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\ RESUMEN. I

C. perfringens es una bacteria causante de varias enfermedades en el

hombre y animales. Dentro de ellas, son de gran importancia la gjangrena
gaseosa y la intoxicacion dimentaria.

Se sabe que los organismos responden a condiciones desfavorables.
tales como un aumento de temperatura, mediante la induccion de un grupo
de proteinas llamadas proteinas del choque témico y la adquisicion de
tolerancia al calor, Esas proteinas se han involucrado con una serie de procesos
metabdlicos, tales como esporulacion bacteriana y termotolerancia, ademds
pueden actuar como factores de virulencia y antigenos inmunodominantes en
una gran cantidad de enfermedades. '

Debido a la imporancia de C. perfringens como causante de
enfermedades, se pensd que el estudio de los factores que favorecen su
sobrevivencia y su patogenicidad seria de trascendencia para el control de la
bacteria y de las enfermedades que produ;:e.

Se establecid que un choque témico de 43 a 50°C, 43 a §2°C 0 37
50°C provocd una disminucidn de crecimiento moderado, pero
posteriormente las células fueron capaces de recuperarse y alcanzar niveles
semgjantes al confrol. Se encontrd que esos tratamientos produjeron
alteraciones en el proceso de esporulacidn y de produccion de toxinas.
Cuando el choque témico se aplicod en las primeras horas de su incubacion, se
pudo observar un retraso y disminucion en la cantidad de esporas: tambien se
produjo un retraso en la produccicn de enterotoxina y de fosfolipasa C.

Se observd que un choque térmico Indujo lka adquisicion de
termotolerancia en células vegetativas, y que esa resistencia al calor se
prolonga hasta 2 horas posteriores a dicho tratamiento. Ademds, cuando este

chogque se aplicd en las primeras horas del cultivo de lka bacteria en
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esporulacion, se produjeron esporas mas termotolerantes que aquellas que no
se sometieron al tratamisnio.

‘ Se encontrd que un choque térmico aplicado a células vegetativas de la
bacteria induce la produccion de 8 PCHT ez pesos moleculares fueron 101,
84, 79, 72, 60, 37, 27 y 11 kDa. Se determind ademdas que la mayoria de ellas
estan localizadas principalmente en la envoltura celular (101, 84, 79, 72, 60, 37 vy
27 kDa). En el citosol se encontrd las PCHT de 11, 60 v 79 kDa, y en el
sobrenadante del cultivo se defectaron las PCHT 84, 79 vy 72 kDa. Cuando se
estudid la respuesta en células en esporulacion, solamente se detectaron las
PCHT de 101, 79 y 72 kDa.

Se establecid que C. perfiingsns p;roduce homalogos de las PCHT GroEL
de £ cof y DnaK de L /lacfis Los pesos moleculares de dichos homologos
fueron 60 vy Sd kDa respectivamente. Estas protfeinas se localzaron
principalmente en la envoltura celular,

Por ofro lado, al inducir un cuadro de gangrena gaseoso, se
identificaron 4 PCHT inmunodominantes de C. perfiingens. El peso molecular de
éstas fue de 101, 79, 60, y 37 kDa.
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ABSTRACT

It is known that organisms respond fo unfavorable conditions, such as an
increase in temperature, through the inducement of a set of proteins called
heat shock proteins (PCHT) and the acquisition of thermotolerance, Those
proteins can act as virulence factors and immunodominant antigens in a varety
of diseases.

C. perfiingeons causes severdl diseasas in men and animals. Among them.,
gas gangrene and food poisoning are of great importance. The study of the
factors that favor the survival and pathogenicity of C. perfringens. would be of
importance far the control of the bacteria. or the diseases that it produces.

We demonstrated that heat shock induced by a shift in tempercature
from 43 to 50°C, 43 to 52°C or 37 to 50°C provoked a moderate decrease of
viable cells, but the cells recovered and reached similar levels as the control.
Those treatments produced alterations in the process of sporulafion and toxin
production. The heat shock applied in the first h of incubation, caused a delay
and decrease in the quantity of spares. This treatment also resutted in a delay in
the production of enterotoxin and phospholipase C.

The heat shock induced the acquisition of thermotolerance in vegetative
celis, and this resistance lasted at least two h. The treatment applied during the
first h of incubation of a cufture of sporulating cells produced spores more
thermotolerant than the control.

The effect of heat shock on protein synthesis was examined by analysis of
Ssulfur pulse-labeled proteins. Eight PCHT whose molecular weights were 101,
84, 79, 72, 6Q, 37, 27 and 11 kDa were identified by one-dimensional
electrophoresis. Mast of them were located mainly in the cellular envelope (101,
84,79.72, 60, 37 and 27 kDa). The PCHT of 11, 60 and 79 kDa were found in the
cylosol, and the PCHT of 84, 79 and 72 kDa in the supernatant. In sporulating
cells, only the PCHT of 101, 79 and 72 kDa were detected.

Two PCHT of . peringens were found immunologicaly related to GrokEL
of £ cofiand DnakK of L. /factis. The molecular weights of those proteins were 60
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and 84 kDa respectively. These polypeptides were located mainly in the celiuiar
envelope.

Upon inducing gas gangrene in animals, four (37. 60, 79. and 101 kDa)
immunodominat PCHT of C. perfingens were identified,
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‘ INTRODUCCION I

Esta bien establecido que uno de los principales problemas mundiles en

el area de salud son las enfermedades alimentarias. En México y en otros paises
en desarrollo, este problema se agrava en muchos ¢asos por la presencia de
desnutricion y falta de atencidon medica.

las enfermedades dlimentarias son causadas principalmente  por
bacterias, y en menor proporcion por virgs, hongos. pardsitos o sustancias
quimicas. Dentro de los principales facteres que favorecen la contaminacion
de los alimentos se encuentran el manejo Y el mantenimiento inadecuada del
producto, manipulacion por personal portador de microorganismos y fallas en
el procesamiento.

El principal método de contral microbiano en dlimentos se basa en g
utilizacion de calor, Sin embargo muchos microorganismos han desarollado
mecanismos de adaptacion que les pemite sobrevivir a fratamientos que de
otra manera serian letales.

C. perfringens es uno de los principales microorganismos que causan
enfermedades alimentarias. Esto se ve favorecido por e amplia dispersion en la
naturaleza y por las caracteristicas propias de la bacteria. Este organismo
causa ademds gangrena gaseosd, que es ofra enfermedad de gran
importancia. Ambos padecimientos son de distribucion mundial y afecian a
todas kas clases sociales,

En la actualidad, los metodos de confrol de la bacteria y de frafamiento
de las enfermedades que produce, aldn tienen grandes limitantes. Por este
motivo, en este trabgjo generamos conocimiento que podria ayudar ¢

propaner alternativas y generar ideas para sotventar la problemdatica existente.
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CEDENTES

Clostridium perfingens es quizd 1a bactetia patdégena mas ampliamente
distribuida ya que es encontrada en el suelo, polvo e infestino del hombre y
animales (Mafches, J.R. el al 1974). Esta caracteristica facilita la
contaminacion de dlimentos, asi como la infeccidn en hombre y en animales
(vamagishi, T., et al, 1978),

Este microorganismo, tambien llamado C. welchi, tiene forma bacilar, es
gram positivo, formador de esporas, encapsulado, no movil y prodﬁc’ror de
unc variedad de toxinas y enzimas, 1as cuales juegan un papel crucial en la
patogénesis (Hatheway, C.L. 1990). Las cepas de la bactena se han clasificado
en cinca tipos (A a la E) de acuerdo a ki praduccion de 4 toxinas extracelukares
(alfa, beta, épsilon e iota). Sin embargo, la mayoria de las infecciones en
humanos son causadas por las cepas del tipo A, qunque en Qigunas ocasiones
se ha visto invalucrado el tipo C (Smith, LD., ef af 1984).

La temperatura optima de crecimiento de esta bacteria es de 43° a
45°C, la cual es la mds alta de cualquier bacteria de importancia médica,
ademds tiene el tiempo de generacion mas corto (7 a 8 min bajo condiciones
idedles). que cualquier otra kbacteria conocida (Labbé. R.G.. 1991).

Este microorganismo causa una serie de patologias en humanos vy
animales. Se ha reportado que en el hombre es el principal causante de |a
gangrena gaseosa (Smith, L.D ef g/, 1984), sin embargo también se conoce
gue es el responsable de una de las toxrinfecciones por alimentos mas
importantes, ya que estudios epidemioldgicos revelan que C. perfiingens se
encuenfra entre las § primeras causas de enfermedades alimentarias
bacterianas (Sutton, R.G.A. ef a/1965; Tood, E.C.D., 1978, Hatheway, C.L. ef of,
1980; Shandera, W.X.. 1983; Borrielo, E.P. ef of 1985; Sharp, J.C.M., 1988; Centers
for Disease Control, 1990), Ademds. 'puet-de causar enteritis necrotica y diarrea
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infecciosa asociada a la administracion de antibidticos (Labbé, R.G. 1999;
Borriello, S.P. of al, 1984; Larson, H.E. ef ol 1984). Por ¥iio lado también se ha
relacionado con el sindrome de muerte fuminante infantil (Murrel, 1.6.C., et
1987). En cuanto a enfermedades en-crimales se ha reportado que causa la
disenteria del cordero, la enfermedad dsl nndn pulposo en cabras. la
enterotoxemia de ovejas. de bomregos ¥y de ganado vacuno, etc. (Smith , LD.
et al 1984).

PRINCIPALES ENFERMEDADES EN EL HOMBRE CAUSADAS POR C.
' perfingens

a) GANGPENA GASEOSA (MIONECROSIS CLOSTRIDIAL).

Esta enfermedad ha estado asociada estrechamente con C. perfringens

durante los Jitimos noventa afos, aunque se ha reportado que algunos casos
esporgdicos han sido causados por ofros microorganismos del genero, entre los
que se incluyen principalmente C. novyi v C. sepficum (Holland, KT. of df,
1987).

Se ha establecido que la enfermedad progresa en dos estadios: primero,
despuss del frauma inicial, el crecimiento localizado de las bacterias causa
una necrosis, esto es debido al efecto de las toxinas, principalmente la
fosfolipasa C (o toxina o lecitinasa). la cua!l destruye a los capilares, 10 que
reduce el flujo sanguineo de la zona afectada; segundo. se desarrolla una
necrosis progresiva con abundante crecimiento microbiano, hasta que el
microorganisme llega al forrente sanguineo y causa una bacteremia (Holland.,
K.T. ef af 1987).

En general, los sinfomas aparecen bruscamente y siguen a un petic co de
incubacion de 6 a 72 h después de ocurrida la lesion. La zona afecicdu se
muestra edematosa v la piel presenta un color bronceado con exudac 1on de
un fiquido obscuro fransparente. Ademdas existe gas en el tejido subcuiuneo y
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en los musculos, Hay lesion de los nervios perifericos, por lo que en ocgsiones ¢l
pacente no se da cuenta del avance de la enfermedad, extendiéndossle
hasta causar bacteremia y su muerte (Swartz, M.N., 1985).

Todas las éepas de los cinco tipos de C. perfingens producen la
fosfolipasa C, la cual es una de las principales responsables del cuadro de
gangrena gaseosa. Sin embargao. durante el progreso del procese patolégico
otras toxinas también pueden actuar, o que agrava el cuadro clinico ( Mollby,
R. ef al, 1976).

La fosfalipasa C es ung proteina tftemoestable que hidroliza
fosfatidilcolina a fosforilcolina y 1.2-diacilglicerol, aunque se ha encontrado que
también afecta otros fosfolipidos cornb esfingomielina y lisofosfatidilcolina
(Krug. E.L. y C. Kent. 1984). La toxina tiene un peso molecular de 30 kDa cuando
se determina mediante cromategrafia de exclusion molecular, y un punto
isoeléctrico de 5.5 (Smith, C y J.P. Arbuthnott, 1974).

Dentro de la actividad biologica de esta toxina esta bien establecido
que tiene actividad dermonecrdtica, hemolitica vy letal para una gran
variedad de animales de laboratorio (Steme, M.. ef af, 1964). La accion
hemolitica se provoca por la hidrdlisis de los fosfolipidos en la membrana de las
células hemdticas. [0 que origina el rompimiento de os eritrocitos ya debilitados
(Meduski. JW. y P. Hochstein, 1972)

La fosfolipasa C también causa la agregacion de las plaquetas it vifro e
in vivo, ademas se ha visto que puede provocar su degradacion, asi como de
leucocitos y de otras células del cuerpo. Por otro lado, se ha establecido que
puede incrementar la permeabilidad vascular (Sugahara, 1., et ol 1977).

La accion de la fosfalipasa C en el cuernpo es dependiente del sitio de
inoculacion. Se ha observado que una inoculacian intravenosa provoca una
agregacion y degradacion de plaquetas. Esto es seguido por una hemdlisis
infravascular y subsecuentemente hematuria. La toxing intacta o sus

fragmentos son excretados en la orina. Cuando la ineculacion esntramuscular,
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se dificulta establecer los efectos de esta toxina en forma independiente.

Aparentemente la toxina debe de fijarse en el sitio de inoculacion, ahi afecia
ig membrana plasmdatica de las ¢élulas musculares, y subsecuentements hay
degeneracion de estructuras  subcelulares como  mitocondrias, reficuio
endopldsmico y membrana nuclear (Smith, L.D y B.L. Williams, 1984).

Debido a que C. perrngens os el principal causante de esta
enfermedad. el estudio de los factores gque pudieran influenciar la sntesis de la
fosfalipasa C sefian de gran importancia. Tomando en cuenta que se
desconoce el efecto de condiciones estresantes sobre este factor de

patogenicidad, uno de los objetivos de este trabajo abordo este aspecto.

b) ENFERMEDADES AUMENTARIAS.

La toxiinfeccidn dlimentaria y o diarea infecciosa son provocados por

la accion de una enterotoxina en el fracto gastrointestinal. La toxina estd
estrechamente relacionada con el proceso de esporulacion de ka bacteria
(Labbé, R.G. 1989).

Las enfermedades Jalimentarias producidas por . pedningens
generalmente ocumen al ingerir dlimento contaminado con uno O una
combinacion de los siguientes eventos: a) células vegetativas (calculdndose
que se requieren entre 4 a é x 10° UFC), cuando un nimero considerable de
ellas pasan el enfomo acido del estérmago, llegan al ambiente alcaline del
intestino delgado y alfi comienzan el proceso de esporulacion y producen
conjuntamente la enterotoxing; b) células en esporulacion. las cuales pueden
praducit intfracelularmente [a enterotoxina durante su estancia en el alimenio y
después liberada ya en el tracto intestinal, y ¢) enterotoxina preformada.
aunque este resuita el menos probable, ya que en experimentos <on
voluntarios se requirid la ingesta de 8 mg de toxina pura y ademas de Ia
neutrdlizacion del jugo gastrico para poder inducir la sintommatologia (Skjelkvals,
R. et ol 1977).
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Generalmente la toxi-infeccion alimentaria aparece 7 a 12 h después de

ingerir el alimento contaminado, aungue en algunas ocasiones puede
p‘resentqrse inCluso 2 h después de la ingestion del producto (Robinson, J.A. ef
al 1969). La enférmedad se caracteriza por colice esdeminal severo y una
diarrea profusa, puede presentarse fambién nausea y vomito; la fiebre y el
dolor de cabeza estdn generaimente ausentes (Sutton, R.G.A. y B.C. Hobbs,
1965).

La diarrea infecciosa también se presenta con dolor abdominal severao,
vomito y en muchas ocasiones las heces son sanguinolentas. La duracién de
esta enfermedad es airededor de 11 dias (Larson, H.E. ¥ S.P. Berriello, 1988). Un
numero importante de estas diarreas se 6riginon después de que los pacientes
han recibido tratamientos con antibidticos (Borriello, S.P. et a/ 1984). Se plensa
que esta enfermedad es pr'oducidc: por una sobrepoblacion de C. perfiingens
en ¢l intestino donde continuamente liberan la enterotoxina (Larson, H.E. y S.P.
Borriello, 1988).

Debido a la importancia de estas enfermedades la enterotoxina ha sido
objeto de extensos estudios ¥ se ha establecido que es una proteing termolabil
(Ouncan, C.L. vy D.H. Strong. 1969). de una sola cadena (Labbe. R.G., 1981)
compuesta por 309 aminodacidos (Granum, P.E. y Q. Harbitz, 1984). con un peso
malecular de 34,262 daltones y un punto isoeléctiico de 4.3 (Yatis, WW. C,.
Castimpolas, 19785).

Se han redlzado estudios sobre el modo de accidn de esta toxina en las
enfermedades diarreicas y se ha establecido que el sitio de fijacion es la
membrana de las ceélulas epiteliales del borde de cepillo dal intestino, en
donde se une a un receptor de naturaleza proteinica, el cual se ha sugerido
que tiene un peso molecular de 50 kDa. A los 2 o 3 min de ka union ocurre la
insercion de la toxing en la membranda y en ese sitio redlza su accion, ya que
no hay evidencia de que ocuma interndlizacion de ésta (McClane. BA. ef di.

1988). Se ha determinado que estando la enterotoxina insertada provoca
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aparicion de burbujas y de poras en la membrana. Estos Gitimos en presencia
de cdlcio se hacen muy grandes, 0 que origina diteraciones en la
;:;ermeobilidcd membranal, que incluyen modificaciones en el flujo de iones,
aminogacidos ¥ riucleéfidos (McDonel. J.L. 1988). Esto provoca ka salida de
agua, iones y pequenas moléculas, que produce un desequilibrio osmdatico. la
inhibicion de la sintesis de macromoléculas y del metabolismo energético,
ademds de dano morfoldgice y eventualimente muerte celular (Wnek, AP., ef
al 1989,

En general el conocimiento de las enfermedades alimentarias causadas
por esta bacteria es muy amplio, sin embargo, no existe en la literatura
informacion sobre el efecto de un choque temico sobre la produccion de
enterotoxina. Pensamos que estudiar esta es de gran importancia para poder
conocer la capacidad de sobrevivenvia y de produccidn de entsrotoxina por
el patdgeno en condiciones hostiles, a las que estd expuesto en condiciones
sivestres, por lo que uno de los objetivos de este trabajo pretendid estudiar este

aspecto

LA ESPORULACION DE C. perfringens.

El estudio de la esporulacion bacteriana ha adquirideo gran importancia
ya que un gran nimero de toxinas, enzimas y antibidticos se producen durante
este proceso en muchas especies de los géneros Clostidium y Baciius
(Schaeffer, P., 1969). Ademads, la capacidad de formar esporas favorece de
manera considerable la sobrevivencia del microorganismo en sus diferentes
habitats.

Las esporas se forman en la bacteria mediante un proceso que involucra
todo un conjunto de cambios morfoldgicos v fisiologicos en el microorganismao.

Este conjunto de cambios se inicia como respuesta a alguna de las

siguientes condiciones:
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a) disminucion en el medio de cultivo de las fuenfes de carbono, nitrdgeno o
tosforo. Las células vegetativas se muttiplican en el medio de cultivo, hasta que
se reduce la conpenﬂacién de dalguno de |os nutrientes arriba mencionados, y
esto es reconocido por la célula como una senal para iniciar el procaso de
esporulacion.

b) fatta de un aminodcido esencial en el medio de cultivo: ka disminucion
subita de uno g mas aminoacidos puede provocar una respuesta severa que
implica el cese de ia sintesis de proteinas ¥ ARN. Esto provoca tambien una
activacion en la produccion de @E)ppGpp Yy de Ia actividad de
deshidrogenasa-IMP, lo que resutta en una disminucidn de la concentracion de
nucledtidos de guanina. que conduce dl inicio del proceso de. esporulacion
(Freese. E., 1981).

¢) inhibicidn directa de la sintesis de nucledtidos dé guanasinag: se ha
comprobado que la decoinina, un inhibidor de |a sintesis de GMP. es capaz de
promaver la espordlacion de Bacilus subfilis (Mitani, 1. ef of, 1977) y de C
perfingens (SacksLE., 1980). Ademds Labbé y Nolan (1981 y 1987)
establecieron que la cafeina, que inhibe la via de las pentosas, mostrd
estimulacion del proceso de esporulacion.

En el género Bacilus Id secuencia de cambios merfoldgicos que ocurien
durante la espordlacion se han dividido en siete etapas. las cuales son muy
similares a las observadas para C. perfingens. y difieren solo en aspectos
menores (Hoeninger, J.F.M. ef ¢/, 19468, Roper, G. et af, 1976). Estas etapas se
caracterizan principalmente por los siguientes eventos, primero: formacion de
un flamento axial de cromating; segundo: invaginacion de la membrana
celular para la formacion del septo de division; tercetc: englobamiento de ia
pre-espara por la membrana celular; cuarto: depdsito de peptidoglicano para
formar el cortex; quinto: formacidn de las capas de la espora; sexto:
maduracion de la espora y séptimo: liberacion de Ia espora de la célula madre
(Mandelstam, J. efal 1988).
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La espora es una forma celular de gran resistencia que difiere de su
progenitor (a celuia madre) en el grado de tolerancia a diferentes
condiciones, tales como al calor, en donde es 100,000 veces mds resistente; a
la luz ulfravioleta 'y-e—-:c:—fadiacién ionzante, ya que se ha visto que resiste mas
de 100 veces que la célula vegetativa, y a otras condiciones tales como ka
desecacion, y 1o exposicion a desinfectantes y otros quimicos (Khoury, P.H. ef
al, 1987).

Se ha demostrado que la resistencia al calor es mayor en las esporas de
las bacterias termofilas comparada con kas mesdfilas. y esta es mayor que la de
los organismos psicrofilos (Khoury. P.H. ef al., 1987).

En algunas especies del género Baciius se ha demostrado que entre
mayor sea la temperatura de esporulacion, mayor serd la tolerancia a altas
temperaturas de las esporas formadas (lechowich, RV. vy ZJ. Ordal, 1962).
Recientemente, Garcia-Alvarado ef o (1992) establecieron que este
comportamiento se presentaba también en C. perfingens. Elos demostraron
que las esporas formadas a 43°C eran mas termotolerantes que las producidas
a 37°C y estas a su vez mds resistentes que las formadas a 32°C.

la termotolerancia de las esporas s5e atiibuye al menos a tres
determinantes fisicoquimicos que afectan al citosol celular: contenido de
agua, mineraizacion y adaptacion térmica (Gerhardt, P. y R.E. Marquis, 1989).

El estudio de aquellos factores que pemnitieran una mayor capacidad de
sobrevivencia de este patdgeno serian de gran trascendencia, por lo que uno
de los objetivas de este trabajo fué deteminar si un choque témico influia en

la produccion de esporas.
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LA ESPORULACION Y PRODUCCION DE ENTEROTOXINA,.

Desde hace tiempo se ha reportado una relacidn estrecha entre la
produccién de enterotoxina y la esporulacion de k bacteria (Craven, S.E. ef o,
1981). Sin embargo se ha descrito que pequenas cantidades de enterotoxina
son producidas por células vegetativas no esporuladas (Goldner, SB. ef o,
1986). Afortunadamente estas cantidades son tan pequenas gque no son de
importancia como causa de intoxicaciones alimentarias por el microorganismo
(Skjelkvale, R. y T. Uemura, 1977).

Se ha demostrado que la enterotoxina empieza a sintetizarse én los
estadios tempranos del proceso de espordlacion, acumuléndose
infracelularmente. para después ser liberada junto con la espora madura al
rmedio extracelular {Labbé, R.G. 1977). Se habia reportado que la enterotoxina
era parte estructural importante de las capas de la espora (Frieben, W,y C.L
Duncan, 1979). Sin embargo, Ryu y Labbe encontraron que estas estructuras
contienen solo cantidades muy pequenas de enterotoxina ( Ryu, S. y RC.
Labbe, 1989), lo cual sugiere que esta proteina carece de un papel estructural
importante en las cubiertas esporaies.

Se tiene un conocimiento muy pobre sebre ka genética de la produccion
de enterotoxina. Solo se sabe que los genes respansables de su sintesis se
pueden encontrar tanto en el cromosoma como en plasmidos (Labbe., R.G ,
1989). ¥ que apraximadamente solo 6% de kas cepas aisladas de muestia
fecales de personas sanas contienen el gen que cadifica para la enterotoxina
(Labbé. R.G., 1991).
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PROTEINAS DEL CHOQUE TERMICO

0‘) GENERALIDADES.

En general los organismos deben adaptarse a una gran variedad de
condiciones ambientales tanto fisicas, como quimicas o bioldgicas, kas cuales
en muchas ocasiones provocan estados de estrés para las célukas. Se ha
establecido que casi todos los organismos responden a estas condiciones de
tension mediante [a induccion de la sintesis de un grupo de proteinas
conocidas como proteinas del estrés. Se piensa que la funcion de estas
proteinlqs es proteger a las células del cambio adverso, el cual pudiera ser letal
(Morimoto, R.| ef al: 1990).

Ya que ki temperatura es uno de los principales factores que gobiernan
el crecimiento y el metabolismo de las células, no es sorprendente que la
induccian de estas proteinas haya sido ampliamente estudiada en respuesta a
cambios en este parametro. El primera que reportd esta respuesta fue Tissieres
et al (1974), cuando trabgjaron con Drosophiia y elevaron la temperatura
ambiente 5 grados amba de su rango nomal, y observaron la sintesis de un
grupo de proteinas como respuesta este cambio. A estos péptidos kes lamaron
proteinas del choque témico (PCHT) (FarberJ.M. y B.E. Brown, 1990). Como
resutado de Ia condicion estresante se ha observado que junto con la
activacion de los genes que codifican para las PCHI, se inhibe la expresion de
la mayoria de los otros genes.

Se ha establecido que algunas de las PCHT y en general las proteinas del
estrés son también sintetizadas en otras condiciones adversas tales, como
anoxia, adicion de azida de sodio, cambios en el pH (Heyde, M. y R. Portdlier,
1990). condiciones adversas de oxigeno {(Begonia, G.B. y M.L Salin, 1991),
cambios de presion (Qoronfleh, MW, vy U.N. Streips, 1987). la exposicion q luz
ultravioleta, infeccion viral, transformaciones malignas, inflamacion Kaufmann,
S H. et gl 1990), presencia de 2 .4-dinitrofenol (Heyde, M. R. Portalier, 1990). de
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agentes oxidantes (Fam, S.B. y T. Kogoma, 1991), y de alcohales y de metales
pesados Watson, K. 1990), entre ofros.

' Las principales PCHT han sido clasificadas en cuatro familias de acuerdo
a los pesos mc;leculclres que presentan: a) PCHI de aito pesc molecukar,
variando entre 83 y 90 kDa; b) PCHT 70, cuyos pesos varian entre 66 y 78 kDa: )
PCHT 60. que han sido encontradas en bacterias. mitocondrias y cloroplastos y
so les ha llamado *chaperoninas® (Hemmingsen, S.M. ef of, 1988) y d) PCHT de
bagjo peso molecular, la cual comprende un diverso grupo cuyos pesas varnan
entre 15 a 30 kDa. Ademdéds, se han encontrado algunas PCHT de pesos
moleculares muy aifos (100 a 110 kDa) con propiedades diferentes a las de las
otras familias anteriormente mencionadas (Subjeck. J.R. ef af, 1983).

Esta bien establecido que en condiciones normales no estresantes fa
mayoria de as PCHT estdn presentes en bajas concentraciones en ks células, lo
que sugiere que en todo tiempo tisnen funciones indispensables, sin embargo.
durante la situacion de estrés su sintesis se incrementa hasta 100 veces,
disminuyendo posteriormente cuando cesa la condicidon tensionante (Palter,
K.B.. ef al. 1984). '

Se ha observado que la sintesis de las PCHT varia con la magnitud de ka
condicidn estresante a que es expuesta ka célula. Van Bogelen ef of (1989)
observaron que cuando sometian a céluias de £ coff a un cambio moderado
de temperatura se producia una respuesta temporal mediante el aumento de
la sintesis de las PCHT; sin embargo, cuando el cambio de temperatura era mas
severo, hasta una temperatura casi letal, se inducia casi exclusivamente la
sintesis de kas PCHT y se inhibia la produccion de proteinas normales.

Se habia establecido que los organismos eucarioticas poseen al menos
dos copias de la mayoria de los genes que codifican para las PCHT, en tanto
que los procariotes poseen und copia unica de estos genes (Marimoto, R ef
i, 1990). Sin embargo, un ano mas tarde., en 1991, G. Gugielmi ef o/

sstablecieron la presencia de muttiples genes codificantes para croteinas de la
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familia de 60 kDa en Sfepfomyces aibus. Esta misma observacion fue hecha

por Wdallington y Lund (1994) cuando trabdjaron con Rhizobium legurminosarum.

‘ La respuesta al choque térmico ha sido estudiada en una gran cantidad
de orgonismos.‘ Se -ha establecido qQue tiene dos caragternsticas muy
impartantes: 1) esta respuesta es practicamente universal, debido a que en
todos los organismos estudiados ha sido encontrada, con excepcidn de Hydra
oligactis (Bosch, 1.C.G., ef @/, 1988). Sin embargo la induccion de PCHT varia
grandemente en relacidn d numero y a la cantidad de proteinas producidas
en las diferentes formas de vida, y 2) las PCHT presentan un alto grado de
conservacion evolutiva, especialmente la familia de los 70 kDa, ya que se ha
reportado una homologiddel 70% entre ‘Iq proteina de 70 kDa del humano y la
de D. melanogasiery de un 50% con la proteina homologa de £ cof Todo lo
anterior ha sugerido una evoluciéri de un dominio proteinico comdn (Morimoto,
R, ef ai, 1990).

Se ha determinado que la respuesta al choque térmico puede ser
variable de un organismo a otro e incluso en organismos de ka misma especie,
tal como lo demostraron Morange ef of (1993), cuando tfrabdjaron con
especies de Usfera. Sin embargo, lo que estd bien establecido es la imporfante
funcion protectiva que todas ellas llevan a cabo (Morimoto, R.., ef af. 1990).

Gaomes et a/ (19840) realizaron experimentas con Caulobacter crescenius.
Ellos establecieron que la bactearia era capaz de inducir 20 diferentes PCHT
cuando se incubaba a 30°C y recibia un choque témico de 40°C. En estudios
realzados por Temracciano ef of (1988) con Closfidium ocetobutyficum se
encontro la induccion de 11 PCHIT cuando la temperatura se cambiaba de 28
a 45°C., En 8. subiills se detectaron 26 PCHT distintas cuando fue sometida a un
cambio térmico de 37 a 50°C (Arnosti. D.N., ef af 1986).

Una respuesta mas limitada fue observada por J. Engel ef al (1990)
cuando trabdajaron con Chiamydia frachomaiis. Ellos encontraron la induccion
de 5 PCHT cuando las celulas recibieron un choque térmico de 37 a 45°C. Se
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ha esfoblecidb que algunas arqueobacterias también presentan una respuesta
al estrés térmico. induciéndose airededor de 6 PCHT cuando kas células son
sometidas a condiciones extremas de temperatura (Conway de Macario, E. y
-La-Macario, 1994),

Cuando Heficobacter pylon fue sometida a un choque témmico de 42°C
solo se detectd una proteina perteneciente a la familia de 60 kDa (Yokota, K.,
et al. 1994).

Al someter a Sfrepfococcus thermrnophilus a un choque témico de 42 a
52°C, se indujo ka produccién de al menos 22 PCHT (Auffray. Y., ef al. 1995).
Este mismo investigador habia Trc_bcic:do anteriormente  (1992) con
Lacrobacillus lactis y establecid que un cambkio térmico de 30 a 40°C induce al
menos 16 PCHT.

En £ cof, que es la bactefia mas extensamente estudiada se ha
establecido que se sintetizan entre 17 y 20 proteinas cuando la temperatura de
incubacidn se cambid de 28 a 42°C (Neidhart, F. y RA. Van Bogelen, 1987).
Como lo demuesiran estos resultados, la cantidad y el tipo de PCHT es variable
con el organismo. De todas las PCHT de £ coff existen dos que han sido
ampliamente caracterzadas, ka GroEL y Ia DnaK. Se ha encontrado que ambas
se sintetizan y tienen funciones en condicionas nommales, sin embargo. durante
un periodo de estras |a sintesis se incrementa de 20 a 100 veces (Morimoto. R..,
et al.. 1990).

La PCHT DnaK es5 una proteina multifuncional, con un peso molecular de
&9 kDa, por o que se considera que pertenece a la familia de PCHT 70, Es una
proteina inducible, que durante un proceso de estrés celular puede llega a
constituir el 4.3% del total de proteina celular (Herendeen, S.L.. ef af 1979).

Terracciano, ef af (1988) trabgjando con Closfridium acefabudylicum,
demaostraron en este organismao la sintesis de un homdlogo a la DnaK de £ cof,

cuyo peso molecular fue de 74 kDa. Auffray, &t of (1995) observaron que en

Streptfococcus themopiius. el homologo de esta profeina tiene un peso
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molecular de 72 kDa y en Lactobaciius iaciis de 70 kDa (Auffray, Y. ef al 1992).

En tanto que Todd et of (1985) establecieron que en Baciius subtils el homdlogo
era de 84 kDa.

Se ha observado que esta proteina tiene un alto grado de conservacion
evolutiva. La proteina de £ cof presenta un §7% de homologia con la proteina
producida por Drosophita melancgastfer Bardwell, J.C.A. y E.A. Craig,. 1984), Por
su parte, Varela y Jersz (1992) establecieron que el homdologo de DnaK de
Thiobacillus ferroxidans presentaba un 80% de identidad con la profeina de £
Co.

La proteina DnaK es considerada una chaperona molecular ya que se
ha visto gue tiene funcion mediadora en el ensamblaje correcto de Ias
proteinas oligoméricas, también se ha sugerido que catalza interacciones
proteinicas intra e intermoleculares (Guglielmi, . ef af 1991). Se ha establecido
que esta proteina tiene otras funciones celulares identicas en procariotes y
eucariotes tales como la disociacion de agregados proteinicos y el
mantenimiento de algunos polipéptidos en estado no plegado, o que facilita
la translocacidn a través de la membrana y posteriormente el aceleramiento
del plegamiento y cligomerizacion. Ademds se ha visto que es indispensable
para la replicacion del fago lambda in vivo (Monmeotao, R ef af 1990). Por otro
lado, se ha establecido que la presencia de esta proteina es indispensable
para el crecimiento de £ coff a altas temperaturas (Oean, D.O. y R. James,
1991).

Se sabe que esta proteina en células sucaridticas esta localzada en
mitocondrias. cloroplastos, reficulo endoplasmico. nucleo y citosol, Tambien en
trabgjos con Drosophita se ha establecido que la PCHT esta localzada en
citasal y posteriormente migra a nicleo como resultado de un esiimula
estresante (Morimoto, Rl ef af 1990).

En relacion con la localizacion de DnaK en células procaridticas existia

confusion, ya que primeroe se reportd que se encontraba en o M
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membranal (Zylicz, M. ef ol 1983), y posteriomente Kostyal ef af (1989)
demosttd esta proteindg™ ¢h membrana, sin' ambargo, se establecid que
cantidades significativas se encontraban también en citosol.

Recientemente‘ Bukawy et of (1993)cuando redglizaron frabgjos de
inmunalocalzacion con particulas de oro bajo el microscopio electronico.,
establecieton que {a PCHT DnaK se localiza principalmente en citosol, aunque,
un 24% de esta PCHT se encuentra asociada a membrana. Estos investigadores
encontraron ademas que un choque termico No induce relocalizacion de esta
PCHT, tal como se habia reporiado para Drosoohia.

La PCHT GroEL es una proteina que pertenece a la familia de PCHT &0.
Se ha determinado que tiene forma de.onillo compuesta por 14 subunidades
idénﬁcds. Ccada UnNaG con un peso moieculdr de §8 KDq, [as cuales se mantienen
unidas mediante interacciones no covalentes {Zeilsira-Ryalls, J. ef ol 1991).

Cuando estudiaron a Helicobacter pyiod, Dunn, et o (1994)
estableciaron que este posee UnQ profeind de 54 kDa homologa a la GroEL de
E. coli. Par su parte, Zeilsira-Ryalls et af (1991) demostraron que el homdlogo de
esta proteina en Mycobacterium spp. posee un pesc molecular de 85 kDa. En
tanto qua Todd af of (1985) observaron que en 8. subliis, el homalogo posee un
peso molecular de 69 kDa.

Otras grupes de investigadores han establecido que &l homdlogo de
Strepformyces aibws tiens un peso molecutar de 56 kDa (Mazodier, P.. ef &/
1991). ol de Caulobacter crescenfus, 62 kDa (Lopes. S. ef al. 1986), el de
Campylobacter jefuni 62 kDa (Takata, T, ef of. 1995): el de Stepfococcus
thermmophilus, 67 kDa (Auffray, Y. et al, 1999); el de Laclobacillus lacts, 63 kDa
(Auffray, Y. ef af, 1992) v el de Legionelia pneumophila, 0 kDa (Lema, M.W. y
A. Brown. 1995), -

Una caracteristica impartante, es que en un mismo organismo se ha
encontrado la presencia de varias proteinas de diferentes pasos moleculares

que son homdlogas a la Grotl de £ coli Lo anterior fue observado por E,
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Wallingfon y P. tund (1994) cuando trabajaron con Rhizobium leguminosarum.
Ellos observaron que la bacteria posee dos proteinas, una de 60 kDa y otra de
58 kDa que reaccionan con anticuerpos monoclonales ditigidos contra I PCHT
GroEL de £ cofi. Asi también G. Gugliemi ef al (1991) demostraron que -en
cuatro especies de Sfrepfornyces existen fres pratenas que reaccionan con
anticuerpos manacionales contra la proteina GroEL de £. cof,

Se ha establecido que esta proteina no solamente presenta un atto
grado de conservacion estructural, sino también funcional. Varos autores han
encontrado que es indispensable para el crecimiento a todas las femperaturas
Yy qQue probablemente tenga un po_pel importante en los procesos de
replicacion del ADN y en la transcripcion. Ademas de que facilita el
plegamiento post-transcripcional, el ensamblaje y en algunos casos el
transporte de proteinas oligoméricas a traves de la membrana (Khandekar, S.5.
el al 1993). As también s& ha especulado que esta proteina puada actuar
como el antigeno causante de enfermedades autoinmunes, debido a la alta
homologia de esta proteina en las diferentes formas de vida (Cohen. |.R.. 1921).

Se han redlizado estudios para determinar la localizacion celular de esta
PCHT a fin de entender mas su funcion. A diferencia de la localizacion de |a
PCHT DnaK en células procaridticas, en trabgjos realzados por Eschweiler &7
en 1993, la GroEl se ha encontrado tanto en membrana como en regwn
citosdlica. Recientemente Lema y Brown (1995) establecieron que esta PCH™ -
encuentra principalmente en membrana en legionella pneumophik: =i
embargo pequenas cantidades son también detectadas en citosol.

Podemaos considerar que la cantidad de informacion que se tiene
hacerq de las PCHT, sus caracteristicas y Ia presencia de homologos contra las
principales PCHT de £ cof es muy amplia, sin embargo no existen repc: s
sobre la caracterizacion de la respuesta al choque témico en C. perfi 1ge s.

por lo que en este trabajo ubordamaos este tema.
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En general las PCHT se han estudiado intensamente y se ha establecido
que estdn involucradas en una serie de procesos bioldgicos, tales como
eéporulocién, adquisicion de temotolerancia, problemas autoinmunes,
factores de pategenicidad, etc. La relacion existerdes-entre las PCHT y estos
procesos se revisard en forma independiente a continuacion.

b) PCHT Y ESPORULACION.

Existen evidencias que sugieren que ks PCHI pueden jugar un papel
importante en el proceso de esporulacion bacteriana. Una hipé’resis a estq
relacion menciona que el proceso de esporulacion es en si una condicion
estresante gjorcida sobre la célula, ya que el proceso se inicia cuando algdn
factor nutricional estd ausente del medio de cultivo.

La primera evidencia que establece esta relacidn viene de trabadjos
redlizados por Piggot y Coote (1976) quienes encontraron que un factor
regulador de la expresion de las PCHT requiere la presencia de unas proteinas
codificadas por genes, que juegan un papel muy importante durante el
proceso de esporulacion.

Sin embargo. en un frabdgjo desamrollado por Streips y Polio (1985) en que
utilizaron mutantes incapaces de espordlar de 8. subfilis. se cbservd que estas
cepas producian la mayoria de las PCHT sintetizadas por las bacterias que si
espordlaban, por lo que sugirieron que fas PCHIT no jugaban un papel crucial en
la esporuiacion de la bacteriq.

En ese mismo ano Todd ef aftambién estudiaron la presencia de PCHT en
células esporulantes de Bacilus. Ellos detectaron que cuando gplicaban a las
células en esporu.lc'icién un choque témico de 30 a 43°C, se inducia la sintesis
de 4 PCHT principales, cuyos pesos moleculares eran de 84, 69, 32 y 22 kDa.
Ademas ellos encontraron que en los estadios tempranos del proceso de
esporulacion se detectaban principaimente las PCHT de 84 y 32 kDa. En este

estudio se establecio ademdas que el homdlogo de la PCHT GroEL de £ co#

-
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mostrd un peso molecular de 69 kDa y que no fue muy abundante durante los
estadios tardios de la esporulacion, en tanto que el homodlogo de DnaK, cuyo
péso molecular fue de 84 kDa, se sintetzaba en forma abundante durante
todo el proceso de esporulacion.

En 1990 Strnadova ef a/ establecieron que ka PCHE 70 . que se sintetizaba
en grandes cantidades en 8. megalenum . no incrementaba los niveles de
esporas resuttantes, por lo que sugirieron que esta PCHT no era importante en la
formacidn de esporas.

En geoneral podemos decir que la relacion de kas PCHT con el proceso de
esporulacion es confroversial. Uno de los objetivos de este trabagjo fué

determinar si en C. perfringensse producia esta relacion.

c) PCHT Y TERMOTOLERANCIA,

Muchos de los tratamientas fisicos usados en el procesamiento de los
alimentos estan destinados a matar o disminuir de ndmero de microorganismos
contaminantes y deteriorantes. Sin embargo, si el tratamiento no es o
suficientemente severo, la poblacion microbiana puede ser danada pero
después recuperarse y sobrevivir landalo, J.J. y ZJ. Ordal, 1966).

Existe evidencia que sugiere que las PCHT estdn involucradas en la
adquisicidon, mantenimiento y disminucion de la tetmotolerancia, es decir que
cuando las células son expuestas a un choque témico moderado por un
tiempo especifico, se produce la induccidon de resistencia a temperaturas que.
bajo condiciones normales, resuttarian letales para la célula (Bunning. VXK. ef o,
1990).

L y Werb (1982) al estudiar el efecto de choques térmicos subletales
sobre la adquisicidn de termotolerancia en células eucarnidticas (fibroblastos de
hamster ching), observaron que un choque témico de: entre 41 y 46°C
incrementaba de 10?7 a 10° veces la tolerancia de las células a un tratamiento

térmico letal; ademds demostraron que esta resistencia al calor se prolongd *
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hasta mds de 36 h después del choque subletal. Ellos establecleron ademads
que dos proteinas, con masas de 70 y 87 kDa eran especialmente abundantes
durante este proceso. Por otra parte, cuando Laszlo (1988) redlzo estudios con
las mismas células, establecio que la HSP 70 era la Unica proteina involucrads
en la tolerancia al calor.

Sin embargo en trabgjos con Saccharomyces cerevisiae redlizados por
Smith y Yaffe (1991). se cbservd que las PCHT no eran importantes para [a
adquisicion de termotolerancia. Estas deducciones las hicieron al obtener una
mutante carente de expresidn de PCHT que si podia adquirir resistencia térmica
después de un chogue térmico moderado, Sin embargo, en ese mismo ano
Sanchez y Lindquist, establecieron que la PCHI 104 era necesaria para la
induccion de fermotolerancia en & cerevisiae. Por lo que la relacion entre
PCHT y temnotolerancia hasta ese mornén’ro tesutaba incierta. Esta
controversia motivo a mas grupos de investigadores para trabajar en el tema.

Cuando Piper (1993) estudid la relacion entre PCHT y adquisicion de
termotolerancia en esa misma levadura (8. cearevisiae) encontrd que solo unas
cuantas PCHT estaban involucradas en el proceso termotolerante.

Berg ef af (1987) cuando trabgjaron con levaduras psicrofilicas
(Trichosporum pullfans y Soorobolomyces sailmonicolon) establecieron que Ia
induccién de las PCHT eran indispensables para la adquisicion de
termotalerancia. Ademds determinaron que la respuesta tfolerante se
prolongaba 4 h después del chogque térmico.

Ofra evidencia de la importancia de las PCHT en la adquisicion de
termotolerancia viene de trabajos realizados por Koishi ef af (1992) en una linea
celular humana de carcinoma de colon. Ellos utilizaron un inhibidor de la sintesis
de todas las PCHTU (quercetina) y observaron que también se inhibia la
adquisicidn de tolerancia al calor.

Cuando el estudio de la relacion PCHT y termotolerancia se extendio a

los organismos procariotes se observd algo similar a lo encontrado en
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eucariotes. Mdckey y Derick (1986) trabgjaron con Saimonefic thompson y
demostraron que la resistencia al calor (de 50, 52, 55, 57 o 59°C) se incrementd

de 2.6 hasta 20 veces cuando sometian a la bacteria a un choque térmico

. moderado de 37 a 42, 45 o 48°c:-Yn afno después estos mismos investigadores
estabiecieron que la capacidad protectora debida al choque témico subletal
también era observada cuando el ensayo lo realizaron en diimentos. Ellos
sugireron que este fendmeno de resistencia producido por el choque térmico
puede tener grandes implicaciones para la sanidad de los alimentos.

Trent ef af (1990) realizaron ensayos de termotolerancia en el organismo
" termofilo Sulfolobus sp. y determinaron que un prechoque témico a 70°C hizo a
las células hasta 6 veces mas tolerantes a 92°C en comparacion con los
controles que no recibieron dicho tratamiento. Ellos encontraron que la sintesis
de bro’reincs se detenia parcialmente v que solamente tres proteinas podian
detectarse. La mds abundante tenia un peso molecular de 55 kDa, en tanto
gue las otras tenian masas de 28 y 35 qu.' Ninguna de ellas mostid identidad
inmunologica con las PCHT GroEL y DnaK de £. cofi, por lo que sugirieron que las
proteinas sinfetizadas no jugaban un papel crucial en el proceso de
termotolerancia. Sin embargo un afo después Dean y James redlizaron
mutaciones al gen que codifica para la PCHT DnaK de £ cofi Ellos
establecieron que una delecion pequefia del gen permitia crecer a las células
a attas temperaturas, en tanto, que una mutacion mayor impedia su
crecimiento. Por lo anterior, ellos concluyeron que la proteina DnaK era
necesaria en el proceso de termotolerancia.

Para determinar si el fendbmeno de adquisicion de termotolerancia por
efecto de un choque térmico subletal ocurria en organismos filogenéticamente
distanciados, Trent ef a/ (1994) aplicaron choques‘térmicos subletales a Baciflus
caidolyticus (eubacteria), Sulfulobus shibafae (arqueobacteria) y Thermomyces
lanuginosus (eucariote). Ellos establecieron que el choque térmico si inducia

tolerancia térmica. Sin embargo. cuando andalizaron las proteinas involucradas

-
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en la resistencia, esfcblecieron que los arganismos sintetzaban diferentes
proteinas. Para 8. caldolficus se observd queia proteina dominante tenia un
péso molecular de 70 kDa, en tanto que la de 3. shibafae, era de 55 kDa. En el
caso de T. lanuginosus se producian dos proteinas principales con masas de 31
y 33 kDa.

Cuando K. Bunning ef of (1990) redlizaron experimentos similares con
listeria monocyfogenes y Salmonefla thypimurum . Establecieron que &
thypimurium presentaba  adquisicion de termotolerancia después de un
choque térmico moderado; sin embargo con L monocytogenes la tolerancia
mostrada no fue significativamente dhferen’re a la de los controles. Por lo
anterior sugirieron que en esta bacteria no se presentaba ka relccion chogue
térmico-termotolerancia. Confrario a esas observaciones en ese mismo ano,
Farber y Brown, cuando reqlzaron los experimentos de folerancia al calor de
Listeria en muestras camicas, establecieron que un choque téermico de 48°C
por 120 min producia temmotalerancia a 64°C. Ademas determinaran que iq
tolerancia se prolongaba hasta por 24 h posteriores al choque térmico inicial.

En general la relacion entre la adquisicion de temotolerancia y las PCHT
ha sido estudiada y encontrada en otfros organismos como Cianobacterias
(Blondin, P.A., et al. 1993). Lactobacillus bulgaricus (Teixeira, P.. ef al. 1994),
Salmonefla ententidis Humphrey, T.J. &f al., 1991) y Sfraptococcus thermophilus
(Auffray. Y., ef af, 1995).

Recientemente Boutibonnes ef a/ (1999) establecieron que en
Lactococcus lactis subsp, faciis IL1403 se presentaban dos tipos de adquisicion
de termotalerancia, unc de ellos era dependiente de la sintesis de PCHT, en
tanto que ofro era independiente. Ademas ellos mencionaron que en lIag
respuesta dependiente de PCHT los homdlogos de las proteinas GroElL , DnaK y
la PCHT 104 no jugaban un papel importante.

Los organismos esporulados pueden soportar condiciones adversas, y

osteriormente germinar y desarrollarse en el entQrng en que se encuentran.
e g Y qQ
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Come ya se menciond. hay evidencias que establecen la importancia de las
PCHT en ol proceso de esporulacion bacteriana. Debido o esta, varios
in;res'rigodores estudiaron el efecto de un choque térmico subletal sobre la
adquisicion de tolerancia al calor en esporas. Tal fue el caso de Etoqa y Michiels
(1988). quienes demuostraron que si las esporas de 8. sfearothermophilus eran
sometidas a un choque térmico de 63°C adquiran resistencia para sobrevivir a
tratamientos témicos extremos (121°C).

Sedldk, M., et o/ (1993) demostraron que un choque témico aplicado a
células de 8. megaferium durante el proceso de esporulacion, incrementaba
la fermotolerancia de las esporas resultantes.

En trabaqjos reqizados por Roy ef of (1981) en donde somstieton a
calentamiento progresivo contfrolado, a un producto carnico contaminado
con C. perfiingens, se determind que las células eran mas resistentes al calor
que aquellas que no recibieron esa adaptacion térmica. Esto podria semejarse
a una condicién parecida a aquella producida por un chogque témico
subletal,

Por ofra parte, se conoce que las esporas de C. perfiingens formadas a
43°C son mas termotolerantes que las producidas a 37°C y estas a su vez que
las formadas a 32°C (Garcia-Alvarado, J.S., ef al, 1992). Con todo o anterior, y
siendo C. perfriingens un patdogeno de dlimentas, la relacion existente enfre o
aplicacion de cambios térmicos y Ia adquisicion de termotolerancia, tanto en
células vegetativas como en esporas, resulta de gran interés, por su posible
influencla en la calidad sanitaria de dlimentas, por lo que uno de los objetivos

de este trabaqjo fue abordar este aspecto.

d) PCHT COMQO ANTIGENOS INMUNODOMINANTES.

El papel de las PCHT en inmunidad es sumamente extenso. Se ha
establecido que las PCHT fienen funciones importantes en diferentes aspectos

de la inmunidad. Evidencias recientes sugierén que ciertas PCHT parficipan en
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la sintesis de inmunoglobulinas humanas y en ka presentacion y procesamiento
del anfigeno durante la respuesta inmune. Ademdas ias PCHT de una ampiio
espectio de patogenos, figuran entre los prncipales antigenos reconocidos pof
el sistema inmune, Finalmente estas proteinas se han visto involucradas—en
procesos de autoinmunidad tales como artritis reumatoide (Jaattela, M y D.
Wissing. 1992).

Durante las infecciones bacterianas, ka interaccion entre el patdgeno v el
hospedero genera sifuaciones de estrés para ambos organismos. Como
respuesta a estas condiciones adversas esta bien establecido que se sintetizan
proteinas del estrés, las cuales permi’ren' a la célula sobrevivir los procesos de
fensidn. Se ha encontrado que dlgunas de las proteinas del estrés del
patdgeno son antigenos inmunodominantes e incluso son  factores de
virulencia. Esto ha hecho pensar a muchos iﬁvesﬁquorgs en la posbilidad de
utilizarkas como vacunas prometedoras contra un grupo de enfermedades,
debido a la gran homologia enfre estas en los diferentes organismos. Sin
embargo, un gran problema al que se han enfrentado los investigadores es
que dichas vacunas también pudieran actuar contfra las PCHT del mismo
organismo al que se quiere proteger., lo cual provocaria problemas
autoinmunes.

Varios grupos de investigadores trabajan hoy en dia a fin de encontrar
una PCHT © dalguna fraccion inmunodominante especifica de células
procaridticas para la elaboracién de la *vacuna del futuro® (Morimoto, R, of
al 1990; Young. D.B., 1992). Asi de acuerdo con esto, una serie de grupos de
investigadores han estgdo determinando ka presencia y ias caracternsticas de
las PCHT inmunodominantes de varios organismoes fales como Mycobacternum
tubercuiosis (Young. D.B. vy T.R. Garbe, 1991), M. leprae (Jaattela, M y D. Wissing.
1992). Brucella melifiensis (Spencer, S.A., ef al. 1994), 8. aborfus (Young. DB
1992), Haemophilus aducrey (Brown, T.J., ef af, 1993), Salmoneifa lyphimurium
(Ensgraber, M. y M. Loos, 1992), Candiga albicans (Young, DB., ir

-
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Compylobacter jejuni (\Wu, Y.L., ef al, 1994), Borrelia burdorferi, Brugia malay,

Chamydia frachomatis, Coxiella pneumophila. Plasmodium falciparum,

Schistosoma mansoni, Treponema pallidumy Trypanosorna cruzi (Jaattela, My
D. Wissing. 1992), entre ofras. dra-caracteristica importante es que la mayoria
de las PCHT inmunodominantes que se han encontrado, perfenecen a las
familias PCHT 60 y PCHT 70. La informacion anterior se encuentra resumida en la
tabla 1.

El papel de las PCHT en autoinmunidad es apoyada por las siguientes
evidencias: @) las PCHT inducen la formacion de autoanticuerpos en el
hospedero, b) los pacientes con varios dgsérdenes autoinmunes, como lupus
eriftematoso sistémico y artritis reumatoide, tiene autoanticuerpos contra PCHI.
©) la PCHT 60 de micobacterias estimuia el crecimiento de células T en tejido
sinévicﬂ de pacientes con artritis reumatoide y d) se pueden encontrar niveles
elevados de PCHT 60 en cartilagos y en nddulos reumatoides de pacientes con
dr’rri’rié reumartoide, pero no se localizan en pacientes sanos (Jaattela, M y D.
Wissing, 1992).

Debido a ia importancia de las PCHT y las caracteristicas inmunologicas
que presentan en los organismos estudiados. y fomando en cuenta la
importancia de C. perfiingens como causante de varias enfermedades,
consideramos de gran interés determinar si el microorganismo posee proteinas

del choque térmico inmunodominantes, por lo gue uno de los objetivos de este
trabgjo trata este aspecto.
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Tabla 1. PCHT que son antigénicas en varias enfermedades de animales y

humanos.
Patégeno .. Enfermedad PCHT enconfrada
U ) &Da)
Brucella abortus brucelasis &0
Brucefla melifiersis brucelasis porcina 62
Borrefia burgdorferi . enfermedad de Lime 60
Brugia maiay filariasis 70
cCampyilobacter fefuni g_]c:s’rroenTeriTis 65,45, 12y 10
Candida albicans candidiasis 90
Chilamydia pneumoniae neumonia &0
Chlamydia psitaci psifacosis 60
Chlamydia frachomalts fracomg 60
Coxiefla burmneti fiebre Q 60
Haemophilus ducrey chancroide 58.5
Legionelia pneurmophiia enfermedad de los 60
legionarios
Mycobactenum tuberculosts  [tuberculosis 60, 70 y PCHT de
baqjo peso
Mycobacterium leprae lepra 60, /0y PCHI de
bajo peso
Flasmodium falciparum malaria 70,90
Salmonelia tyohimunum salmonelosis 86
Schistosoma mansoni esquistasomiasis 70
Treponema palicium Sifilis 60
Iypanosoma crue enfermedad de chagas 70
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HIPOTESIS

Clostidium perfiingens tesponde al choque térmico provocando
atteraciones en la sintesis de proteinas, en la produccion de toxinas y en la

resistencia al calor.
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OBJETIVOS

1.- Deteminar el efecto de un choque térmico sobre el crecimiento de

células vegetdativas y en esparulacion.

2.- Estudiar el efecto de un choque térmico sobre Ia esporulacion de la

bacteria.

3.- Determinar el efecto de un chogue térmico sobre ki produccion de
enterotoxing y fosfolipasas C de . perfringerns.

4.- Precisar el efecto de un choque térmico sobre la talerancia al calor

de células vegetativas y esporas.
5.- Estudiar el efecto de un choque témmico sobre el patron de proteinas
produciads por la bactera. Detemiant los pesos moleculares y la

localizacidn subcelular de las proteinas especificas.

6.- Determinar la produccion de homodlogos de GroEl y DnaK en C.

perfringens.

7 .- Establecer la existencia de anticuerpos contra PCHT de C. perfringens

en gnimales enfamos de gangrena gaseosd.
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[ MATERIAL Y METODOS I -

MANTENIMIENTO DE LAS CERAS.
Las cepas de C. perfringens Utiizadas en este trabgjo fueron ka FD-1041

(enterotoxigenica) obtenida del Dr. Stanley Harmon del Centro para el Control
de Enfermedades de EUA. y la cepa -1 (no..enterofoxigénica)
proporcionada par €l Or. Ronald G. Labbé de la Universidad de Masso:c:huseﬂs.
E.U.A. '

Las bacterias al ser recibidas se inocularon en caldo con tiogkcolato y se
incubaron a 37°C durante 16 h. A partir de estos cultivos, para cada cepa se
inocularon tubos con medio de camne cocida segdn Robertson (Willis, AT,
1%0). y se incubaron @ 37°C durante 72 h. Estos cultivos se guardaron g -20°C

coma reserva y se hicieron resiembras de ellos cada 8 a 12 meses.

INOCULO

A partir del cultivo de reserva se tomd una alicuota y se anadié en un
tubo con 10 mi de caldo ceon tfioglicolato e inmediatamente se colocd en un
bano de agua a 75°C por 15 min (con el fin de activar el proceso de
germinacion de las esporas). Posteriormente se enfriaron ¢con agua aq
temperatura ambiente y se incubaron a 37°C por 16 h.

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO.,

a) CELULAS VEGETATIVAS.

A partir de la cepa activada, se inocularon (1%) tubos ¢on 2 mi de caldo

con tioglicolata recien preparado. Los cultivos fueron incubados a 37 v 43°C en
un bano de agua. y cuando alcarzaron la parte media de la fase kogantmica

(A 0608 en un espectrofotometro Sequoia-Turner modeio 340) se

-
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transfirieron a banos de agua a §0, 52, 55, 56, 68, 60 y 65°C por diferentes

intervalos de tiempo, Posteriommenie los cultivos fueron retornados a la
térnpero’rurc: de incubacion ariginal (37 o 43°C), hasta completar un total de &
h.

Durante todo este proceso se midid el crecimiento de los cultivos cada
hora mediante lecturas espectrofotometricas y cuenta viable en placa. Esta
ultima consistic en redlizar diluciones decimdales de alicuotas de los cultivos y
después de sembrarlas en cajas Petri, agregarles media nutritivo con agar (1.6%
~ tripticasa peptona, BBL, 1.0% extracto de levadura Difco y 1.5% agar, Difco).
Despues que las ogjas solidificaron se in;:uboron en el sistema de anaerobiosis
Gas-Pack Plus (BBL) a 37°C durante 24 a 48 h (Heredia, N.L. ef af, 1992).

b) CELULAS EN ESPORULACION.

Se activaron las cepas de | manera descrita antferiormente y seo

inocuiaron (1%) tubos con 2 ml de medio de Duncan y Strong (DS) previamente
reducido y suplementado con rafinosa coma €l carbohidrato del medio
(Garcia-Alvarado, JS., ef al, 1992). Antes de inocular los tubos fueron
aicalinzados mediante la adicion de 1.25% de una solucion de carbonato de
sodio estéril 0.66 M. Los tubaos se incubaron a 37 0 43°C en un bano de agua y
cuando alcanzaron una A, 0.1-0.2 (arededor de 3 h cuando la incubacion
fue a 37°C. o 2 h cuando se realzd a 43°C) fueron fransferidos a un barfno de
agua a 50°C o 52°C. Ahi fueron mantenidos por 30 min. Terminado este tiempo.
los cultivos se retornaron al bano de agua a 37 o 43°C y se continud Ia
incubacion por un total de 8 h.

Durante todo este tiempo se tomaron alicuotas cada hora y se realzd
cuenta viable en placa. El procedimiento utilizado fue como se especificd en el

punto anterior,
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA FORMACION DE
ESPORAS.

CULTIVO:

Para esto se utilzaron ambas cepas las cuales se activaron de la manera
ya descrita, La forma de cuttivarse se redlizd de la manera especificada en el
punto inmediato anterior, sin embargo, para este ensayo los choques térmicos

se aplicaron a la primera, segunda, tercera, cuarta © quinta hora.

DETERMINACION_DE ESPORAS

A lo largo del cultiva se tomaran muestras cada hora y € colocaron en
agua con hielo. Posteriormente se colocaron en un bafo de agua a 75°C por
15 min, con el fin de eliminar a las células vegetativas y dejar s6lo a las esporas.
Enseguida se r,eolizqron diluciones decimales para despues deteminar cuenta
viable utilizando el medio nutrtivo con agar y las condiciones de incubacion

descritas anteriormente.

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCION DE
TOXINAS.

Q) ENTEROTOXINA.
CULTIVO.

Para este fin se utilzod la cepa enterotoxigénica FD-1041, «a cual se activo

de la manera descrita anferiormente. De estq se inocularon (concentracion
final 1%) tubos con 2 ml de medio DS y se incubaron en un bafno de agua a
43°C.,

Cuanda los cuttivas tenian 1 0 3 h de incubacion, se les aplicd un chogue

termico de 50°C por 30 min y posteriormente se retornaron a la temperatura de

35



Tesis Doctoral Norma L. Heredia Material y Métodos
incubacion original (43°C) hasta completar un total de 8 h. A lo largo de este
procedimiento se tomaron muestras cada hora para deteminar {a

concentracion de enterotoxina prasente.

EXTRACTO CELULAR:

Debido a que la enterotoxina se acumula infracelvlarmente, fue
necesario abtener el extracto celular. Para esto los cultivos se centrifugaron a
10,000 x g por 15 min q 4°C, utizando una centrifuga [EC modelo HN-SIl. El
paquete celular obtenido se lavd mediante centrifugacion y eliminacion del
sobrenadante, en dos ocasiones con amortigucdor de fosfatos 20 mM, pH 6.8.
Posteriormente las células se rompieron por ultrasonido utilizando 50 unidades
de intensidad, con intérvalas de un minuto de actividad y uno de descanso en
un sonicador Biosonik (modelo BIO-I). El procedimiento se mantuvo hasta
obtener gproximadamente un 95% de esporas libres. Posteriormente la muestra
se centrifugd a 12,000 x g por 20 min a 4°C. Al sobrenadante obtenido

(extracto celular) se le determind la cantidad de enterofoxing.

DETECCION Y CUANTIACACION DE LA ENTEROTOXINA
(CONTRAINMUNOELECTROFORESIS)

Esta técnica se desarrolld de acuerdo a la metodolagia descrita por Naik
y Duncan (1977) con qlgunas modificaciones, las cuadles se describen a
continuacion.

Se utilizd una solucion de agarosa tipo il (aita eleciroendosmosis) al 0.06%
disuelta en amortiguador de barbital 0.06 M, pH 8.6. De esta solucidon se
anadieron 39 ml a una placa de vidrio de 14 x 14 cm previamente recubierta
caon una fina capa de agar al 1% disuelto en el mismo amortiguador.

Después que la agarosa solidificd, se hicieron $ hileras de pozos dobles
con un dic':!me’rro de 4 mm, distanciados 5 mm entre cada pozo vy 1.3 cm entre

cada hilera.
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Los estdndares de enterotoxina, producidos en nuestro laboratorio
(Heredia, N.L. of o/ 1994), que contenian 25, 12.5, 6.2, 3.1, 1.6, 08,04y 0.2

Wg/ml. asi como las muestras a examinar fueron colocadas (10u} en los pozos

de las hileras mas cercanas al catodo. El suero antientarotoxina se diluyd 1:2 y
se aplicod en los pozos de las hileras mdas proximas al dnodo, en la misma
cantidad que el antigeno.

Inmediatamente después se redlizd una electrofaresis horzontal. en una
camara hechiza utilizando el amordiguador de barbital en los reservorios y se
utilizd papel fittro como puente entre la placa y los reservorios. Se aplicaron 12
mA por 30 min. ‘

Las placas se colocaron en seguida en una cdmara himeda y se
mantuvieron a temperatura ambiente por 12 a 14 h. Posteriormente se
defterminé la presencia de bandas de precipitacidon. La éoncenfrqcién de
enterctoxina se obtuvo al comparar la Ultima concentracion del estandar que
mostrd banda. con la dttima dilucion de la muestra en que se observd zona de
precipitacion.

b) FOSFOLIPASA C:
CULTIVO:

Para este punto se ulilizd la cepa FD-1041, la cual fue activada de la

manera anteriormente descrita. De esta se inocularon al 1% (concentracion
final del indculo) tubos con 2 ml de caldo con tioglicolato o caldo infusidn
cerebro y corazdon (Difco) recién reducido. Los cultivos se incubaron en un
bano de agua a 37°C. Al obtener una A, de 0.8-0.9 (alrededor de las 3 h de
incubacion) fueron sometidos a un choque térrnico_ de B0°C por 30 min.
Pasteriormente se retomaron a la temperatura de incubacién original 37°C) y
el procedimiento se continud hasta completar 8 h totales.

A lo largo del procedimiento, se tomaron muestras cada h, las cuales se

centrifugaron a 15,000 x g por 20 min a 4°C. Posteriormente se recuperd el
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sobrenadante del cultivo, al cual se le determind la toxina. Este se coloco en
tubas limpios {1 ml) y fueron liofiizadaos a fin de concentrar la muestra, Una vez
asi se almacenaron a -20°C hasta que se redlzd la determinacion de
fosfolipasa C.

DETERMINACION DE LA EXOTOXINA:
Los sobrenadantes secos fueron resuspendidos en 200 pyl de agua
destilada estéril y en ellos s cuantificd la fosfolipasa presente mediante los

métodos siguientes:

i) Método modificado de difusion.

Este ensayo fue reportado por Wigley (1990), vy consistio brevemente en
lo siguiente: como sustrato se utiizd fosforil colina (Sigma Chemical Co) a una
concentracion de § mg/mil, resuspendido en amortiguador Tris-HCl 30 mM pH
7.4 con 1 mM de NaCl, 1.1% de agar agar ¥ 0.01% de czida de sodie como
conservador. La suspension se calentd hasta la disolucion del agar y se vacid
en cgjas Petri hasta formar una capa de 1.5 mm de grosor, paosteriomente se
hicieron pozos de 3 mm de didmetro. En estos se colocaron 5 yl de los
sobrenadantes a probar o de diferentes concentraciones de un estandar de
fosfolipasa C (Sigma Chemical Co).

Las cgjas se incubaron a 37°C por $ h, al témino de lo cual se midieron
los halos de opalescencia alrededor de cada pozo ¥ se carrelaciond con fos
didmetros mostrados por kos estandares.

Métaodo turbidimétrico modificado de Van Heyningen.

Este ensayo se basd en el método descrito por Van Heyningen,
perteccionado por Mollby ef af (Jolivet, C ef of 1988) y madificado en nuestro
laboratorio. Este se basa en la medicion de un incre:rnen’ro en la turbidez de

una suspension de lecitina después de su incubacion con fosfolipasa C,
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B método consistid brevemente en lo siguiente: a 100 ul de los
sobrenadantes de los cultivos se adiciond un mi de la solucion de trabajo del
sustrato (0.9 g de lecitina de soya suspendida en 25 ml de amortiguador Tris-HCI
20 mM pH 7.2 con 0.158 M de NaCl y 2.4% de colato de sodio. La solucidn de
trabgjo consistid en diluir 16 ml de esta solucion en 100 ml de amortiguador
Tris-HCI 20 mM pH 7.2 con 0,158 mM de NaCl, 10 mM de acetato de calcioy 0.2
mM de Cloruro de zinc). Los tubos fueron mezclados e incubadeos por 1 h a
37°C. Al finalizar este tiempo la reaccidn se defuvo por la adicidn de 10 ul de
EDTA 0.2 M. El incremento en la turbidéz fue cuantificado a 5§10 nm en un
espectrofotdmetro Coleman Junior (mod 340).

Una unidad de actividad se definid arbitrariamente como la cantidad de
enzima que causaba un incremento en Ia turbidéz de 0.2 unidode; de

absorbancia por hora.

Método colorimétrico de p-nitrofenil fosforil colina

Para este método desamrollado por Sato, Chibba y Sato (1989), se prepard
una solucion de p-nitrofenilfosforicolina (Sigma Chemical Co) a una
concentracién de 10 mg/ml. Se colocaron 50 pl de esta solucidn en una
microplaca (Dynatech) de 96 pozos y se hicieron reaccionar con 100 ul de los
sobrenadantes a probar o de los estandares. La mezcla se incubd a 37°C por
60 min al cabo de lo cudl se detuvo la reaccion mediante la adicion de 100 i
de EDTA § mM. La densidad optica de los pozos se determind a 4056 nm en un
espectrofotémetro para microplacas BioTek modelo EL311).
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pericdo de 30 min. Terminado este tiempo. ks células se sometieron a los

ensqayos de termotolerancia a 85°C.

<) MEDICION DE LA TERMOTOLERANCIA i
Esporas:

Las suspensiones de esporas lavadas se gjustaron a una densidad optica
de 0.5 (600 nm. en el espectrofotometro Sequoia Tumer modelo 340), Se
tomaron alicuotas de 1 mly se colocaron en tubos de 13 x 100.

Los tubos fueron colocados a 85°C en un bano de agua en €l caso de la
cepa FD-1y a 95°C para la FD-1041 por diferentes intervalos de tiempoa.

Para determinar ki cantidad de esporas sobrevivientes en [as
suspensiones calentadas, se redlizo una cuenta viable en placa de la manera
descrita anteriormente.

Tomando en cuenta que durante el proceso de calentamiento siempre
ocumre una reduccion decimal cada cierto tiempo, el cual es constante, una
reduccidn decimal en el nimero de asporas sobravivientes siempre es causada
por el mismo nimerc de minutos de calentamiento, Y se puede usar ese valor
como una medida de resistencia al calor. Este tiempo es conocida como valor
"D (Garcia-Alvarado, J.S.. ef al. 1992).

Eso significa que si graficamos el tiempo de calentamiento a una
temperatura particular contra el log,,, (donde n es el nimero de esporas
sobrgvivientes en cierto tiempo), resuttaria una inea recta, que representaria
una relacion descrita como exponencial

Para el trazado de [q linea recta, se empled el método de regresién lineal
y para comparacion de pendientes se utilizo el andlisis de distribucion de *t*
para muestras pequenas. Los experimentas se hicieron al menas por duplicado

y de cada uno se reqlzaron al menaos tres repeticiones.
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Células vegetativas:

Inmediatamente después del choque témico, las células se transfirieron
a un bafo de agua a 55°C., Alli se dejaron por intervalos de tiempo diferentes y
posteriormertte se determind la sobrevivencia de kustelulas mediante cuenta
viable de la manerg ya descrita. €l valor "D° se determind de las graficas de

muerte térmica.

DURACION DE LA TERMOTOLERANCIA ADQUIRIDA DE CELULAS
' VEGETATIVAS.

Para determinar la duracion de la termotolerancia adquirida, una vez
terminado el choque témmico, los cultivos en medio de fioglicolato se
refornaron a la temperatura de incubacion original (43°C). Alii fueron
mantenidos por 1, 2 © 3 horas. Después de este tiempo, se determind la
termotolerancia a 55°C de la manera descrita anteriormente

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS.

Q) ENSAYO DE INCORPORACION DE *$

Para determinar la concentracion de isdtopo a ulilizar se realizaron
curvas de incorporacion. Para esto se cicti\fc') la cepa FO-1041 de la manera ya
especificada y a partir de ella se inocularon tubos con 2 m! de caldo con
tioglicolato y se incubaron a 37 0 43°C en un bano de agua.

Al llegar a la parte media de la fase log (A, de 0608, en el
espectrofotometro anteriormente especificado), los cultivos fueron transferidos
a 80 0 §2°C. Después de 5 min se agregaron 12, 20, 50, 75 o 100 uCi/ml de una
mezcla de metionina vy cigteina marcadas con *¥S (Qrans *S-abel, ICN
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Biomedicals), y se continué la incubacion por 25 min mas. Para finalizar el
marcaje se adicionaron 40 pg/ml de metionina no radioactiva y las muestras se
colocaron en un baio de agua con hislo (2-4°C).

Para determninar ia incorporacion del isotopo durante el marcaje, se
fomaron alicuotas del cultivo cada 5 min y se colocaron en un baino de hielo
por 15 min. Después se tormnaron § yl de la muestra y se colocaron en el centro
de un filtro de fibra de vidrio Whatman, GF/A). Una vez que la muestra se secd,
el filfro se colocd en una caja Petii con acido incloroacético al 30%, en donde
se mantuvo por $ min con aéi’rccién ocastonal. Teminado este tiempo los fitfros
se lavaron utilzando solucion salina al Q.85%. Despuds ostos se colocaron en
otra cqgja Petri con etanol al $5%. por 5 min.

Finaimente ios filtros se@ secaron y posteriomente se colocaron en un
frasco para centelleo al cual se le agregaron 5 ml de difeniloxazol (Sigma) al 5%
disuetto en tolueno. Se determind la radioactividad en los frascos mediante un
contador de centelleo liquido Tm Anglytic Delta (mod. 300) leyendo por & min

cada uno. En el gparto utilizé el estandar de czufre para las lecturas..

b) METODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR
Se probaron diferaentes métodos con el fin de solubilzar las células para el
andlisis de proteinas:

1} N-actil- 8-D- galactopiranosa:

Se prepard una solucidon de N-octik-g-D-galactopiranosa al 2% en agua
bidestiada. Se mezcld con un volumen igual de suspension de células y se

dejaron incubando por 30 min a 37°C.

2) Amartiguador de muestra 4 X de electroforasis en condiciones disociantes.

Algunos autores lo utilizan como amartiguador para ka solubilzacion
celular, Esta solucidn se compuso de g-mercaptoetanaol al 20%, SDS al 10% (p/v)

azul de bromofenal al 0.02% (P/v). glicerat al 40% (p/V) y TRIS al 3% (p/v) \‘odo
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con un pH final de 6.8. Esta solucion se anadié (1:1) a una suspension de
células, se agitd inmediatamente para después se colocd en un bano de agud
a 95-100°C por 2 o 3 min (Lepes Gomes, S., ef al, 1986; Wdllington, EJ. y P.E.
Lund, 1994).

3 Amortiguador Tris-HClpH 8.0

Este consistio en resuspender el paguete celular procedente de 2 ml da

cuttivo en un volumen igual de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8.0 e incubar ia
mezcla a 37°C por un tiempo de 40 min (Holmquist, L., e af, 1993).

4) Amortiguador TrisHCI pH 8.0 con CaCl, ¥ NQCl.

En este método se resuspendio el paquete celular de 2 ml de cultivo en
un volumen igual de amortiguador Tris-HC! 50 miv pH 8.0 el cual contenia 2 mM
de CaCl, y 0.3 mM de NaCl. Después de una agitacidon suave. la mezcia se
incubd a 37°C por 30 min.

5) Método de Abraham y Rood.
El método consistid en la resuspencidn del paquete celuloar procedente

de 2 ml de culiivo, en un volumen igual de amortiguador TES (Tris-HCt 30 mM pH
8.0, EDTA 5 mM y 50 mM de NaCi} con sacarosa al 25%. Posteriomente se
adicionaron 0.4 ml de una solucion de lisozima de husvo (10 mg/mi en TES). La
mezcla fue incubada a 37°C par 30 min. Terminado este tiempo se adicionaron
0.8 ml de una solucion de EDTA 250 mM y se incubd de nuevo a la misma
temperatura por § min, El procedimiento de de rompimiento se finalizd con la
adicion de 0.5 mi de una solucion de SDS al 10% y una incubacion adicional de
S min a 37°C (Abraham. J.L y J.. Rood, 1995).
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6) Método modificado de Qoronfieh vy Streips.

Se redlizéd una modificacion al método original reporfado por estos

ch’rores (1897), y consistid en resuspender el paquete celular procedente de la
centrifugacion de 2 ml de cultivo en 2 ml de amortigdador Tiis-HC! 30 mM pH
7.6, al cual se le adiciond lisozima de huevo (concentracion final 500 pg/mi) y
DNAsa (concentracion final 50 pg/mi). Después de homogeneizar el paquete
en esta solucidn, se incubd a 37°C por 30 min, e inmediatamente después ia

suspensidn fue congelada a-20°C por 12g 14 h.

c) ANALISIS DE PCHT TOTALES.

Para la determinacion de proteinas totales, las suspensiones obtenidas en
el paso anterior, se les anadié un volumen igual de amortiguador .de muestra
4X (mencionado en los métodos de lisis celular) y después se colocd en un
bano de agua a 95-100°C por 2 a 3 min.

d) DETERMINACION DE LA LOCALIZAC|ON SUBCELULAR DE LAS PCHT

Debido a que la respuesta al chogue témico fue mas intensa cuando e!
cultivo se incubd q 37°C y se sometid después a 50°C, los experimentos de esta
seccion se redlizaron a 37°C. '

Los cultivos se centrifugaron a 13,000 x g a 4°C. Los sobrenadantes se
recuperarcn Yy congelaron q -20°C hasta su procesamiento. Las celulas
cultivadas se desintegraron mediante el método de Quaronfleh y Streips
(especificado anteriormente). Después la suspension fue uttracentrifugada a
223000 x g a 4°C por 2 h utilizando una uttracentiifuga Dupont-Sorval (mod.
Ultra 80). Enseguida se recuperd cuidadosamente el scbhrenadante (exfracto
celular o fraccion citosdlica) y el precipitado (envoltura celular). Este aimo fue
resuspendido en solucion salina al 0.85% y fue cenfrifugado nuevamente. H
precipitado lavado se secd mediante la utilizacion de un concentrador Savant
(modelo SC-110). La fraccion ciosdlica y el sobrenadante del cultivo fueron
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colocados en volimenes de T mi en tubos eppendorff y se secaron de la

misma manera. Todas las muesiras secas tueron almacenadas a -20°C hasta su
Uso.

En todas las fracciones (sobrenadante del culfivo,—extracto celular y
envoltura celular) se cuantificd la radiactividad presente (ccp) utilizando el

ensayo ds incormporacion anteriomente citado.

e) ELECTROFORESIS EN GEL DE POUACRILAMIDA.

Para detemminar la cantidad de proteina presente en las rr';uesfros
marcadas se fratd de uﬂl'izc:r el méiodq de dacido bicinconinico (Pierce). Sin
embargo. la aita concentracion de- lisozima utiizada para el rompimiento
celular por el metodo de Abraham y Rood impidio la determinacion cerfera de
proteina en las muestras marcadas. Debido a lo anterior, las muestras fueron
qjustadas a 20,000 cpm cuando el metodo de rompimiento fue el de Abraham
y Rood. Cuando la muestra fue soiubilzada por el método de Quoronfieh y
Streips, los sobrenadantes, los extractos vy las envolturas celulares fueron
gjustados (mediante dilucion con c:g(lo bidestiada) a 200,000 cpm para el
caso de envolturas y extractos celulares vy de 500,000 cpm para los
sobrenadantes. Todas las muestias se mezclaron con un volumen igual de
amortiguadar de muestra 4X (especificada anteriormente) y se mantuvieron en
un bano de agua hirviendo por 2 a 3 min. Después los tubos se cenfriftugaron a
10,000 x g por & min para eliminar el material insoluble.

Para la separacion de las proteinas se siguid la metodologia descrita por
Hames (1981) con ligeras modificaciones. Esta consistio brevemente en lo
siguiente: la muestra (25-50 pD) se sometic a electroforesis en un gel de
poliacrilamida discontinuo en condiciones disociantes. con un gel separador al
10 o adl 12.5% de 1.0 mm de grosor y un gel concentrador al 2.5%. Se aplicaron
120 V para la concentracion de las proteinas y 150 Volts para su separacion. El
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gel se mantuvo a 15°C mediante un sistema de enfiamiento de ki camara de
electroforesis.

‘ Después de la slectroforesis. el gel se colocd en una solucion colorante
(azul Coonidsig R-250 al 0.1% . metanol al 50% y acido acético al 10%) durante
un tiempo promedio de 3 h con agitacion continua. Para eliminar el exceso de
colorante del gel se colocd en una solucion destenidora (acido acético al 10%)
con agitacidn constante y varios recambios. El proceso de tincion se realzd
con el fin de determinar la ubicacion de lkos marcadores de peso molecular y
sehalara mediante una pi.lncién del gel con una pipeta Pasteur.

Como marcadores de peso molec;ulcr se utilizaron anhidrasa carbonica
(PM 22 kDq), albimina de huevo (PM 45 kDa), albimina bovina (PM 646 kDaq),
fostorilasa B (PM 97.4 kDq) v B-galactosidasa (PM 116 kDaq). Estos se adquirieron

en la Compania Sigma Chemical Co.

f) FLUOROGRAFA

Este método se redlizd para infensificar la sefal radioactiva y asi poder
tener mejores resuttados. "

Después de la separacion de proteinas por la electrafaresis y el tenido de
los geles, estos fueron colocados en una solucion de dimetilsulfdéxido (DMSO,
Sigma Chamical Co) concentrado por 45 min con agitacion constante. Al
términao de este tiempo, se hicieron dos recambias mas can la misma solucion.

Posteriormente el gel se colocd en una solucion de difenit oxazol (PPO,
Sigma Chemical Ca) al 22% disuelto en DMSO. El gel se mantuvo en esta
solucion con agitacion constante durante 12 a 14 h, Enseguida el gel se lavo
con agua por 15 min con recambios y agitacion constantes (Harlow, E. y D.
Lane, 1988).
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q) SECADO DEL GEL

Una vez redlzada la flucrografia el gel se colocd en una solucion que

contenia metanal al 20%. acida acético al 7% y glicerol al §%. por 20 min con
agitacion constante.

El gel se deshidratd utilizando un secador de geles marca BioRad (mod.
543), Sobre el soporte poroso de este aparato se colocaron varias capas de
papel filtro secas y posteriormente una previamente humedecida con agua
destilada. Scbre esta Gitima se colocd el gel embebido previamente en la
solucion de glicerol, metanol y acido acético. E gel vy las tiras de papel se
cubrieron con una pelicula de pldstico a fin de evitar que la radiactividad se
pusiera en contacto con el aparato, elimindndose con esto problemas de
contaminacion. Enseguida se aplicd una temperatura de 60°C y un vacio de 1

x 10 torr utiizando una bomba de vacio Presicion (mod. D150) por 1.5 h.

h) AUTORRADIOGRAFA.

Una vez que el gel se secd, se colocd en la base de un cassette de
exposicion. sobre de éste se acomadd una pelicula Kodak X-Omat y amiba de
esta ultima se agregd una placa intensificadora de senal (Dupont). Todo este
procedimiento se redlzd en un cuarfo obscuro.

El cassette se envolvido en una pelicula de plastico y se mantuvo entre
-20° y <70°C por un tiempo promedio de 1 sem. Despues ki pelicula se reveld en
forma manual de la siguiente manera: esta se colocd en una solucion
reveladora (GBX. "developer and replenisher Kodak, de la cual se tomaron 103
ml y se aforaron a 473 ml con agua destilada) por 2 min, posteriormente se
paséd a una solucion (stop baith', Kodak, del cual se tomaron 20 ml y se
aforaron a 500 mi con agua destilada) por 30 seg para detener la reaccion. En
seguida se colocd en una solucion fijadora (GBX “fixer and replenisher' Kodak.

N
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oftos 2 min y después en un recipiente con fiujo de agua constante, para

posteriormente secarse por exposicion al aire. -

DETERMINACION DE HOMOLOGOS DE DnaK Y GroEL EN C.
perfringens.

Tanto las proteinas totales, como las del citosol, region membranal y
sobrenadante se transfirieron @ membranas de nitrocelulosa (proceso conocido

como electrotrasferencia) y posteriormente se realizé la inmunode_‘reccién.

a) ELECTROTRANSFERENCIA

Inmediatamente después del corimiento electroforético el- gel fue
colocado en un amortiguador equilibrador (compuesto por Tris-HCl 25 mM pH
6.8, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v) por 15 a 20 min.

Para este experimento se utilizd una camara marca BioRad (mod.
200/0.2). Sobre la placa del porragei que va hacia el lado del catodo, se
coloco una esponja prehumedecida con el amortiguador equilbsador (Tris 25
mM. pH 8.3, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v). inmedialamente después
una hoja de papel filtro, también humedecido con el mismo amortiguador vy
posteriormente el gel ya equilibrado. Sobre el gel se colocd una membrana e
nitrocelulosa (con tamanio de poro de 25um, Signna Chemical Co) previamenic
humedecida y sobre esta otra hoja de papel fittro y ofra esponja himedao. (|
emparedado fue colocado en la camara de transferenciaq, la cual estaba llena
con amortiguador equilibrador frio. El sistema se cormié a-360 mA por 4 h con el

sistema refrigerante encendido a 4°C.
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b) DETECCION INMUNOENZIMATICA ‘

Una vez concluida la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue
colocada en solucidn Blotto (Tris-HCi 20 mM pH 7.8 con NaCl 500 mM y leche
descremada en polvo al 5% p/v) vy se mantuvo por 12-16 h o iemperatura
ambiente y con agitacién constante.

Posteriormente se olimind esta solucion y se lavd en tres ocasiones con
TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.8, NaCl 500 mM y Tween 20 al 0.05%). La membrana
posteriormente se colocd en contacto con los sueros anti GroEL de £ cof
{proporcionado por el Dr. Carl Batt de Cornell University) y/o anti DnaK de L |
factis (proporcionado por el Dr. Robert McMacken de ka Universidad John
Hopkins), los cuales se diluyeron 1:500 en‘TBS (Tris-HC1 20 mM pH 7.5 y NaCl 500
mM) con 1% de gelatina. El sistema se incubd por 3 h a temperatura ambiente
con agitacion constante. Una vez concluido este tiempo. 50 lavd de nuevo por
tres ocasiones con TIBS y posteriormente se adiciond el anticuerpo anti IgG de
congjo conjugado con peroxidasa (Sigma Chemical Co), el cual se diluyo
1:2500 en TBS con gelatina al 1%. El sstema se dejd en agitacion por espacio de
3 h a temperatura ambiente. Después de 2-3 lavados se adiciond el sustrato de
la enzima 4-cloro-1-naftol (BioRad) y perdxido de hidrogeno (Sigma Chemical
Co). el cual se dejd en incubacion por 30 a 60 min a temperatura ambiente,

con agitacion constante hasta la aparicion de bandas color magenta.

DETERMINACION DE PCHT QUE ACTUAN COMO ANTIGENQOS
INMUNODOMINANTES EN UN CUADRO DE GANGRENA GASECGSA.

a) INDUCCION DE UN CUADRO GANGRENOSQO EN UN MODELO ANIMAL.
EN COBAYO:

Esto se realizd siguienda el método descrita por Stevens ef of (1987) con

algunas modificaciones.
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Se utilizd la cepa FD-1041, la cual fue activada de la manera descrita

anteriormente. Con este cuitivo so inocularon tubos con 10 ml de caldo con
tiéglicolcﬂo recien preparadao, y se incubd a 37°C. Cuando los cultivos
dlcanzaron una A, de C.6-7.0; se centrifugaron a 10,000 x g Y los precipitados
fueron resuspendidas en 1 ml de solucion salina estéril. Se tormaron 200 pl (1 x 10°
UFC) de esta suspension celular y se inocularon en la extermidad posterior
derecha de un cobayo macho de 250 gm de peso, el cual previamente fue
sangrado para obtener el suero control.

El animal permanecio en observcéién constante por espacio de 7 dias. A
lo largo de este tiempo se examind el avance del proceso inflomatorio y la
aparicion de lasiones caracteristicas. .

Cuando el animal presentd la lesidn, se tomd mueshra de esta y se
sembrd en cqgjas de Petri con agar TSN (tiptosa sulfito neomicina. BBL) selectivo
para C. perfringens. y se incubo en anaerobicsis a 37°C por 24 a 48 h.

Las colonias negras caracteristicas de C. peringens fueron inoculadas
en caldo con tioglicolato y se realizaron las pruebas bioguimicas confirmatorics
{movilidad, reduccion de nitratos a nitritos, produccion de indol y fermentacion
de lactosa). Una vez que se demostrd que el cuadro infeccioso fue provocado
por la bactera, al-cabo de 1§ dias después de ka inoculacion se tomo una
segunda muestra de suero, al cual se le determind la presencia de anticuerpos
contra las PCHT.

EN CONEJO.

Esto se llevd a cabo modificando el método de Stevens ef of (1987).

Basicamente el método fue muy similar al de la induccion de la gangrenn
gaseosa en el cobayo. Las células se activaron y cultivaron de ia manera
antetiormente descrita. El gjuste se redlizd en forma similar, sin embargo. en
este caso las células (procedentes de 10 mi de cultivo) fueron resuspendidas en
1 mide CaCl, al 5%.
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Se tomaron 180 {l (6.5 x 10° UFC/m) de esta suspension y se inacuiaron en
la extremidad posterior zguierda de un conejo blanco macho de 1.7 Kg. Se
régis’rroron los signos que €l animal presento con el tiempo. Cuando se
desarrolld la lesion caractetistica purulenta, se determind la presencia de CT
perfingens, en el area infectada, mediante el procedimiento descrito en ol
punto anterior. El animal fue sangrado a los 15 y 30 dias.

b) DETECCION DE PCHT INMUNODOMINANTES.

La induccidn de las PCHT se hizo mediante un choque térmmico de 37 a
50°C de la manera ya descrifa. La céhikas se rompieron utilizando la fécnica de
Quoronfieh y Streips modificado y ias muestras se sometieron a electroforesis y a
electrotransferencia de la manera ya descrita.

Para (@ inmunodeteccionm se utilizd el suero de (os animaies enfermos
dilvido 1:500 en TBS con 1% de gelatina. Comao control se analizd el suero del
animal antes de la inoculacion con la bacteria. Posteriormente se agregd anti
lgG de conejo o cabayo conjugado con peroxidasa dilvido 1:2500 en TBS. [
sistema se incubd por 3 h a temperatura ambiente y agitacion constante. Una
vez concluido, se lavd en 3 ocasiones con TIBS. Finalmente se adiciond el
sustato de la enzima (@-cloro-1-nattol y perdxido de hidrégeno). el cual se

incubio por 30 min hasta la aparicion de bandas color magenta.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION.

Las células carrespondientes a la primera y tercera hora d-e incubacion
en el medio DS fueron andalzadas para deteminar si en es{os tfiempos ya habian
iniciado el porceso de espondacion.

las células provenientes de 2 ml de cultivo se obtuvieron por
centrifugacion (10,000 x g por 15 min a 4°C) y fueron lavadas 2 veces con

amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.8. Posteriormente. se resuspendieron en
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una solucidn de glutaraldehido al 2.5% en el mismo amortiguador y se
mantuvieron a 4°C por 14-16 horas. Después de lavarse con amortiguador de
fc;sfa‘ros, la muestra se envevid en 200 ul de agar noble al 2% disuelta en
amortiguador de fosfatos. Enseguida la muestra se fijo con igiroXido de osmio al
1% disuelto en el amortiguador de fosfatos durante 12 a 15 horas a 4°C.

Posteriormente la muestra se deshidraté en una serie de soluciones de
etanol al 20, 50, 70 y 95% durante 15 min en cada concentracion, y finalmente
en una solucion al 100% durante 30 min. Después el material se infittré en resina
EM bed disuelta en etanol en las siguienfes proporciones y tiempos:; 1:2 ;;or 60
min, después 1:1 durante 2 horas, luego 2:1 por 12 a 15 horas, y al final resina
pura durante 3 horas. La temperatura usada para la infitracion fué de 70°C.

Los cortes se tineron con acetato de uranilo al 5% (p/v) durante 15 min y
después con acetato de plomo al 0.4% (p/v) temabién durante 15 min.

Las muestras se examinaron utilizando el microscopio electronico de

frasmision rmarca Joel modelo JS-100

DETERMINACION DE PROTEINAS

METODO DE BRADFORD.
Se siguid el procedimiento descrite por este autor (1976). el cual consistio

en: tomar 100ul de la solucidn problema o estandares y anadir 5 ml del reactivo
de Bradford (que estd compuesto por 100 mg de czul brillante Comassie G-250,
50 ml de metanol al 95% y 100 ml de acido fosforico al 85% (p/v): la mezcla se
"aford a 1 litro con agua bidestilada). La solucidén se mezcld inmediatamente
con ayuda de un agitador eléctrico y se dejo reposar por 15 min. Se determind
la absorbancia a 595 nm. Como estGndares se ufilizaron diferentes

concentraciones de alblUmina sérica bovina. El contenido de proteinas en las

53



Tesis Doctoral Norma |. Heredia Material y Métodos

muestras se determind mediante una curva estandar (Ver Fig.1a ). En todos los

casos se hicieron triplicados.

NMETODQ DEL ACIDO BICINCONINICO

Para esta téenica se utilizd el sistema comercial de la Compariia Pierce.
Este consiste en una solucion de acido bicinconinico (reactivo A) y una solucion
preparada de sulfato de cobre al 4% (reactivo B).

El método consistid en adicionar 100 pl de la muestra a probar o de 10s
estandares de‘ proteinas usados a 2 ml del reactivo de trabgjo recién
preparado (1 volumen de solucion B y 50 volimenes de solucién A). Después
de una agitacion suave, [os tubos se incubaron a 37°C por 30 min en un bano
de agua. Posteriormente se determind la absorbancia a 562 nm. En todos las
Cas0s se hicieron triplicados,

En este andlisis también se utilizd albdmina serica bovina como estandar.
El contenidc de proteinas en las muestras se determind mediante una curva
gstandar (Ver Fig. 1b ).
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A e M

12

12

Fig. 1. Curva estandar para la determinacion de proteinas por el método de Bradford (A) y
BCA (B).
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‘ RESULTADOS I

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO.

a) Células vegetativas.

Se probaron diferentes condiciones de choque témico a fin de
establecer aquella temperatura capaz de provocar un dano subletal en la
célula, de tal manera que permitiera una recuperacion posterior. Cuando estas
fueron incubadas a 43°C y se sometieron a un choque temico de 69, 60, 58 y
56°C por diferentes intervalos de tiempo (10, 20 y 30 min), se observod un daro
en las celulas, manifestado por la disminucion o falta de crecimiento. Las
céluias de estos tratamientos no pudieron recuperarse(Fig. 2 y 3). porlo que se
supuso que dicha condicion provocaba danos imeparables para la célula. Los
resutfados obtenidos mostraron un comportamiento similar en las dos cepas
estudiadas.

Al probar un choque térmico de 55°C se gbservd una disminucion de I
densidad optlica inmediatamente después del choque, pero posteriormenie
fueron capaces de recuperarse (Fig. 4a). Cuando realzamos la curva de
cracimiento medianfe cuenta viable nos dimos cuenta que aunque las celulas
aparentemente se recuperaban debido a un aumento de la absorbancia, su
nimero no se incrementaba notablemente indicando que esta temperaturc
impedia una buena recuperacion celular (Fig. 4b).

Debido a esto. hubo que probar otras temperaturas menores. Cuando &'
choque se aplicd a §2 y 50°C por 30 min encontramos que se producia ur
disminucion del crecimienta inmediatamente después de aplicado el choqu e«
térmico, sin embargo tiempo después las células mostiaron un aumento er
numero (Fig. 5 a y b), legando a alcanzar nameios semejantes a los del con rol
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Fig. 2. Curvas de crecimiento de C. perfiingens cepa FD-1041 sometido a un dmme témico
de 65°C (4) o 60°C (B) pox diferentas intervalos de tiempo.
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Fig 3. Curvas de crecimiento de C, perfingens cepa FU-1041 sometido a un choque térmico
de 58°C (A) 0 56°C (B) durante diferentes intervalos de tiempo.
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Fig. 4. Curvas de crecimiento espectrofotométrica (A) y de células viables (B) de C. perfingens
FD-1041 cultivado a 43°C y sometido a un choque témico de §5°C por 30 min.
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Hg. 5. Curvas de crecimiento de C. perfingens FD-1041 incubado a 43°C y sometido a un
chaque térmico de 50° (A} 0 52°C (B) poi 30 min.
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Cuando estos experimentos se reqlzaron a 37°C. énéom‘ramos que un
choque de 52°C provocaba muerte celular sin recuperacion del crecimiento
(Fig. 6). en tanto que un choque de 50°C (Fig. 7) hacia disminuir la poblacion.
sin embargo tiempo despuds era capaz de recuperarse hasta alcanzar hivéles
semejantes a los del control.

En base a lo anterior, escogimos tres condiciones de choque térmico
subletal: cuando las céiulas se incubaban a 43°C, el choque témico podia ser
de 50 o 52°C por 30 min, en tanto que parg las células incubadas a 37°C, el
choque debia ser de 50°C por 30 min.

10% +

107

105

UFC/ml

10° S

10*

108

Fig. 6. Curva de crecimiento de C. perfiingens FD-1041 cultivado a 37°C y sometido o un
choque térmico de 52°C por 30 min.
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Fig. 7. Curva de crecimiento de C. perfingens FD-1041 cultivado a 37°C y somefido a un
choque térmico de 50°C por 30 min.

b) Crecimiento en un medio de esparulacion.

Después de haber determinado las condiciones del choque térmico
subletal para células vegetativas de C. perfringens. redlizamos los ensayos para
determinar esas condiciones en células en esporulacion. Para esto se utilzaron
los tratamientos similares a los del punto anterior.

Nuestros resuttados indicaron que las células de ambas cepas incubadas
a 37°C y sometidas a un choque termico de 50°C por 30 min mostraron una
pequefia disminucidn del crecimiento inmedictanenfe: dés;iués del estrés
térmico, especialmente la cepa FD-1041. Sin embargo, posteriormente ambas
cepas se recuperaron y dlcanzaron niveles de crecimiente similares a los del
confrol (Fg. 8y 9).
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Cuando la temperatura de incubacion fue de 43°C y se gplicd un
choque térmico de 50°C o de 52°C se observd la misma tendencia que
cuando la incubacion fue de 37°C y s€ agplicd un choque tarmico de 50°C/30
min, es decir que el choque témico provocd una ligera disminucion de la
poblacidén, sin embargo fiempo después las células fueron capaces de
recuperarse hasta niveles similares a kos del control (Fig. 10-12).

100
107
108
10°
E
o 104
w
=2
108
107
—&— control
10! 4 —— choque témmica
100
| LI 1 H 1 T \ |
Q 1 2 3 4 5 6 7 8
" Tienwo (h)

Ag. 8. Curva de crecimiento de . perfingens FD-1 cultivado en medio de esporulacion DS, ,
incubada @ 37° C y sometido a un choque témico de 50° C por 30 min,
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Fg. 9. Curva de crecimienta de C. perfiingens FD-1041 cultivado en medic DS a 37°C y
sometido a un choque té&mico de 50°C por 30 rrin.

Fig. 10. Curva de crecimiento de C. perfingens cepa MD-1 cultivado en medio de DS a 43°C y
sometido a choques témicos de 5° o 52°C por 30 min.~

*
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Rg. 11. Curva de crecimiento de . perfingens FD-1041 cutfivado en medio de DS a 43°C y
sometido a un chogue témico de 50° o 52°C por 30 min.

-

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA FORMACION DE
ESPORAS.
Este ensayo se redlizd incubando las cepas a 37° o 43°C y aplicando
choques térmicas de 50° o 52°C durante kas primeras § h de incubacion. Las
resutfados obtenidos en este punto se encuentran en las figuras 12 gia 17, y

para mas claridad estan resumidos enlastablas 2.3y 4.
Establecimos que cuanda las células se cullivaron a 37°C y recibieron un

choque térmico de 50°C en las primeras horas de incubacion. especialmente
la segunda y tercera. obtuvimos un retraso en la aparicion de esporas y Ia
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cantidad resultd menor a la obtenida por el control (Fig. 12 y 13). Este efecto se

observd en ambas cepas, sin emiargo, fue un poco mas pronunciado en la
cepa FD-1 (Fig. 12). Cuando el choque témmico se aplicd en horas posteriores,
es decir, cuando presumiblemente._el proceso de esporulacion ya se habia
desencadenado, las células se comportaron de una manera similar al control
(Fig. 12y 13, Tabla 2) y los niveles de esporas a las 7 horas eran también similares
a las mostradas por el control. En los experimentos en donde cultivamos a las
células a 43°C, encontramos un comportamiento similar al que mostraron las
células incubadas a 37°C (Figl4 a 17, tablas 3 y 4), es decir, las células de
ambas cepas que recibieron un choque témico (50 o 52°C), durante las
primeras horas de incubacién, presentaron un retraso en la aparicién de
esporas. Sin embargo. cuando el choque témmico se aplicé en horas
posferiéres. el comportamiento fue similar al control. Al igual que para los
cultivos incubados a 37°C, los niveles de esporas, hasta las 7 horas, fueron
ligeramente mas bajos en aquellos fratamientos en que se presentd el retraso
del proceso. Ademdas también el refraso y la disminucién en la cantidad de
esporas fue mds pronunciado en iq cepa FD-1 (Fig. 14 a 17, Tablas 3y 4).

Fg. 1z pl'?dUCCién de esporas de C perfringens cepa FD-1 culfivada a 37°C y sometida a un
choque témico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.
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1e+008
1e+007 =

Esporas/mi
8

Fig. 13. Produccion de esporas de C. perfiingens cepa FD-1041 cultivada a 37°C y somefida a
un chogue térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.

Esporas/ml

Fig. 14. Produccidn de esporas de C. perfingens cepa FD-1 culfivada a 43°C y sometida a un
choque térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.
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Esporas/m!

Fg. 156 Prqdugcién de esporas de C. perfringens cepa FD-1041 cultivada 43°C y sometida a un
choque termico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacion.

Esporas/m!

Fig. 16. Produccion de esporas de C. perfringens cepa FD-1 cultivada a 43°C y sometida a un
chogue térmico de 52°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.
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1e+008
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Fig. 17. Produccién de esporas de €. perfiingens cepa FD-0411 cultivada a 43°C'y somefida a
un choque témico de 52°C/30 min a diferentes tiempos de incubacion.
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Tablg 2. Produccién de esporas de C. perfingens cepas FD-1 y FD-1041 cultivadas g 37°C y
sometidas a un chogue térmico de 50°C a diferentes tiempos da incubacion.,

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)
i Esporas/mi FD - 1 Esporas/mi FD - 1041
TECCION UE]
ESEORAS
[CONTROL 1 2 3 4 LR Rkl B 2 3 4 5
1 |[NE| NE|NE|NE|NE|NE|NE|NE|NE | NE | NE| NE
2 INE|{ NE|NE|NE|NE|NE|NE| NE| NE| NE | NE | NE
3 |NE| NE|NE|NE|NE|NE|NE| NE| NE | NE | NE | NE
i 4 51x| 1.2x(%3x(25x|29x| 45x| NE NE NE NE | 23x]| 19x
10° 10 (10' | 10* | 10* | 1O° 10 | 10*
5 6.2x] 29x!83x| 34x|63x| 14x| 14x| 89x| 34x| NE | 613 3.73
10° | 10° [10" | 10 | 10° | 10° | 10° | 10° | 1P 10° | 10°
6 45x]| 1l4x|3.1x| 45x| 9.8x}-57x| 3.3x| 63x| 83x| S54x| 431 6.51x
10° | 10° |12 | 10° | 10| 10° | 107 | 10° | 10 | 10° | 10° | 10°
7 98x( 19x|54x| 10x|1.0x]| 69x]| 58x| 85z 6.3x| 83x| 65x| 3.4x
l 10° | 10° | 10° | 10° | 107 | 107 | 107 [ 107 | 10° | 10° | 10° | 1O

NE: no se detectaron esporas (< 10'UFC/mi)
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Tabla 3. Produccion de esporas de C. perfringens cepas FD-1 y FD-1041 cultivadas 43°C y

sometidas a un choque térmico de 50°C a diferentes tiempos de incubacion.

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)

hlrh Esporas/ml FD - 1 Esporas/ml FD - 1041
DETECTION '
TUE ESPORAS]
CNTRR] 1 2 3 4 5 (MR 4 2 3 4 5
1 NE NE |[NE | NE | NE | NE NE | NE NE | NE | NE | NE
2 NE NE |NE | NE | NE | NE NE | NE NE | NE | NE | NE
3 NE NE |INE| NE | NE| NE | 1.4x| NE NE | I.1x]| 3.4x] 20x
10° 10t | 10 | 1¢°
4 28x| 92x|NE | 84x|50x| 10x|23x|13x| 1.8x| 21x| 24x{ 193
10°¢ 10? 1¢* 10¢ 10° 10° 10° 10°% 10° 10* 107
5 98x| 45x|1.2x] 95x|65x| 21x| 3.1x| 21x| 1L9x| 1.0x| 23x| 2.1x
10¢ 10° | 10* | 10° 10¢ 10° 10’ 10’ 10° | 107 | 107 107
4 3.1z 83x|5.7x| 83x| 43x| 40x | S4x| 1.5x]1 8.3x| 49x| 4.7x| 39x
100 10° |10°| 10° | 10° | 10° | 107 | 19’ 10° | 107 | 17 | 107
7 24x| 10x|13x| 9.1x| 10x| 23x| 7.0x] 63x| S54x| 6.1lx| 51x| 5.7x
10" 10° | 10° | 1¢° 10° 10° 10’ 10’ 10° 10’ 10’ 10’

NE: no se detectaron esporas (< 10'UFC/mi)
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Tabla 4. Produccion de esporas de C. perfiingens cepas FD-1 y FD-1041 cultivadas 43°C y
sometidas a un choque témmico de 52°C g diferentes tiempos de Incubacion.

[ TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)

T FD-1 FD-1041
gﬁmm
[ForTRT 4 2 3 4 § | 4 2 3 4 5
1 NE NE [INE| NE | NE | NE NE | NE| NE | NE | NE | NE
2 NE NE |NE| NE | NE | NE NE | NE | NE{ NE | NE | NE
3 NE| NE |NE| NE | NE| NE | 1.4x] NE | NE | NE | NE | NE
10°
4 28x| I.ix|{NE [1.3x57x( 43x( 2.3x| NE NE | 2.3x{ 5.7x( 49x
1¢¢ | 10° 10 | 10t | 10* | 16 10° | 10 | 10*
5 98x] 85x!583x} 30x]! 65x] 83x! 3.1x) 1.8x) 59x})1.9x] 6.1x} 5.3x
10° 10° |10*| 10° [ 10° | 10* | 10" | 10 | 10° | 10* | 10° | 10°
& 31x) 73x)21x! 78x) 2.1x] 3.2x| 54x| 43x| 6.3x| 24x| 7.6x| 65x
10° 10 |10 ] 10° | 1¢° | 10 | 10° | 10° | 10° | 10" | 1¢° | 10°
7 24x| 45x|19x| 24x| 58x| 54x| 70x| 6.5x| 7.1x| 50x| 3.5x| 9.7x
10’ 107 [10°} 10° [ 107 | 20° | 10" | 10" | 10° | 10" | 107 | KO

NE: no se detectaran esporas (< JO'UFC/mD)
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCION DE
TOXINAS.

a) ENTEROTOXINA.,

Cuando se reqlizd este ensayo se utilizd la cepa FD-1041, la cual se
incubd a 37°C y se someltio a un choque témico de 50°C por 30 min a la
primera y tercera hora de incubacion. Estos tiempos se seleccionaron debido a
que mediante observaciones al micrascapio electronico (Fig. 18 y 19), las
células se encontraban en diferentes estadios celulares, es decir, a la primera
hora de incubacién los culfivos se encontraban en crecimiento vegetativo (Fig.
18). en tanto que a lka fercera hora ya habian iniciado el proceso de
esporulacion (FAg. 19).

Los resuitados indicaron que un choque térmico aplicado a la primera
hora de incubacion provocaba un refraso de dos horas en  la sintesis de
enterotoxina, alcanzando su mas alto nivel de produccion a las 7 horas, en
comparaciéon con el control que fue alas 5 horas. Sin embargo, no se observd
alteracion en el nivel de produccion de enterotoxina, ya que la cantidad fue
semejante a la mostrada por el contral (Rg. 20).

Cuando el choque témico se aplicd a la tercera hora de incubacion no
observamos refraso en la produccion de enterotoxina, ya que su maximo nivel
se obtuvo a las § haras, igual que el confral. Sin embargo, encontramos que la

cantidad de enterotoxina fue menaor en relacion con el control.
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Fig. 18. Fotografia al microscopio electrénico de frasmision de células de C. perfringens cepa
FD-1041, cuttivadas durante 1 hora a 37°C en medio DS (8,500 X)

Fg. 19. Fotografia al microscopio elecirdnico de frasmision de células de C. perfringens cepa
FD-1041, cultivadas durante 3 horas a 37°C en medio DS (8,500 X)
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b) FOSFOUPASA C.
Para redlizar esle ensayo se cultivo a la- cepa FO-1041 en el medio de

fioglicolato. Sin embargo en este medio no se detectd la actividad de la
toxina. Debido a esto. probamos otros medios de Cultivo.

Encontramos que en el caldo infusidn de cerebro y corazon si se
detectaba la presencia esta toxing, por 10 que, estos experimentos se
reclizaron utilizando ese medio de cultivo.

Cuando probamos ks métodos reportados para ka deteccion de
fosfalipasa, solo el método modificado de difusion (Fig. 21) vy ia modificacion al
ensayo de Van Heyningen produjeron resuttados satisfactorios. Sin embargo ol
aftimo método resuttd mas preciso, por'lo que fue el seleccionado para ia

cuantificacion de la fosfolipasa C.

mg antarctoxina/mg proteina

Fig. 20. Produccion de enterotoxina de C. perfingens cepa FD-1041 sometida a un choque
térmico de §0°C por 30 min aka prmera o fercera hora'de incubacion.
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