otros pailses comu Brasi).
Colombia, Japon yv Noruega, entre otros (/. L1, 33). Ouiza esta aran
frecuencia se deba a que C, peritringens es la pacteria conocida mas
ampliamente distribuida en el medio ambiente, ya gue es encontrada
en suelo, agua, alimentos, en el intestino de casi todos los
animales y en el aire (3/) y ademas, a gue puede tener tiempos de
generacidén tan cortos come /.1 min (71), Llo aque

tavorece un

crecimiento rapido.

(4" pertringens es una bacteria de forma bacilar. ygram
positiva, formadora de esporas, encapsulada v no movii. Bs capaz de
producir mas de 13 proteinas biloldgicamente activas. Algunas son
toxinas con actividad enzimatica, ¥ una de ellas es una
enterotoxina. Las cepas se han clasitricado en L tipos {(A-k) de
acuerdo a la produccidon de 4 toxinas extracelulares: alta. beca.
epsilon e 1ota (3b). Las cepas del Tipo A son las oprinciovales
productoras de enterotoxina, s51n embargo, sSe hd encontrado que

algunas del tipo C tambien la producen (3/).

La enterotoxina es una proteina termolabil (17). de una sola
cadena (36), compuesta por 309 aminodacidaes (25), con un peso

molecular de 34,262 daltones y un punto isoeléctrico de 4.3 (/4.



Esta toxina es producida intracelularmente cuando La batcterila
esporula, pero es liberada junto con la espora madura al tinal del

proceso de esporulacion (18, 39, 47).

ENFERMEDADES ALIMENTARIAS POR ((ust:idiin DPrtr1119€N05.

La toxi-inteccion alimentaria resulta al 1ngerir alimento
contaminado con: a) gran numero de celuias viables {(entre 4 x iU
vy & x 10°%), 1las cuales, al 1llegar a4l 1ntestinc esporulan,
produciendo la enterotoxina (-7), D) células en esporuiaciodn. aue
pueden producir la enterotoxina cuando estan en el alimento, v la
liberan en el tracto intestinal (12, 1l8), v c} enterotoxina

pretormada en el alimento, de la cual se necesitan ae 8-10 Ug vara

producir la sintomatologia (b41i.

Los sintomas aparecen deneralmente entre 8 a 24 horas desoues
de haber ingerido el aliwmenco coiltamingado. € 1ncluven colico
abdominal severo y unag diarrea protusa, ouede presentarse tajmnbien

nausea y vomlto, la fiebrxe v el dolor de cabexa estan usualmente

ausentes (67).

La diarrea 1ntecciosa Lambicn se vresenta con dolor apdominal
difuso, vémito ¥y en muchos casos las heces sun sanaguinoientas (411,
Un nimero impoxtante de estas diarreas se presentan despue: de nue
los pacientes han recibido tratamientos con antibldéticos (8). bve

pilensa gue esta entermedad es producida por une sobrevoblacion de

O, perfringens en el intestino donde contliniuamente esta Liberando



la enterotoxina (41).

También, se ha asoclado a esta bacteria con el sindrome de
muerte Ssubita 1ntantil va aue se encontro la Dresencla de la
enterotuxina en el suero de benes aque hablan fallegl1do por esa
entermedad. se Cree ague la enterotoxina puede iugar un papel

directo 6 indirecto en la causalidad del sindrome (4b).

El sitio de tijacion de la enterotoxina en las entermedades
diarreicas es la membrana de las células eplteliales del pborae de
cepilio en el i1ntestino, en donde se une a un receptor especitico
tormando un compielo de LU Kd (/3)., Una vez ligada la Ltoxina-
actiua solo en el epitelio i1ntestinal, en donde cansa alteraclones
en la vmermeanil.iuad membranal, mrovocando salida de agua, de 10nes
sodleo v de peguenas moleculas v se ve arectada tambien la absorcion

de olucosa (7, Z5, ©b5). Histolbgicamente causa descamacion deil

epirtelio del ileon y el borde de ceplllo pierde su conliguracion

plegqada (45).

ESPORULACION ¥ PRODUCCLUN DE ENITEROUVOAINA.

Desde hace Liempo se hia ceporlado una relallun estrecha entre
la produccion de entectotoxina v 1a esporulacion de la bacteria (LZ,
34), incluso se revworto gue la enterotoxina era un producto de ano

de los genes especiiicos de la esporulacion (18).

Sin embarqo, se ha descrito gque peauenas cantidades de



enterotoxina son producidas por celulas vegetativas ne esporuiadas
(22, 2b). Atortunadamente escas cantidades son Lan peguenas gue Ny
son de 1MPUrtaliCla como causa de 1ntoxicaclunes alimencarias por .

pertringens (bd4).

Se ha demestrado aue l1a enterxrucoXina CUMlenza a DXoOGU1YSeE =i

estadios temprancgs del proceso de esporulacidn, acumulandose
intraceiutarmente, para después ser liverada Junto con 1a esnola
madura al medio extracelutar (48). Se hablia revortado aue Ja
enterotoxina era poite estructura) lmportante de Las Cabpas de la
espora (Z21). Sin embaido, reclentemente Kvu v Labbe eacuntrAron due
las capas de la efupura contlenca sovid cantildades muv DEUUENas de

enterotoxina (24), 10 wue sugiere Jue esta proteina DO tiene nun

panel estructural 1mpuriante en 1as Cublexr las espuiales.,

Loftler v Labpé describleron La Dresencila de i1nclusiones
intracitoulasmiLas gue eral vrouducidas bor Celulas esulrUsantes., v

gque estaban comouestas de una prowcelina Con actividauy bloldglca v

con caracteristicas rtisi1coauinlids € 10mnulnulvdlcas sewerantes A4 A

enterotoxina (44, 43).

Se tiene un conocimiento muy DOLre Sobre la genetica de la
produccidn de enterotoxina. HSolo se saLe que los denes responsabies
de su sintesis se encuenlran e el cLomosoma (35bl, y due
aproximadamente el b6% de lLas muestras tecaies (v arysladas e

ningun procesuv baloloygicoe) contienen eir dgen de la entarotuxing

(37).



LA BILIS EN EL INTESTINO.

Se ha estimado dque la tlora mi¢groblana intestinal de una
persona, contiene mas de 4UD especies diterentes, en donde Las
bacter 1as allaY alzlas SOonh ias preaonunal‘nu‘h: enLre estas se

encuentran L0353 generows (e Bacter Ji1Ges. Birriagobacterium.

Fusobacterium, Lubacterium. Llostr.diumy FepleestrentocQcus ((£La .

La mayoria de Llas bacterias due se 1inagleven Junto con e
alimento, durante su paso BDor el tracto gastrolntestinal. sown
destruidas por los 4cldos gastricos (Lli)., il 1ntestino deldado
constituye una zona de transicion entre el estoOmago,. escasamentve
poblado y lLla abundante tlora del colon. Bajlo CconalCcloaes normales
ia microtiora del duodeno es simildar <& la del estomago (/43).
encontrandose concentraciones de aproximadamente 1lU* a LU% UFC/mL

siendo las especies predominantes: Jtreptococcus, SiaphviocacCLus v

Lactobacilius (b, bl).

El duodeno adewads de ser un lugar de transiclon entre el
estdOHmago v vevuno, es &l lugar donde se realizan LnbDGrtantctes

descargas de sustancilias, las Ccuales facilitan la diagestion de loo-
componentes nutritivos de los alimentos. Entra elias se encuentiian
como princinales la secrecion Dlllar v la pancreactlca. kstas

secreciones pueden ademas 7Jugar un papel importante en el

tipo de tiora predominante en ese judgar (4Y).

Las células hepaticas constantemente estan tormando una
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setrecion Jdlamada Judo blliar o bilis, GUe es atmacenada en ia

vesicula biliar (3l). Los componentes mas abuudantes de Lla Bil:is

son los acidos billiares. los cueies reopresentan aproximadamente la

mitad de los solutos biliares, el) resto ests&d compuesto nor

bilirrubina, colesterol, &uidos arasos, lecitinas v electrolitos

del plasma (52). Baio Las condiciones fisiolouicas wuae bi. s

acidos biliares son 1o0nizados Vv se combinan c¢on 1ones sodio,

formando sales, lo adue aumenta en torma considerable suU soiubl {104au

(29).

LLas sales bllilares derivail agel coiesterol. tormandose dos en

el humano: colato VvV guenodesoxicoiato de scalro, las cuales son

llamadas sales primarias. kEn la vesicuia biliar éstas se combinan

con residuos de glicina A% tagrina tormando tAaurocoiato v

glicoguenodesoxicolatro de so0dio Ya en el 1ntestino (1ieon v

colon), y por la accidén de aluunas bacterias AN4ALroniIas comn

Fusobacterium sp. vy BHacteroides sSpD. Llas sales Dlllares LILMarlds

son transtormadas a desoxicolato v litocolato de sodig que son

llamadas sales billiares secuhdarias. La subsecitente moaiticacl1on de

estas wultimas, resulta en La produccion de sSales biliares

terciarlas las cuales SO 1nsoiubles &#n agqua vV 5€ ellinliainl cas:

totalmente en las heces (b1g L (bUJ].

Despues de una comida, cuandoe el alimento lleaa al duedeno

la arasa presente en &l estimula la liberacion de L3 normoua

coiecistocining de la nucosa intestinal, la cual es avsorblda por



la sangdre v al llegar & la vesicula blliar causa una contraccion
muscular especifica. kEste mismo etecto es produclde DOY uha
estimulacion vagal asoclada con retlejos aastrointestinales. Al
contraerse la vesicula. se provocan estimulos neuro 060 mogenicus
sobre el estinter de Oddil provocando suUu reaijaclon v poxr ende, lia

liberacién del contenido biliar en el intestino, wmezc.:aiiose con el

alimento (439).

ba funcion de 1as sales biliares son dos brincipalmente. 1)
emulsiticacion de grasas, debido a su naturaleza antivatica Llas
sales biliares poseen acclon detexgente, va due s0n cabace- de
disminuir La ftenslon sSuoperticlal de 1as particulas de arasa.,
romplendolas, tormando micelas., v £ Contribuclon en i1a apsorction
de acides drasos, colestercl vy otros Lip1aos en el tracto
gastrointestinal. debhido a la tormation de micelas, due sSon muv

solubles (3l).

Ciexrtas entermedades pueden moditicar tanto la secreciédn, Ccowo
la composicién & ta proporcion de Los componentes biliares (14,
52). Entre esas se i1ncluye a la cirrosis, la hepatitis aquda. la

colestasis, la colelitiasis, eLc. (b, a1l).

La coleli1lLirs1ls que as I LresSendia de caliculos biliares
generalmente compuestos de colesterol, es ita entermedad was
trecuente de las vias Dlilares (/U). bn un estud10 ep1IU rMIVIGIQLCO

realizado en Bstados Unidos se encontrd que el /U% de i1as muleres



mayores de 30 anos padecian este problema {52)., Asi{ mismo, se

encontrd que €1 embarazo era un factor predisponente de esta

enfermedad (31).

El tratamiento contra la colelitiasis es la cirugia para la
mayor parte de los paclientes, sin embarao, en los ultimos anos se
ha utilizado camo tratamiento alternativo, la administracién oral
de altas cantidades (10 a 15 ma/kg de peso/dia) de
galicoguenodesoxicolato de sodio, la cual es una sal biliar y ha

mostrado buenos resultados (14).

Se ha observado que en las intecciones bacterianas de vias
biliares €. perfringens es una de las principvales bacterias
anaerobias involucradas (10, 63). Incluso, se ha podldo observar
Jgue esta bacteria es capaz de producir la desconjugacién de varias

sales biliares debido a su potencial enzimatico (4, 24, 44, 49,

b6 ).

Algunos autores han estudiado el etecto de la secrecioéon biliax
sobre el crecimiento de C. perrfrinqgens. Tal es el casa de Flotch vy
colaboradores (20), guienes encontraron que las sales biliares eran
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias de la tlora normal,

ente ellas C. perfringens, cuando eran adicionadas al medio de

cultivo.

Ushijima y colaboradores (69) reportaron gque aladunas sales



biliares podian estimalar la esporulacion de . perfringens, sin
embargo, en un trabajo similar desarxrxollado por Hickey y Johnson
{32) no se detectd ningun efecto sobre la bacteria. Debido a estas
discrepancias no se cuenta con una idea confiable de 1la intluencia
de las sales biliares sobre la esporulacidn de la bacteria. Por lo
gue uno de los objetivos del presente trabajo ftuéd el de demostrar

s1 habia algun efecto decaisivo.

En relacidén con el efecto de las sales biliares sobre 1la
produccion de enterotoxina, no se ha encontradoe ningun trabajo que
hava estudiado este aspecto, por Lo gue en la presente
investigaciétn se estudid el efrecto de las principales sales
biliares y de la bilis humana sobre ei crecimiento, la esporulacion

y 1la produccibén de enterotoxina de C. perfrinqgens.

Para este trabajo se establecié la siguiente hipotesis: las
cuatro principales sales biliares humanas (colato, taurocolato,
guenodesoxicolato v glicoguenodesoxicolato de sodio) asl como la
bilis humana, son capaces de provocar una estimulacion del

crecimliento, la esporulacién y de la produccidén de enterotoxina de

C. pertringens.

Para esclarecer 1la veracidad de la hipotesis se propuso el
siquiente objetivo generxal: Determinar el efecto de 1las cuatro

sales biliares principales, una mezcla de ellas v del jugo biliar

humano sobre a) el crecimiento



b)

c)

la esporulaciodn

la produccion de enterotoxina de C.

perrfringens.



MA IR 1IAL, ¥ METODOS
CEPAS UTILIZADAS.

En este estudio se utilizaron tres cepas enterotoxigenicas
(ent™) vy una cepa no enterotoxslaenlica (ent~ ). Las cepas productoras
de enterotoxXina tueron: NCIC bZ3Y (serolivo de Hobbs 3 = H-3). NCLC
86/9 (serotlpo de Hobbs b = H-b) v NCIC LUZ24U (serotipo de Hobbs L3

= H-131:; i1a cepa no enterotoxigenica tue la ALCC 3bz4 . 'todas ellas

tuexon proporcilonagdas por el br, Ronald Labbé de ta universidad dade

Massachusetts, h.U.A.

Cuando las bacterias tueron recibidas, se inocularon en tubos
gue contenian caldo con tioaglicolato y se i1ncubaron a 37YC ROr Lli-
14 noras, despues de 10 cual se inoculo una alicuota dei cultivo en
medio de carne Ccoclda segun Kobertson {(/4) v se 1ncubd de nuevo por

48 hortdas a J7/¥C. kstos cultlvos Se almwacenacon a ZUYC Vv se les

hlcleron reslembras cada b meses.

PRODUCCION ¥ PURIFICACION DE LA BNITEROLOXINA
Esto se llevé a cabo de acuerdo a 1a metodolodgla descrlta Dor

Granum v Withaker (4(¢/), con alaunas modlticaciones, tal como se

describe a continuaclon:

cULlivo.
Para este tin se utill1zo ia Cepa NCiL B43Y., hsta se activo

Lnoculande una alicuota del cultivo de reserva en un tubo de Lo X%

150 mm con 1U ml de caido con tiodqlicoulato, vreparado



recientemente. Inmediatamente después se someti¢ a un choaue
térmico (75°C por 15 min), posteriormente se entrid con agua a
tcmperatura ambiente v se 1ncupo a 3/¥C por 14 a le horas. Con
estos cultivos se inoculd (U.5%) medio de esporulacion de Duncan v
Stxong (16) contenidos en matraces de 1 1itro. kstos cultivos
fueron incubados por 7 a 8 horas, tiempo en el cual se detectaron
ceélulas con esporas reifringentes. mediante la observacion de los

cultivos en un microscopioc de contraste de tases.

EXTRACTO CBELULAR.

Las células cultivadas tueron centritugadas a IU,00U0 % g pox
15 min a b»¥C. Bl paguete celular tué recuperado v se lavd con
amortiguador de tostatos U.2 M pH .8 (mas inhibidores de
proteasas: KDTA 0,1 M v tloruro de tenil-metil-sultonilo [PMSE] U.1
mM) (50)., La suspensién bacteriana lavada se colocd en un matraz
estéril dentro de un bano de aqua con hielo v se sometid a
ultrasonido para zromper Jlas celulas. El 1nstrumento (Biosonik
modelo BIO-IL) fué opbperado « i1ntervalos de 1 minuto con i minuto de
descanso. El procedimiento continuo hasta que obtuvimos
aproximadamente un 95% de esporas libres mediante La observaclon de
preparciones de los cultivos en up wicroscopio de contraste de
- fases, La muestra tué centrituvada a 12,000 X g por 40 min a 5°C,
Kkl sobrenadante se recupero v tue nuevamente sometido a
centrifugacion en las mismas condiclones antes senaladas. ki
sobrenadante obtenido {extracto celular) se utilizd para

puriticar la entcerotoxina.

14



PURIMICACION DE LA BNIEROTOUXLNA

Kl extracto celular obtenido en el paso anterinr tué sometido
& una precipitacion con un volumen 1qual de sulfato de amonio
estéril al 8U% de saturaciétn. Ei procedimiento se Llevd a cabo con
agitacion constante, agregando el sultato de amonio muy lentamente
Yy en un bano de agua con hielo. Después de conciuir este broceso,
se continué agitanto por 30 minutos mas. Posteriormente, la muestra
se centrifugd a L2,00U0 x g por 20 min a 4°C. kil precipitado fueé
recuperado v resuspendldo en amorticuador de tostatos, y se someti1d
a una nueva precipitacion con un volumen i1gual de sulfato de amonio
al 30% de saturacion, repitiéndose el proceso antes especiticado.

El precipitado obtenido se disolvid en amortigquador de tosfatos v

se dializd contra la misma solucion pox 1Z-14 horas a 4vC.

LDespues gue la muestra rue dializada, se adiciono U..45 ar de
sacarosa y se homogeniza. Esta solucion tue sometida a
cromatogratria de exclusion molecular, usando una columna de 2.4 x
40 cm previamente empaguetada con Sephadex G~-1lUuU vy eaullibrada comn

amortiguador de fostatos. El proceso se desarrolid a 4vC.

Se obtuvieron tracciones de 5 ml y se les determind su
-absorbancia a Z240 nm. Adguellas aue mostraron absorpancias a esa
longitud de onda, se les determind Ja actividad bloibalica e
1dentidad inmunolégica con .a enterotoxina, medlalnite [a tecnica de
inmunoditusion doble de Ouchteriony (/U), utilizando suero

antienterotoxina estandar proporcionado por ei bLr., Per Einar Granum



gel Inscitutg Norueao paxd 44 1ivesLlyeaClon de L1058 sAllmencos.

ara determinary La pureza de la enterotoxXxina obteniaa se
realizo una electrotoresis en gel de poliacrilamida balo

condiciones no disociantes.

BLECIROFORESILIS BN wkEL Db POLIACLRLILAMIDA BAJU CUNDICLUNBEY NU
D1sSUCLANTES .

Yara realizar esta LeCnlca Se Mualrico lda mecodoiovgla descrita
poxr Andrews (1) de la manera siduiente: La muestra de proteina
(aproximadamente 1 mg/mi) 1ué mezclada L:1l con una solucion gue
contenia 0.01l% de azul de bromotenoi, alicerol al <uU% (p/Vvj vy 'l'zis

al L.b% con un pH de b.d.

msta solucion se centritudgdé a b,UuvlU X g DAXra el.uminar
cualguier material insoluble v uud allcuota (LU U Bl se somet1o
a electrotoresis en un gel separador de pollacrilamida ai f+» de I
mm de grueso, con un gel concentrador alL Z.5H%%. Se apiicaron 10U
Volts para la concentraclon de ias proteinas v LbU Volis para su
separacion. 1'odo el procedimiento tue Jlievado a ¢capo a 4-“C. 8¢
utililzd tambien una muestra de encerotoxina estandar taciiltada box

el Lr. Gerald stelwmna de la adnlhnlstiCclon de Li0Gds Y Allnentos de

B.U.A.

Lespues de tla eleclrororesls el Qel s€ Colocd €n uhla soituclion

colorante {(azul Commassle R-z45u al U.ls {pP/s/vi, metanol a4l 5SU% v
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acido acetico al 1lU%) durante | hora con agitacion constante.
Posteriormente se elimind el exceso de colorante manteniendoioc en

una solucién al 10% de acido acetico en agitacion vy con recambios

constantes.

PRODUCCLON DE SUERO ANTIENTERUOTOXLINA.
kKl suerc antienterotoxina i1ué producligo en coneios siquienao

la metodologia descrita por Bartholomew v Stringer (3):

Dosis volumen Advuvante vVia bia
Enterotox Dosis Coupleto» Administ Inoculacion
(ua) {mdl)
3 V.49 + .M. %% ul
Lz U.2% + l.m, Uy
3U Uuesrd + 1 .00, 1o
30 U.5u # 1.0, Z4
30 U.bu + 1.m. 29
3u U.obu + i.m. 3b
PRVIT) 1.00 = 1,V,%%% 45

* El volumen del advuvante tué aigual al volumen de la dosis

%% intramuscular
*%% jntravenosa

Kkl sangrado se realizo el dia 538

La actividad antienterotoxina del suero, se demostrd mediante
una inmunodifusiodn doble, usando la enterotoxlina obtenlda en

nuestro laboratorio como antigeno Yy suero de reierencila como



testigo.

DEICCLON DE LA ENTHRUOLUXLNA
CONIRALNMUNULLBCURUNURBSLS.,
bsta tecnica se desarroilo de aqactuerxrdo a l1a metodolodla

descrita por Nalik v buucan (4/) con aiqunas modltrticaclones. lLas

cuales se descriwven a contihusaclon:

sSe utilizo una soiucion de addio0sa tilpo 111 falLta
electcoendosmosis) 4l U.p% dlisueltla €11 amortiguador e bdrbital
Usub M DH B.b. be estd s0lucron Se anadleron 38 ml a una placa dwe
vidrlo de 14 X 14 ¢ previamenkLe cuplexrta ¢on una tina capa d€ auat

al 1% disuelto en el milsmyo amwrtlauador.

Despues de gue la agarosa 50110111C0, 5 higcleson Y hileras de
pPoZ20s dobles Ccon un dlametro due 4 min, distanclados 5 mm enlLre caada

pu2e ¥ L.3 cm entre cada hilera.

Los estandares ae enterotoxlna gue contentan £5., 1.5, b.l,
3.4, d.b, U.B, U,4 v U.z HU/ml, asl Lulliv las mueslirdsS & exXaminay
Fuerovuit culocauuvse (LU kL) it Lus POuus Jde las nlilleras mas cercanas
al calono. Hl suero qntienlerotouXiiiag $€ dliuyvo it v 52 aplico en

Llus pozos de las nlieras mas vroxlinas al anodo, €n la nmislia

cantidad gue el anLigeno.

Inmedlatamente Jdespues se reallzZo unad electroLolesls

horizontal, utilizanNuo €1 damortiduauvr de barvllal en 10s



reservorlios, v aplicando 130 Volts por un tiempo cde 30U wmin.

lerminado el tiempbp, las placas se colocaron en uana camara
hameda v se mantuvieron a temperatuylra amblente por l4-14 horas.
Posteriormente la placa se tino por 2 minutog con acido tanico al
4% recién preparado vy se determind ta vresencia de bandas de
precipitacién. La ultima concentracidn del estandar que mostro

banda se compard con la ultima diiucidon de La muestra en la gue se

observd banda.

DETERMINACIUON DE PROVELNAS
METODO DB BRADFORD.

Se si1auld el procedimiento descrito por este autor (9), el
cual consistidé en: anadir b ml del reactivo de Bradtord (10U ma de
azul brillante Comassie G-45U, 55U ml de metanoli al 95% v 100 ml de
acido tostdérico al 85% (w/v) diiuldo a 1 Litro de agua bidestilada)
a 100 4l de la solucidon problema o a estandares, sSe mnezcloé
inmediatamente con ayuda de un aagitador eléctrico v se dei1d reposar
por 15 min. Se determinod la absorbancia a 5395 nm. £n este caso se
utilizdé albumina sérica bovina como estanaar. kLl contenido de

proteinas en las muestras se determino mediante una curva estandar

{Vver Fia. 3)

SALES BILIARES ¥ JUGO HILLIAR USADOS
SALES BILIARES.

$e utllizaron las cuatro pDrinclpaies satles biliares conteniadas



en la billiils ¥ descardadas i1 el auudeilo uulailo: coulatctco.

taurocoldlu, guenocaesuxs0laco ¥ vliltoguenuaesoexitolalo de sodiuv.

be cada sal se ucilizaron Lres dlrfterentes coilcenlidcluiles due
buedelnr enuontLraise €ir ed lutesLllno humano. kl cuiaLo, LTauvirocoulato
Y duenodesoxicolato, se usaroii a £-U, U.b Y U.léo MG/ e
(concentracion 11ndal). en tanto qQue para &l gllcouguenodesoxlicolato
de suvdilo las Cconcenilracioiies usSadas LUeroll o0.U, Z.U v U.L1ed /e .
Se prepararui sSulucliules cuolntenlralas €N aunwiitliduador txisb U.LLS M
PH ®.8 Vv fueron esterliiladdas por flitraclon, wLilliZatdue una
memprana Lun Un PULo ax Lo RLMm. LAS sSvluUuclionesS esite¥lles ru=ion
quardadas el resriuwecacluls da 2 L hasea =41 us0. Al &N 8 WTLllLlLizZu
una nmezCia ue tad sales LDiliarers colalLo, Laufocoldtio,
aquenodesoxl1coiato v glicoduenudesogicolato e sod Lo a und

concentracion de UV.5iU.HlU.H:2.U0 mMA/MmlL respectlvdinente.

Bikls HUMANA ‘l'ulAbL.,

Ell - este estudilo se uwutiitlio o tawblien Dilis  numana nNor aal
EXCralda POL uvuwieioll wliclitd Q& 18 VesluwlUld LLlllabi . Quidhile ld
AULOLs1da Ue DerboulldS ldliteidds €t U 1labsL 10 Mavyul o 1Z2 Nulaos.
Lids MUEe3SLLdasS se o 18l lidroufl vut ayYdud Jde ufla el llida €sledil v L=
COoLoCalull €l Lellbieliled evolestles, vichdd wmuestras Drovenlall de
PELSOoNnas €n su ldyoila murleson il forwa accldenldl violenid. V €U
Ningurn Cab0 40> Lailecilimlenctus fusrion O0riyglluados LOXr wvroblemas
bilLiares O hnevdlltos., BL NI=2LU0ildl €1 LH1ICO Q€ galud Dacloutes v

tue determinaaou. Labd IGueslrIas Se allicCelal il a UYL,

Para deterilngdy =1 LAS luescLras plllares oreseinntavail aldyg a

20
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contaminacion, una alicuota de cada mIestlra Tue sembrada en calas
petrl con agar sandgre {(HBL:). agar nutritivo (MERCK) v en tubos

contenliendo caldo i1niusion cerepro curxazon (bHL, Bbl). Los culdles

tueron 1l1ncubados en condiciones aerobicas, V en pLacas con adar
putritivo, agar sangre v tubos con caldo tioalicolato (Di1tco)., bajo
condiciones anaerotbicas, usando Para este tin, una mezcla de CO-,
N2, Hz (9U:5:5 resvectivamente [|51l)) . Las placas v les tubos
fueron incubades POr 48 horas a $/°C. Las muestras aque no mostraran

crecimiento en ninguno de los medios usados, tuveron mezcladas y se

Colocaron en reciplentes esteéeriles, condeldndose a -2U°C hasta su

usa.

DETECCION DE SALES BlLLARES
CROMATOGRAFIA BN CAPA FINA
FPara determinar si la mezcia de Jugo biliar contenia las

principales sales biliares. se analizo una muestra de esta meairante

cromatodratia en capa tina.

ksta se realiz0 segun la metodoeoloaia descrita por Klotch v
colaboradozres (<JU), con alaunas moditicaciones. ki procedimiento
tué el siguiente: se utililzaron blacas de vidrio de 16 x 1lb ¢m,

las
cualés se cubrieron con una placa de 3 wmm de Si1iica gelL bwvu
(Pharmacia). Las placas se prepararon v se pudieron almacenar, sin
embargo, antes de usarse se activaron calentandose a £457C

por JU min- Las muestas estandar aqgue se utillizairon (colato,

taurocotato,., duenodesoxicoloato v alicoguenocQesoxlicoiato de sci1ol,
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tueron obtenidas comerclalmente (siama Chemical Co.), ¥ se usaron
a una concentracion de | ma/sml. Tambien se utiiizo la
pillis humana completa Vv la mezcla de sales biliares. Las muestras

(10 kl) se anadieron con avuda de un aoiicador.

Posteriormente 1a placa se coloco en una cuba cxomatoararica,
la cual contenia como tase movil Acido acético, eter etilico, amil
acetato, isopropancl y Dbenzeno e€en Dbrovorcion Ll:4:LluUdiUiZd:Z
respectivamente. Kl sistema se COrrio bpor tres hotas, al cabo del

cual la placa se colocd en una campana de ventilacion v se le

aplictd revelador universal (Si1gma chnemical Co.) derandose reposar

oY un tiempo de 30 min. Posteriormente la placa se caiento a 245%C

por 30 mln, para observar la aparicion de manchas.

ANALLSLS DSk, CRECILMLENTO, ESPORULACLOUN Y PRODUCCILON DE

ENTERUTROXINA.
CULTIVO.

Las Ccepas tueron activadas colocando uha alicuota del cultivo
de reserva en un tubo gue contenlia LU mi de caldo coil tioglicolato.
lnmealatamente daAespues se i1e reallzd0 un choaue termico (/bYC/LD

min)} para actlivar 1as esporas v sS5e lncubo a J/7C por L4—-1b horas.

Este cultivo sirvio para i1nocular (al 10%} tubos de 16 x 15U
mnm que contenlan LU ml de medio derinido (D) de sacks y fThompsaon
(b8, Tabla 1) recieéen preparado con V.Y% de sacarosa v 1 mM de

guanosina (56). L0os tubos tueron lincubados por 3 horas a s/“C. De



este cultivo se i1nocularon
BYylenmeyer de 50 ml gue conténian 3 v &5
medio U con las sales bijiiares o el Juao piliar.

dextrina en el medio D tué el trible gue ia tormuiacidn original

(ad £%) tubDOs de L3 x 10U

mm Y matraces
ml respectivamente de

La cantidad de la

(35). Los cuitivos tueron incupaaocs en un bano de agua a J/YC.

.23

fabla 1, Compos:iclon del medioc D.
Componente Congc. tinal Componente conc. final
tma/ L) ftma/s1)
L-Alanina 500 MOPS i1uv,00U
L-Arginina 50Uy K>2HPO 4 4,004
L-Aasparaacina 5U0 NaHCU~ HU0
L-Cistina Hu vexcrina 3,000
Glicina HU0 Giucosa 1,500
L-Ac. Glutamico SUUU Ribotlavina U.b
L-Glutamina 250 Pantotenato de Ca 1.0
L-~Histidina 250 Plridoxamlina u.b
L-Hidroxipzrolina l4b AC. Nicolinico 1.0
L-1soleucina ¢hu AC PFOllico L.U
L-Leucina 315 ""iamina u.b
L-Lisina 50U Biotina u.0ub
L-Metionina b0 EDIVA sal terrica 935.8
L-Prolina 250 EDVA sal tetrasodlca 4i.b
L-Fenilalanina 500 Cloruro de manganeso 1Y.719
L-Serina 3ib Cioruro de caicio 122
L-Treonina 125 Sultato de zinu Ll.5
L-Yriptotano 25U sulifato de cobre .05
L-lirosina 12b rioglicouiato sodico LUU
L=Valina rLa/.b AsCOYrbalo ae s0d1i10 P11
uracilto 12.5
Adenina 14,45

Los cultivos en Los tubos tueron utilliZados para realizar las

curvas de crecimiento v ia determinacion de esporas.

en tanto gue

108 Cultivos de i10os matraces s¢e€ utlilizaron para la determinacion de



enterotoxina.

CURVA Dp CRECIMIBENTO,
EBstas se realizaron mediante ia determinacion de la densidad

6ptica de 108 cultivos & bUU nm cada hora. Para este tin se utilizo

un espectrofotémetro Perkin Elmer modeio 35.

DETERMINACION DE BSPORAS.
a) ESPORAS TERMURRESISTENIES.
Los cultivos tueron lncubaaos a SIYC DOX 10 horas.

Posteriormente, se les realizo un choqgue termico (de la manera

gescrita anteripormente), a tin de matar Jlas ceélulas vegetativas.

Después de eésto. los cultivos tueron ranidamente entriados

colocandolos en un bano de agua con hielo.

Para determinar las esporas presentes se utilizé €l método de
conteoc en bplaca (35), el cual conslsti0 en hacer diluciones
decimales de Llos cultivos en agua peptonada ai l%. Posteriormente
fueron 1inoculadas en placas de Petri a las gue luego se les

adiciond medio nutritivo con agar (l.9%% Tribpticasa peptona [BBLI.,

1.0% extracto de levadura (bDitco! v L.9% de agar aear |Merxki).

bespués que las placas de gelosa se soliditlicaron, tueron
colocadas en anaerobiosis (utiiizando la mezcla de gases dantes

descrita) vy se 1ncubaron a 347“C por 24 horas. tiempo después del

cual se determing el numero de colonias presentes en las placas.
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b) CALCULU DE PRUFORCLON DE RESPURKULACLON.

Esto se zreali1zo medlante preparaciones humedas de 108
cultivos, tomando una aiicuota ae eilos v colocandola entre porta
Y cubreobietos. kEl conteo de celulas veaetativas vy eén esporulacion
se realiz6 mediante un microscopio de contraste de tases. Se
contaron al menos 300 ceélulas por preparacioéon v se realizaron al

menos dos preparaciones por muestra.

DETERMINACION DE ENTEROTOXINA

Los cultives 1ncubados por 7-8 horas fueron enfriados v

centritugados a LU,U00 X @ poxr 15 min. a 5YC. Del baauete celular

obkenido se oOobtuvo el extractbo celuiar de Lla manera descrita

anteriormente y a este se Le determind su contenido de enterotoxina

Y de protelina total por 1os metodos va descrltos.



. RESUL'VADOS.

PHRODUCCION Y PURIFICACION DiE ENYTEROTOXINA.

Slquiendo el procedimiento descrito, se obtuvo un cromatoqarama
con dos garupos de fracciones con absorbanclas a 280 am (Fig Q,). El
primero mostro una absorbancila maxima & 260 v no demostrd i1dentidad
inmunoléaica con la enterotoxina. El segundo 4rupo de tracciones
mostrd bandas de identidad i1nmunologica total en 1la técnica de

inmunodifusion doble de Cuchterlonv.
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Fig 2. Cromatourama obtenido durante el proceso de purtriticacion de
la enterotoxina de (. pectringens.
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Al realizarse la eiectrotoresis en ael de poliacrilamida del
sequndo qQrupo de ftracciones, Be observ0d una sola banda, la cual
coincidia con ia enterotoxina estandar (dato no mostrado). Esto nos
indicé gque 1la enterotoxina guea Be Drodujo Yy s8se purificd se

encontraba en un buen estado de pureza.

DETERMINACION DK PROTEINAS.
En la determinacién se utilizaron estandazxes de albumina
sérica bovina, obteniéndose una curva estandary (Fia. 3), la cual

sirvi6 para determinar el contenido pxoteico de L10s extractos

celulares.
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Froo 30 Convae eslandar para L de fermmimacion de proteir
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principales sales biliares en i1a wezcla de )Judgo biliar humano.

o —
|
e’
|
|
\
'
A\

Filq. 4. Pertil de elucion obtenido despueés de realizar
cromatoqgratia en cama tina de las sales Vv bililis humana. bkn el
carril 1 al 4 se encuentran los estandares de sales Dillares:
gquenodesoxicolato, taurocoiato, coilato v glicoaguenodesoxicoliato de
sodio respectivamente. kn 105 carriles b vy [, las mezclas de 1los
estandares anteriores y en 1lo0s carxriles & ¥ 8 i1a mezcia de las
muestras biils,
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EFECTO DE LAB SALES Y JUGO BILIAR BN EL CRECIMIENTO DE C.
perfringens.

K]l eftecto de las sales plliares humanas sobre el crecimiento
de las cepas enterxoloxXigenicas (ent™) y no entervtoxligenlcas

(ent™) de C. perrrinagens esta resumido en la tabla <.

Las figuras b a la 4U muestran las curvas de crecimiento para
las cuatro cepas de . pertringens ensavadas con las sales
biliares, en deonde Se observo aué estas sales a altas
concentraciones produjeraon un erectao inhibitorio sobre el
crecimiento de las cepas, Este etrecto tué disminuvendo cuando se
utilizaron concentraciones mas bavas. 1ncluso se obtuviexon ba’ljos
niveles de estimulacion a bajas concentraciones en la cepa no

enterotoxigenica (ent™ ).

El gquenocdesoxicolato de s0Gl0, cuando fué apadido a 40s
cultivos en concentraciones altas, resultsd ser el mas tuerte

inhibidor del crecimiento en todas las cepas.

Cuando se utililzd i1a mezCla de sales billiares noe se budo
detectar crecimiento en lLas cepas ent’. 5in embargo, la cepa ent s1

pudo crecer aunque a balos rendimientos (bFida. 21).

Cuando el iugo biliar se adiciend a 1os cultivos en diiucién
1:20 a 1:320, no se detectd crecimiento., bPara etiminar la

posibilidad de gue algun componente proteico deijugo bitiar con



actividad
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inhibitoria del crecimiento estuviera bpresente en la

muestra, la bilis fué calentada a 75¥C por 15 min, ¥y posteriormente

incorporada ai cultivo. $in embardo, tampoco pudo detectarse
crecimiento.
* Y ED g, 1'
CEPA SAL BiluLlAR ~SGONCEUNIRACLON DB LA SAL (mAa/ml)
U,lzb 0.5 2,0 5.0
NCTC 8239 Colato 11 1vu l6 ND
Taurocolato 14 18 81 ND
GlicoduenodéesoXxXi-
coiato 4 ND 60 66
Quenodesoxicolato 8 b3 lu0 ND
NCTC 8079 telato 68 8y 80 ND
Taurocolato 54 bi 58 NO
Gliicoguenodesoxi-
colato 53 ND 23 30
Quenodesoxicolato 50 99 99 NO
NCTC 13240 Colato 20 32 43 ND
Taurcocolato 27 25 848 ND
Glicoguenodesoxi-
colato 19 ND 23 30
Quenodesoxicolato 33 Y6 96 ND
ATCC 3624 Colato o* 0 20 ND
Taurocoiato ") h 98 ND
Glicoguenodesoxi-
colato 2 ND bl 67
Quenodesoxicolato (1] 95 100

ND

LAooo en la presencia de saies biliares/ Asco &€n la ausencia de
La lectura de la absorbancias corresponde a las 6
horas de cultivo.

las sales.

01, no inhibici6n o estimulacion ligera.

ND, no determinado.

Tabla 2. Porciento de reducciétn de la absorbancia de los cultivos
de C. perfringens cuando se anadleron sales biliares al medio de

cultivo,



ABSORBANCIA 800 nm
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@® 0.5 mg/ml
vV 0.126 mg/ml
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| | 1 [
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TIEMPO (hr)
FtQ‘S‘Curva de g;;éimiento de C. perfrinqé;s cepa

'cultivada en medio Detinido con colato de sodio

NCTC
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< ® 0.6 mg/ml
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< ¥ CONTROL
o=
@)
7]
2

0.2

0.0

TIEMPO (hr)

F"Q'G- Curva de crecimiento de C. perfringéens cepa FI(JT(:
cultivada en medio Detinido con taurocolato de sodio.
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ABSORBANCIA 600 nm

f

Pg.?.Curva de
cultivada
sodlo.

crecimiento de (.

en

med o

TIEMPO (hr)

Detintdo

perfringens cepa NCTC 8239
con glicoguenodesoxiculato de
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0.8 - ® 2.0 mg/ml ~
v 0.125 mg/ml
v CONTROL
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0.4

ABSORBANCIA 800 nm

0.2

0.0

TIEMPO (hr)

F’Q-&Curva de c¢recimiento de C. pertringens cepa NCTC 8239
cultivada en medio Definido con guenodesoxicolato de sadio.
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F‘%’ 9- curva de creclwmieénto de €. perfringens cepa
cultivada en medio definido con colato de sodio.
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ne crecimiento o . pertringens cepa NCTC 8679
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cnllivada rn medio Detinido con quenodesoxicalato de sodlo.
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513.14.(".1.11'\!5 de  crecilmlento de C. pertringens cepa NCTC 1uZ4¢0

Cultivada en medio Definido con gqlicoquenodesoxicolato de
codio.
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@ ¥V 0.126 mg/ml
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6 8 10
TIEMPO (hr)

F*S.JG.Cmva de crecimlento de . pertringens cepi NCTC 10240
. Cultivada en medio Definido con taurocolato de sodio.



ABSORBANCIA 600 nm

12

TIEMPO (hr)

Fig. 17. Curve de crecimiento de Clostridium perfringens

cepa ATCC 3824 cultivada en medio definido con eolato de
sodic '
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0.8 | I ! | )

{

2.0 mg/mil L
0.5 mg/ml
0.125 mg/ml
CONTROL

ABSORBANCIA 600 nm
€480

TIEMPO (hr)

Fig. 18. Curva de crecimiento de Clostridium perfringens
cepa ATCC 3824 cultivada en medio definido con tauroco—
lato de sodio
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1.0

0.8
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ABSORBANCIA 600 nm

0.2

0.0

5.0 mg/mil
2.0 mg/ml
0.125 mg/m
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>

TIEMPQO (hr)

Fig. 19. Curva de crecimiento de Clostridium perfringens
cepa ATCC 3624 cultiveda en medio definido con glicoque—

nodesoxicolato de sodio

46

]



»

0.8 T T

ABSORBANCIA 600 nm

TIEMPO (hr)

Fig. 20. Curva de crecimiento de Colstridium perfringens
cepa ATCC 3624 cultivada en medio definido ¢crn queno—
desoxicolate de sodlo '
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Fig.21 . Curva de crecimiento de Clostridium perfringens
cepa ATCC 3824 cultivada en madio definido con la
mezcla de sales biliares,



BFECTO DE LAS SALES BILIAKES SOBRE LA ESPORULACION.
Los resultados obtenidos en este punto tueron sometidos a un
analisis estadistico, mediante la comparac:ion muitiple de medias

(Prxueba de Tukey) y Lla "t" de student.

Las cepas NCI1C 8239 (H-3) vy NCYC 86769 (H-b) no esporularon en
el medio D normal, por 1o gue se pudo observar un efecto
estimulatorio muy clarop de la esporulacién cuando se adicionaron
las sales biliares al medio de culitivo (Tabla 2). Este mismo efecto
no pudo ser detectado en forma tan convincente en las otras cepas
(NCTC 10240 y ATCC 3624), ya gue sus controles produjieron altos

niveles de esvporas.

Cuando se utilizdé el colato de sodic se obtuvo un etecto
estimulatorio directamente proporcional con sSu concentracidon en
todas las ¢epas utilizadas. Un etecto contrario tué ¢obtenido al

utilizar las otras saies biliares.

En algunos cultivos no fue posible detectar la presencia de
esporas termorresistentes, din embarqgo, cuande esos fuerxron

obsexrvados con ayuda de un mlcroscopio de contraste de fases, se

49

pudo detectar la presencia de esporas defectuosas, por lo aue en -

estos casos se realizdé un conteo de células y se determind el

porciento de esporulacidn.
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EFKCTO bDis LAS SALES BLLIARES KN LA PRODUCCLON DE ENTEROTUXLINA.

La deterxminacion de enterotoxina se reali1zdé medlante La
metodologia descrita anteriormente, usando la técnica de
contrainmunoelectroforesis, la cual tuvo una sensibilidad de 3
Hqsml. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis estadistico
de comparacién mOltiple de medias (prueba de Tukey), ast como al

analisis "t" de student.

En la mayoria de los casos las sailes biliares produjeron un
efecto estimulador en la produccidén de enterotoxina cuando se

aifiadieron a los cultivos de las cepas ent™ {(Tabla 4).

Al igual que en el punto anterior, en donde los cepas NCTIC
8239 v NCTC 8679 no esporularon en el medioc de cultivo., tampoco se
pudo detectar enterotoxina. Sin embargo, se pudo obsexvar un efecto
estimulatorio muy c¢laro en la produccion de enterotoxina cuando
tueron tratados con varias concentraciones de sales biliares. Por
otro lado, en la cepa NCIC 10£40. a diterencia de la esporulacion,
si fué posible observar un hnhotable etecto estimulador de 1la

produccion de enterotoxina.

El colato de sodio mostrd el melor efecto estimulador cuando
se utliizé en la concentracién de 2.0 mg/mi. Como en ei caso de la
ftormacién de esporas, las otras sales biliares indujeron la
produccion de mayvores cantidades de enterotoxlna cuando se

utiilizaron las concentraclones mas badlas.
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No se detectd enterotoxina cuando la cepa ATCC 36/4 (ent™) tué

cultivada en presencia de bilis 6 de sales biliares.

La relacion entre esporulacion VvV produccion de enterotoxina
previamente reportada (34, lZ) pudo ser observiada en este trabaio
{rabla b), va que cuando se detectaron bajos niveles de

enterotoxina, se obtuvieron bhajos niveles de esporas, vy viceversa.

En algunos casos pudimos detectar enterotoxina, sin embargo no
se demostrd la presencia de esporas termorresistentes. Cuando estos
cuitivos tueron observados con ayuda de un microscopio de contraste
de fases pudimos obsexrvar esporas detectuosas, pPOr Lo gue en estos

casos s€ determind et porciento de esporulacion en los cultivos.

En el caso de la cepa NCrc 8239 (H-3) tratada con
glicoguenodesoxicolato de sodio a una concentracién de 5.0 mg/mi,
se detectaron bajos niveles de enterotoxina, Sln embardo no se
detectaron esporas termoresistentes, y el porciento de esporulacion
no pudo ser determinado debido a  La presencia de inclusiones
intracelulares en la bacteria due impeajdan determinar la tormacidn

de l0s estadios L1niclales de la esporuiacidn,
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DISCUSIL1ON Y CONCLUSILIONES
En el vproceso de puritlcacion de entergtoxina, se obtuvieron
dos qrupos de fracciones durante la cromatoarafia en columna. en
donde solo el sequndo mostrdo identidad inmunoldgica con 1La
enterotoxina. Se ha descrito (27) gue ei Drimer arupo de
fracciones., dgue mostrd una absorbancia maxima a 26U nm, esta

compuesto principalmente por acidos nucléicos.

Al realizar la electrotroresis en gel de poliacrilamida de la
enterotoxina obtenida, s0lo fue posible detectar una sola banda, 1o
que nos indicé que la enterotoxlina sSe encontraba €n uvn buen estado
de pureza. Gtros autores (HU) han ut:lizado técnicas mas sensibles
para la deteccion de proteinas separadas por dei de poliacriliamida
como el oro coloidal, en donde solo se ha moStrado lLa presencia de

una banda de proteina gue corresponde a la enterotoxina.

La tecnlca de contrainmunoelectrxotoresis presento una
sensipllidad satistacctoria pata 1los pDropnositos de este trabaio. La
observacion de las bandas se hizo mas clara al tenir la placa con

acido tanico, tali como lo reportaran Naik v buncan (4/).

El andlisis de esteriiidad de la muestra biliar resultd muy

importante, va gue de “Y9 muestras obtenidas, LU de elias se

enctontraban contaminadas. Cabe senalar que todas Jlas muestras
provinieron de personas gue no rtallecieron por problemas biliares

6 hepaticos.
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Duante la deteccion de las sales biliares en la bilis, por
cromatoqratia en capa f£ina, se utiiizd una fase mOvil direrente a
la reportada por Flotch y coiaboradores (20) . Sin embardqo, fue
posible obtener una buena separacion de todas las sales, lo cual se
mostr6 por sus Ri's. Al analizar el patrxén de manchas mostrado por
el taurocolato de sodio pudimos detectar la presencia de dqos
manchas, una de ellas, la menor, correspondia al Rf del coiato de
sodio., REsto puede expllicarse va que el taurocolato comerclal
contiene de un 2-5% de colato de sodio, el cual no se conijugd con

taurina durante el proceso industraial,

Al analizar la bDilis se pbtuvieran manchas semejantes a
nuestros estandares, lo gue nos indicaba la presencla de dichas

sales en la muestra del -Hjuqo biliar.,

Bs dificil saber la concentracidn real de las sales biliares
en €l i1ntestino delgado, ya ague varia de acuerdo ai contenido de
grasa ingexrido en el alimento, a la velocidad del paso del alimento
por el duodeno v a tactores dilucionales (49). En este trabajo se
usaron tres concentracliones las cuales se pueden encontrar en un

momento gdado en el intestino delgado.

Lo5 resultados demostrarcon un efecto i1nhibitorio general de

1as sales vy la bills sobre ei crecimiento de este miICroorganlismo.

Se pudieron detectar diversos grados de inhibiciédn del
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crecimiento debido a las diterentes sales biliares. Cuando la
mezcla de las sales tué anadida al cultivo, so0lo la cepa ent™ pudo
crecer, Hasta el momento no existe lntormacioén en la literatura
sobre los factores que determinan la capacidad de crecimiernto de
este microorganismo en presencia de sales bililares, por 1o qgue se
reauiere de un estudio a tondo sobre este aspecto, utilizando cepas

productoras v no productoras de enterotoxina.

Cuando ia bilis fué anadida a Llos cultives se obtuvo una
inhibicién total del crecimiento tanto en las cepas ent™ como en la
ent”, kste etecto pudlera ser debido tamblién a otros factores
presentes en el juqo billiar ademas de las sales biliares. plotch v
colaboradores (4U) encontraron un etecto 1nhibitorio sobre el
crecimiento cuando bilis fué adicionada a 108 cultivos. 8in
embargqo, en aguel estudio, la minima concentracion gue produljo un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de C. pertrinaens tue 1:20.
En este trabajo no pudimos detectar crecimiento cuando
fueron aqregadas didiuciones hasta Lli3dZu. Kstas discreépancias
pudieron deberse al hecho que el grupo de Flotch obtuvo la bilis de
pacientes con drenaje en 7T, cque habian sufrido colecistotomia o
coledocolitotomia, ya que se ha reportado (l8) gue cClertas
enfermedades billiares ¢ hepaticas pueden modltricar la cantidad v
proporciaon de sales Dilliares en el -tdugo blliar, mientras oue la
biljis wutilizada en nuestro trabajo procedia de pDersonas dgue

fallecieron s8in ninguna entermedad biliar 6 hepatica reportada.



Bl analisis estadistico que se realizd de las cuentas de
esporas termorresistentes obtenidas al tratar los cultivos con
diferentes concentraciones de sales biliares, demostr6, <on un Y9%
de confiabiliaad, una diterencia signiticativa entre 108 controles
v i0s tratamientos CONn productos billares, por 1o gue podemos decir
aue hubo un etecto estimulatorio real sobre i1a esporuiaclon de la
bacteria cuando se adicionaron a 1los cultivos ciertas sales
biliares. De la misma manera se demostrd una diferencia
significativa en cuanto a 1la produccion de enterotoxina de los

controles vy los tratamlnetos con sales bililares.

En este trabajo el colato de sodio mostro un etecto
estimulatorio de 1la esporulacién en todas las cepas analizadas.
Anteriormente, Ushijima (69) reportd aue esta sail era cabaz de
producir un etecto estimulatorio de la esporulacidén, el cual fue
cepa dependiente. Hickey y Johnson (34) no pudieron detectar ninqan
efecto de esta sal sobre la esporulacidn de 1a unica cepa gue ellos
utilizaron. Ushijima también reportd que el taurocoisto de sodio
generalmente estimulaba la esporulacion cuando era adicionado a tos
cultivos a altas concentraciones (4 wa/mi, 67). Bn nuestro trabalo,
pudimog detectar poco O ningun etecto estimulatorio de la
esporulacion a concentraciones similares a lLas reportadas. 8in
embargqo, a bajas concentraciones se obtuvo un etecto estimulatorio
muy claro., Estas discrepanclas pudlexon deberse a diterencias en

cepas y medios de cultivo uti.rzados.

59



Cuando las salex billares provocaron un estimulo en La
esporulacién. tamblén Se observod un aumento en la broducclon de
enterotoxina v viceversa. BEsto apova la suaerencia de gue la
enterotoxina e€s coditicada por uno de los ganes de la esporulacion

(12, 18, 34).

Se ha demostrado gue ciertos compuestos como catelna.
teobromina, papaverina v metilxantinas (40, 55, b7/) pueden inducir
el proceso de esporulacion. Se ha visto gue estos compueston tienen
ia capacidad de remplazar o reduclr los reguerimientos de hierrxo
durante el proceso de esporulacion o6 de 1nhibir la sintesis
macromolecular (principalwmente nucleotidos). En este trabajlo se
encontro que las sales biliares son 1nductores erectivos del
proceso de espoztilacion vy produccion de enterotoxina, sin embarqo
el proceso por el gue se lleva a cabo la induccién no se cenoce.
Para esclarecer el mecanismo bioguimico de 1nducclon, se reguiere

realizar estudios aproplados sobxe el tema.

En algunos cultivos se pudo detectar enterotoxina, pero no se
produjleron esporas termorresistentes, S1n embargo. cuando estos
fueron observados con un MlCroscopio de contraste de tases, se
demostr6é la presencia de esporas defectuosas. La Dresencia de
enterotoxina en tales células no sorprende, ya gue se ha reportado
gque la produccion de enterotoxina se 1nicia en 1los primeros
estadios del proceso de esporulacion, estadio (i1l (38). Bsto

indlca, gue alqunas sales biliares son capaces de inducir el
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proceso de esporulacion, vero 1mpiden el desarrollo de esporas

maduras en ciertas cepas,

En el caso de la cepa NCWC 8239 , cuando se tratdé con b5 ma/ml
de glicoguenodesoxicolato de sodio, no se demostrd la formacion de
esp.ras, aunque si bajas cantidades de enterotoxina en 1los
extractos celulares. Esto probablemente pudo deberse a un muy baijeo
porcentaje (< 1%) de celulas con esporas refractiles o a 1la
presencia de células que hubleran iniciado 10s primeros estadios de
la esporulacioén, pero gque no pudieron ser detectados mediante la
observacidn al microscoplo de contraste de fases debido a gue estas
células presentaron la formacidén de inclusiones i1ntracelulares, que
pudieron haber enmascarado los estadios tempranos del proceso de

esporuiacion.

L.as sales biliares fueron estimuladores etectivos de la
produccidédn de enterotoxina cuando fueron agredadas a clertas
concentraciones. ksto pudiera ser util para 1os procesos de

producci6n y purificacion de enterotoxina en el laboratorio.

Para determinar si una cepa aislada de un proceso diarreico es
0 no productora de enterotoxina, generalmente se crece en un medlo
de cultivo y posteriormente se determina la produccion de
enterotoxina. Sin embargqo, se ha visto gue algqunas cepas broducen
cantidades muy bajas de enterotoxina cuando se cultivan en medios

usuales, por lo gue generalmente no se detecta enterotoxina en
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tales cepas. bn es0s casos resuttaria de dgran utilidad la adiciédn
de sales billares en los cultivos, a fin de indueir una
estimulaciédn de la pruduccion de enterotoxina, dque se pudlera

detectar mediante las técnicas usuales.

Desde hace tiempo se ha utilizado como Lratamiento de la
colelitiasis (calculos biliares, generaimente compuestos pOr
colesterol), la administracion oral de altas cantidades de sales
biliares, entre ellas el glicoguenodesoxicolato de godio (i4). En
este trabajzo, cuando se adicionaron altas concentracliones de esta
sal a Jlos cultivos. se obtuvo un etrecto inhibitorio sobre el
crecimiento, la esporulacion v la produccioén de enterotoxina. ksto
pudiera ser de importancia en la prevencién de las intoxicaciones
alimentarias producidas por €. pertringens en estos pacientes, sin
embargo para poder llegar a atlrmar lo anterior, se necesltarlan

estudios a fondo sobre este tema.

Le acuerdo con los resultados obtenidos. la nipotesis de este
trabaljlo se a&aceptd parcialmente, es declr aque las cuatro sales
biliares humanas (colato, tauruvceolato, glicoguencdesoxicolato vy
guenodesoxicolato de sodio) son capaces de estimular 1la
esporulacion y la produccion de enterotoxina, pero 1i1nhiben el

crecimiento Qe . pertrringens.

Con todo i0 anterior concluimos gue:

a) Las cuatro principales sales billiares humanas son capaces



de proauclr 1nhibitlion dei crecimiento de las cepas de C.

pertringens estudiadas.

b} La me%cla de colato, taurocolato, guenocodesoxicolato VY
glicoquenodesoxicolato ae s0di0 a concentraciones de
0.5:0.5:0.5:2.0 ma/ml respectivamente, tiene 1la habilidad de
inhibir completamente el crecimiento de las cepas enterotoxigénicas

estudiladas.

€C) Kl Juaqo biiiar humano en diitucion L1:;2U a L:320 inhibe

completamente el crecimiento ue L1d4S cepasS anaiizadas.

d} Las sales biliares humanas a determinddas
concentraciones, SsSon capaces de producir uwuna estimulacién del

proCeso de esoporulacion.

e) La vproduccion de enterotoxina puede ser estimulada DOx

ciertas concentraciones de oales pbiliares.

t) Kl colato de sodlo Dpresentd un erecto inductor de la
esporulacién y la producciédn de enterotoxina, directamente
proporcional a su concentracion, en tanto gue las otras sales

mostraron un etecto 1nverso,
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Las sales biliares son sustancias Que continuamente se estan
secretando en el 1ntestino delgado, lugar donde (lostridium
perrringens lleqa Jjunto con el alimento contaminado € i1nicla el
proceso de esporulacidon vy producciéon de enterotoxina, pudiendo

Qrlqlnar una toxl-inteccion aliwmeantaria.

En este trabajlo tue estudiado el etrecto del Jjugo vy las
principales sales Dbillares descaradadas en el duodeno humano
{colato, taurocolalo, quenodesoxicolato v gqlicoguencdesoxicolato de
sodio), sobre el crecimiento, lLa esporulacién y la produccion de

entexotoxina de C. pertringeéens.

Cada sal biliar tue capaz de 1nhibixr el crecimiento bacteriano
a diterente qrado. Una mezcla de sales piliares tuvo 13 capacidad
de inhib:r completamente el crecimiento de lLas cepas
enterotox1qénicas, pero no de ia cepa no enterotoxigénica usada. Bl
judgo biliar humano diluido hasta L1:320 1inhibio compietamente el

crecimento de tcodas las cepas.

Se observu un erectou estimulatourio de las sales billares sobre
la esvorulacion de todas Llas cepas. Las sales tambieén fueron
cdpaces de 1nc¢remencar la bvroducclon de epnlLedotoxina en las cebas
enterotoxiaenicas estudiadas. No se observo ningun etecto
estimuilatorio de la produccioén de enterctoxina cuando se examlnd La

cepa no enterotox:igeénica.
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