#. 21. Halos producidos por la accién de fosfolipasa C en el método modificado de difusion.
.n1 cantidad de toxina es proporcional al tamano del halo observado.

Nuestros resultados indicaron que las células que recibieron el choque
térmico mostraron un retraso en la produccion de fosfolipasa C. Dicho refraso
fue de 3 horas, sin embargo, la cantidad de toxina producida por las células
- . hatadas fue semejante a la obtenida por los controles (Fig. 22).
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Fig. 22. Produccién de fostolpasa C por C. perfringens FD-1041 sometida a un choque témico
de 50°C por 30 min.

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICQO SOBRE LA TERMOTOLERANCIA DE
ESPORAS Y CELULAS VEGETATIVAS.

Estos ensayos se redlizaron incubando las cepas q 43°C, debido a que,
- como se ha reportado, la adquisicion de termotolerancia tiene implicaciones
muy importantes en el confrol sanitario de dlimentos y  siendo este
microorganismos un patogeno causante de una intoxicacion alimentaria. la
utiizacion de esa temperatura de incubacion nos puede aproximar a (as
condiciones en que se pudieran eng_omrqr los dlimentos, que son vehiculgs
potenciales de este patdgeno.
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() Esporas. |

Las esporas obtenidas resuttaron de cultivos a los que ss les realizd el
. hwque teérmico (50°C por 30 min) a la primera (crecimiento vegetdtivo),
ywyunda o tercera (proceso de esporulazion) hora de incubacion. Los ensayos
Je termotolerancia se redlizaron g 85°C para la cepa FD-1, mientras que para
la cepa FD-1041 se Utiizd 99°C. debido a que esta cepa mostrd mayor
resistencia al calor.

Las curvas de muerte témica para ia cepa FD-1 se encuentran en las
figuras 23 y 24, Solo se muestran las curvas de esta cepa. ya que ambas cepas
mastraron un comportamiento similar. En estas se observa la scbrevivencia de
las esporas tratadas por calor a med'idc'l que transcurre el tiempo. En Ikas dos
cepas probadas encontramas que Ias esporas que recibieron el choque
termico a la primera hora de incubacion, moﬁ’rrc:ron mayar resistencia al calor
en comparacion con los confroles, Este efecto fue menos marcado © no se
presentd al aplicar el tratamiento a Ia segunda hora de incubacion (Fig. 23).
Cuando el choque térmico fue aplicado a la tercera hora de incubacion, ks
asporas resultantes fueron mads sensibles que las no tratadas (Fig. 24).

A partir de las curvas obfenidas se determinaron los vatores de leatlidad
‘D* para los diferentes tratamientos. Estos se encuentran resumidos en la tabla 5.
En el caso de la cepa FD-1 encontramos que el choque témica aplicado a la
primera hora elevd casi al doble la tolerancia de las esporas. Cuando el
tratamiento fue a la segunda hora, casi no se cobservd incrementa en Ia

termotolerancia, sin embargo. s se encontrd diferencia significativa (P > 0.05)

entre 105 fratamientos y controles,
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Fig. 23. Efecto de un choque témico (50°C por 30 min) aplicado a k primera (A) 0 segunda
€ nora de incubacidon de células en esporulacion de C perfingens FD-1, sobre la
temotolerancia de esporas resuttantes, .
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Fig. 24. Efecto de un choque témico (50°C por 30 min) aplicade a la tercera hora de

incubacion de células en esporulacion de C. perfiingens FD-1, sobre la termotolerancia de
esporas resuttantes.

-

Cuando estudiamas la cepa FD-1041 y el choque térmico se aplicd a la
primera hora de incubacion. las esporas resuttantes fueron casi dos veces mas
termotolerantes que los controles. Sin embargo. cuando el fratamiento se
aplico a las 2 horas las esporas tratadas fueron mas sensibles que kas que no
recibieron el choque. Finadlmente, al igual que para la cepa anterior, cuando el
tratamiento térmico fue a las 3 horas, tas esporas resultantes fueron tambien

mas sensibles que las controles
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Tabla 5. Efecto de un choque térmico a diferentes iemeszsadurante fa incubacion de células
dg C. perfiingens . sobre |a termotolerancia de las esporas fomadas.

- *HORA DE APLICACION .
" CHOQUE TERMICO. .

]

2

b) Células vegetativas.

Al igual que en las esporas, las células vegetativas mostraron una
tendencia muy similar, por lo que solo se muestran fos resuftfados obtenidos de
la cepa FD-1041. las cuales se encuentran esquematizados en la figura 25 y 26,

Se encontrd que la adquisicion de termotolerancia como resuttado de
un choque térmico previo fue muy notoria para la cepa FD-1, la cual resulto ser
8.5 veces mas tolerante que el control. En el caso de la cepa FD-1041, también
se observo este efecto, aunque en forma mds discreta, ya que las células
tratadas fueron 2 veces mds resistentes al calor. Los valores D para cada
muestra estan detallados en la tabla 6.
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Tabla 6. Termotolerancia al calor (55°C) de células vegetativas de C. perfiingens después
. : 2 w
que fueron sometidas y no sometidas a un choque térmico previo.

—

TIEMPO DESPUES DEL
CHOQUE TERMICO (h)

0
1
2
3

La adquisicion de ten‘notoleronciﬁ de la cepa FD-1 se mantuvo adn a
dos horas posteriores al choque térmico previo, aunque disminuyd con el
fiempo. A la tercera hora no se encontrd diferencia significativa entre las
células con el prechogue y los controles.

En el caso de la cepa FD-1041, la fermotolerancia se detectd hasta las 3
horas después del choque térmico previo, aunque a ese fiempo esa era solo

0.6 veces mayor que la de los controles (Tabla 6).
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Fig. 256. Curvas de muerte térmica a 55°C de células vegetativas de C. perfiingens FD-1041
después de que fueran sometidas a un choque térmico previc de 50°C por 30 min. El ensayo
de termoatolerancia se redlizd inmediatamente (A) o 1 h desoués de! chogque (@).
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Fig. 26. Curvas de muerte térmica a 55°C e células vegetativas de C. pernngens FD-1041
despugs de que fueron sometidas a un choque témico previo de 50°C por 30 min, El ensayo
de termolclerancia se radlizd 2 (A) 0 3 h (B) después del choque,
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICE SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS

a) CONCENTRACION DE ISOTOPOQ.

Debido a la gran variabilidad que habia en la literatura acerca de las
concentraciones de isdtapo usadas en expermentos parecidos, se probaron
concentraciones iniciando con 12 uCi/ml. Sin embargo. no se detectd
incorporacion, por lo gue se probaron mayores cantidades que incluyeron 20,
50y 75 uCi/ml, pero que resultaron fambién con pobre incorporacion.

Cuando ufilizamos 100 pCi/ml encontramos que las células i
incoporaban el isdtopo Fig. 27) ¥ que como era de esperarse, era

dependiente del tiempo.

—~
4] 5 10 15 x 25 xX
Tiempu {min)

Hg. 27. Curva de incorporacion de Trans-5¥-abel por células de C. perfingens durante un
choque témico de 50°C
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b) METODO DE ROMPIMIENTO CELULAR.

Una vez que se estandarizé la concentracion de isOtopo a utilear,

ensayamos los diferentes métodos reportados para el rompimiento de la célula.

Probamos una serie de metodalogias, de las cuales solarriermie el méetodo
de Abraham y Rood, y el de Qoronfleh y Streips modificado en nuestro
laboratario fueron los que mostraron resultados positivos. Sin embargo, en el
primer método [a muestra se diluyd mucho y se dificuttaba concentrar debido
da la gran cantidad de detergente utiizado. En el segundo método. ko muestra
proteinica se diluyd menos, ademas fue posible concentrarla para tener un.c:

cantidad adecuada de pro'reinds en los andalisis.

C) ANALISIS DE LOS PERFRILES PROTEINICOS.
D Células vegetativas.

Se reqlizo el andlisis de las proteinas de las células incubadas a 43°C y
sometidas a un choque térmico de 50 o de 52°C por 30 min y de ias cuttivadas
a 37°C con un choque de 50°C par 30 min.

Como se verd mas qQdelante, kos patrones proteinicos variaron
dependiendo del método de solubilzacion celular usado.

Nuestros resulfados indicaron que un choque témnico indujo la
produccion de PCHT en C. perfiingens. Dictha respuesta fue similar cuando las
células se incubaron a 37 o 43°C y recibieron los choque térmicos ya
mencionados. Sin embargo, la sintesis de PCHT fue mas marcada cuando las
células se incubaron a 37°C y recibieron un chogque de 50°C que cuando se
incubaron a 43°C y se frataron a 50 o 52°C.

Utitizando el método de solubilzacidon de Abraham y Rood, se demostrd
la induccion de a menos $ proteinas como respuesta al choque térmica (Fig.
28). Los pesos moleculares para estos palipéptidos fueron de 101, 84, 79. 72 y 60
kDa. De estas, 4 (101, 84, 79 y 72 kDa) se produjeron en forma muy aumentada
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Fig. 28. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfringens. Las células fueron incubadas
a 37°C y sometidas a 50°C (A), control a 37°C (B). Células incubadas a 43°C y somefidas a un

choque térmico de 50°C (C) y 52°C(D), control a 43°C (E). La migracién y medidas (en kDa) de
los estandares de proteinas se indican en el lado derecho. Las proteinas celulares fueron

solubilizadas por el método de Abraham y Rood.
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durante el chaque térmica. En tanto que la de 60 kDa, mostrd una induccidn
apenas apreciable.

' Cuando las células fueron rotas por el metaodo de Qoronfleh y Streips. se
oservo la induccion de & PCHI, cuyos pesos molecuiares fueron 101, 84, 79, 72,
60, 37, 27 y 11 kDa (Fig. 29). Al igual que con el método de solubilzacion
anterior las PCHT de 100, 84, 79, 72 kDa se produjeron en cantidades elevadas,
en tanto que las ofras (de 60, 37, 27 y 11 kDa) se indujeron en menor
proporcion.

i) Células en medio de espordacion.

En estos experimentos kas células se rompieron mediante el método de
Quoronfieh y Streips. Encontraamos que éuondo el chogue témmico se apilcd a
la primera hora de incubacidn se detectaron 3 PCHT cuyos pesos moleculares
fueron de 101, 79 y 72 kDa, en tanto que las céluias que recibieron el choque
térmico a la tercera horaq, se observaron 2 proteinas especialmente marcadas,
la de 101 kDa y la de 84 kDa (Fg. 30).

LOCAUZACION SUBCELULAR DE LAS PCHT.

De acuerdo con el andlisis de los patrones proteinicos de las fracciones
g envoltura celular, citosol y sobrenadante del cultivo (Fig. 2¢¥) enconiramos
que las PCHT de 101, 84, 79, 72, 60, 27 se localzaron principaimente en la
fraccidon membranal. Las PCHT de 79 y 60 kDa también se encontraron en ia
region citosdlica, donde ademds se detectd la PCHT de 11 kDa. En el
sobrenadante se detectd a ka PCHI de 72 kDa y ademdas en cantidades muy
pequenas a las PCHT de 84 y 79 kDa.

38



- mm —

ABCDE FGH

Fig. 29. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfiinges cepa FD-1041. Proteinas totales
incubadas a 37°C y sometidas a 50°C(A), control a 37°C(B). Fraccion citosdlica, control (C) y
choque (D), los E y F, la fraccion membranal, control (E) y choque (F) y el scbrenadante del
control (G) y chogue (H). La migracion y medidas (en kDa) de los estGndares de proteinas
estan indicados del lado izquierdo.




Fig. 30. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfringens FD-104]1cultivada en un medio
de esporulacién (DS). Las células se incubaron a 43°C y se sometieron a 50°C a la primera (B),
y tercera (D) hora de incubacién; A y C representan a los controles respectivos. La migracion y
medidas (en kDa) de los estGndares de proteinas estan indicados del lado derecho.
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DETERMINACION DE HOMOLOGOS DE DnaK y GroEL de C.
perfringens.

q) Células veqetativas.

Se redizd ta electrotransferencia de kas proteinas de cultivos sometidos a
un choque térmico, y posteriomnente se hizo la inmunodeteccion de los
homologos utilizando suero anti Dnak de Lacrobaciius kaclis y anti GroEL de £
cofi. Se redlizaron experimentos separados utilizando cada suero y
posteriormente se hizo una mezcla de ambos (Fig. 31).

Nuestros resultados indicaron que C. perfiingens si produce homdlogos
de las proteinas DnaK de {acfecbacus lkactis y GroEl de E. cofi Los pesos
moleculares encontrados de estas homdlogos fueron de 84 kDa para el caso
del homdlogo de DnaK y de 60 kDa en el caso de la GroEL (Tabla 7).

Se observé ademds que el homdlogo de DnaK se sintetza en grandes
cantidades durante el periodo estresante. en tanto que el nivel de induccion
del homdlogo de GroEl es mds bajo. -

Cuando se estudid la Iocolizooié\n de estos homdlogos se cbservd que
ambaos se encontraban en las 3 fracciones, aunque en mucha mayar cantidad

en ia envoltura celular.

b) Celulas en medio de esporuiacion.

Se observd que en las células a las que se les aplicd el choque térmico a
la primera hora de incubacion, no se detectaron homdlogos contra ninguna
de las protéinos mencionadas, sin embargo, cuando el choque térmico se
aplicd a la tercera hora encontramos una PCHT de 84 kDa que reacciond
contra la DnaK de L. lacts.
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Fig. 31. Deteccién inmunolégica de homélogos de DnaK de L factis y GroEL de £ coffen C.
perfiingens FD-1041, Para esta fotografia se ufilizaron proteinas de células sometidas a un
choque térmico de 50°C por 30 min (carril B). Control (carril A).
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Tabla 7. identificacion Inmunoléglcc de homdloges de GroEl de £. cofy DnaK de L laclser
C. pe/ﬂ'mgens FD-1041 .

PROTEINAS DE -C. {PESO MOLECULAR| IDENTIDAD CON NIVEL DE
- perfiingens . | ESTIMADOQ kDa) | INDUCCION
GrotlL de £ coff
Homdlogo de GroEL 60 (63 kDa) +
OnaK de Liacts
Homdlogo de Dnak 84 (69 kDQ) +++

+ bdjainduccidon
+++ glfa induccion

DETERMINACION DE PCHT QUE ACTUAN COMO ANTIGENOS
INMUNODOMINANTES.

a) INDUCCION DE UN CUADRQ GANGRENOSO.

A los 3 dias de la inocutacion de los cobayos, estos mostraron un cuadro
diarréico, sin embargo se recuperaron para el cuarto dia. Ademas se observd
inflamacion en el area de inoculacion. A los 7 dias de inoculacion se presentd
una lesion purulenta en el mismo sitio. El area circundante presentaba un colar
negro y habia licuefaccion del tejido muscular. A partir de esta lesion se logro
el gislarniento y confirmacidn del microorganismo (fig. 32).

En el caso de conejos. después de ki inoculacion pudimos detectar
inflamacion de los ganglios de [a extremidad en donde se hizo ia Inoculacion. y
para los 7 dias se presentd una lesion pequena en esta regidon (Fig. 33). Se
redlizo el aislamiento e identificacion de C. perfiingens de la lesian, tal como se
menciond para el cobayo, conoborando que la lesion fue causada por la

bacteria.
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Fig. 32. Colonias tipicas de C. perfiingens aisladas de la lesién producida en cobayos después
de la inoculacién con la bacteria

b) DETERMINACION DE PCHT INMUNODOMINANTES.

Se realizd la induccion de las PCHT mediante la metodologia ya
mencionada. Posteriormente se rompieron las células y sus proteinas fueron
separadas mediante electroforesis en gel de poliacriiamida y transferidas a una

membrana de nitrocelulosa.
La inmunodeteccion se realizé utilizando los sueros de los animales, tanto

cuando no estaban inoculados (suero inicial) como después de la inoculacion

(suero final).
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Fig. 33. Lesion producida por la inoculacién de C. perfiingens FD-1041en la exiremidad
posterior de un conejo. La fotografia fué tomada a las 2 semanas de la inoculacion.

En el andlisis de reactividad del suero de cobayo inicial (antes del inoculo
con la bacteria) con las proteinas de C. perfringens., por medio de la
inmunodeteccion se observo la presencia de bandas tenidas en el papel de
nitrocelulosa. Se determind que los pesos moleculares de dichas proteinas eran
194, 150, 133, 120, 84 y 60 kDa. (fig. 34). Se probd el suero inicial de 3 cobayos

diferentes y en todos los casos, los sueros iniciales mostraron el mismo pairén de
bandas.
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Fig. 34. Inmunodeteccion de proteinas de C. perfiingens utilizando suero de cobayo antes de
ser incculado con la bacteria. Caril (B) son proteinas de células sometidas a un chogque
térmico y (A) control.
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Debido a que todos los cobayos se habian adquirido en el mismo lugar.
pensamos que tal vez, en el criadero se habian expuesto al microorganismo
anteriormente. Para descartar esa posibilidad se realzaron los experimentos
utilizando animales adquiridaos en ofro criadera. Los resuttados que obtuvimos
fueron similares en todos los casos.

Para descartar la posibilidad de que esas proteinas se enconfraran solo
en organismos de la misma especie, los expermentos los realizamos también en
onejos. Al probar el suero inicial de conejos obtuvimos resuttados similares, en
donde se detectaron proteinas con los mismos pesos moleculares de las
observadas en [os cobayos. _ '

Cuando angizamos la reoctividod' de los sueros después de presentarse
la gangrena se obtuvo una mayor cantidod de bandas y diferencias muy
notorias entre los tratamientos (choque témico) y los controles (Fg. 35 y 36).

Encontramos, tanto en los sueros de los cobayas (Fig. 35), como los de
conejos (Fig. 36) una mayor reactividad con las proteinas de C. perfiingens. En
este caso se observaron diferencias entre los patrones de proteinas de la
bacteria cuando fue somelida al éhoque témico y los del confrol. Se
encontraron 4 bandas (comrespondientes a 101, 79, 60 y 37 kDa) cuya sintesis se

incrementaba durante el choque témico,
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Fig. 35. Inmunodeteccidén de proteinas de C. perfiingens utilizando suero de conejo después
de ser inoculado con la bacteria. Carril (A) son profeinas de células sometidas a un chogue
témico y (B) control. S el
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Fig. 36. Inmunodeteccién de proteinas de C. perfringens utilizando suero de cobayo después
de ser inoculado con la bacteria. Carril (B) son proteinas de células sometfidas a un chogue

térmico y (A) control,
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Fig. 37. Locdlizacion subcelular de PCHT inmunodominantes de C. perfiingens FD-1041.
Proteinas de la regién citosdlica sin tratamiento (A) y con el choque témico (B); de la

envoltura celular sin fratamiento (C) y con choque témico (D) ; sobrenadantes del culfivo sin
tfratamiento (E) y con choque térmico (F).

Cuando andalizamos la localizaciéon subcelular de dichos antigenos
inmunodominantes, encontramos que la de 101 kDa se localizé en membranas.
Las PCHT de 60 y 79 se localizaron tanto en membrana, como en citosol y en el
sobrenadante. La PCHT de 37 kDa se localizd solo en citosol (Fig. 37).
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l DISCUSION I

Esta investigacion fue redizada ufiizando dos femperaturas de

e ——

incubacion, ya que amkhbas ks consideramos de gran importancia, una de eillas.

la éptima del microorganismo, es decit 43°C y la ofra, del ¢uerpo humano
(37°C). lugar donde la bacteria causa una serie de patologias ya
mencionadas.

En este trabajo encontramos que un chogue témico provoca una serie
de alteracionas en este microorganismo. Estos cambios se presentaron en

muchos niveles: desde aiteraciones en ‘el crecimiento, en ka produccion de

factores de patogenicidad. en la capacidad de sobrevivencia, y en la

produccion de proteinas y de antigenos inmunodominantes.
Durante los experdmentos para la deteminacion de las condiciones

idéneas del choque témnico enconframos que cuando las células vegetativas

@ incubaban a 43°C y el chogue termico era de 50¢ ¢ 52°C por 30 min, se

presentaba una disminucion en la viabilidad celular, sin embargo, tiempo
después la poblacion se incrementaba hasta dlcanzar niveles semejantes q os
del contral. Esto mismo se observd cuando kas odlulas se incubaron a 37°C y
recibieron un choque témico de 50°C por 30 min.

En el caso de ks células cultivadas en medio de esporulacion, se
gbtenia también una disminucion del crecimiento inmediatamente después
del chogque témico y posteriormente las células se recuperaban. Este
experimento se realizé debido a que se ha reportado que el medio en donde
se encuentren las células puede influir en la respuesta al choque (Gage, D.J. ¥
F.C. Neidhardt, 1993). sin embarge la respussta de crecimiento observada fue
similar al de las celulas vegetativas.

Se ha sugerido que [a disminucion del crecimiento abservada se puede

deber, por un lado a la muerte de dlgunas células, y por el ofro. a una
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reduccidn de! nivel de sintesis de proteinas nomales en las coéluidas

sobrevivientes (Motmote, Rl ef ¢f, 1990). Se sabe que durante este intetvalo se
sntetizan casi exclusivamente las PCHT., y aunque estas tienen una gron
canfidad de funciones, taiio en condiciones nomales como en época de
estés, no se ha reportado que elias sean suficientes para dar inicio a cicks
celuiares nuevos. De todas kas PCHT caracterzadas solamente a la DnaK se ha
involucrado en la iniciacion de la sintesis de DNA (Hupp. T.R.. ef al, 191).

Debido a las enfermedades que causa este organismo, consideramos de
gran importancia estudiar el efecto de este esiids sobre algunos factores de
patogenicidad comb son (as esporas Y las toxinas mas importantes.

Cuondo estudiamos el efecto de un choque témico sobre la

“esporulacion de o bacteria encontramos resuitados muy  interesantes.
Observamos que un chogue térmico aplicado en los primeras horas de
incubacion provocaba un retraso en la aparcion de esporas. 0 una
disminucién en su namero. Cuando el choque térmico se dio en tiempaos
posteriores no se observd efecto alguno en las céiulas sometidas al tratamiento
térmico. )

Se ha establecido que el proceso de esporulacion consiste en una
secuencia de etapas (especificamertte 7). en donde los primeros estadios son
ieversibles, pero a partir del estadio 3 el proceso se vuelve irreversible (Moat,
AG. y JW. Foster, 1988). Es probable que durante las primeras horas en que
aplicamaos el choque témico el proceso de esporulacidon na se habia iniciado
0 5¢ encantraba en algin estadio reversible ya que asi se ha reportado en la
fteratura. ademds que en observaciones al microscopio electonico no se
observéd ningln indicio de esporulacidn, por o que suponsmos que el
tratamiento térmico provocd un retraso en la aparicidon de esporas. Cuando el
tratamienta fue en haoras posterores (cuanda presumiblemente el proceso de
esporulacion ya se habia iniciado en la mayoria de fas célutas) no detectamos

ningun efecto cuando lo comparamos con el.conirol.
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En nuestro trabgjo incluimos el estudio del efecto de un choque témico
sobre ia produccion de dos de las toxinas mds importantes de bacteria que
causan problemas en humanos: la enterotoxing y la fosfolipasa C. La primera es
la responsable de una serie de patologias a nivel intestinal, de kas cuales Ia
intoxicacion alimentaria es lka mas frecuente (Labbé, R.G., 1991) v la fosfolipasa
C una de Ias prihcipales responsablas de los danos celulares provocados en la
gangrena gaseosa (Mallby, R. ef af, 1976),

Cuando estudiamos el efecto de los tratamientos témicos sobre a
broduccién de enterotaxina sncontramos que este era dependiente de a
hora en que se gplicaba dicho fratamiento. Por un lado, cuando el chogue
térmico se aplicd a ka primera hora de iﬁcuchién se produjo un efrcaso en ia
aparicion de esta toxina, sin embargo. no se defectd atteracion en la cantidad
final producida.

Desde hace fiempo se ha establecido una relacion muy estrecha entre
el proceso de esporulacion y la produccién de enterotoxina, incluso se ha
establecido que la enterotoxina es el producto de uno de los genes especiicos
de la esporulacion Ouncan, C.L., ef g, 1972). Los resuttadas obtenidos en este
trabajo concuerdan con esa aseveracion, debido a que tanto el proceso de
esporulacion como el de la produccion de enferotoxina se retiasaron cuando
el choque térmico se aplicd en ks primeras horas de incubacidon. Ademas,
cuando el choque témico se aplicd a ki tercera hora, lka produccion de
enterotoxina no se retraso, sin embargo. la cantidad de esta fue menor que la
producida por las células control. Cuando comparamos estos resuttados con los
obtenidas en la espordacion, observamos que también ka cantidad de esporas
se diminuy© en este tiempo,

Pensamos que el efecto de retraso observada tanto en ka esporulacion
como er la produccion de enterotoxina se puede deber a 1) que el choque
termica provoco que la célula disminuyera su tasa de multiplicacion durante el -

periado de eshrés, 2) que durante la condicion de estiés la sintesis de proteinas
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se vio afectada, o 3) que el chogue térmico hubiera provocado algun dano
celuiar, Posteriormente cuando el tratamiento estresante cesd, la maquinaria
biosintética volvié a la nomalidad, o la sintesis de proteinas se reactivé o la
reparacion de la céllla se completd, sin embargo. esto frajo como
consecuancia un retraso en el proceso global,

Para estudiar el efecto de un choque térmico sabre la produccion de
fosfolipasa C ufilizamos dos medios de cultivo, entre ellos el caldo con
tioglicolato. Sin embargo no se detectéd actividad de fosfolipasa durante el
cultivo. Esto es comprensible ya que se ha reportado que la sintesis de esta
toxina se ve disminuida grandemente en medios que cantengan grandes
cantidades de carbohidratos (mayor dé 0.5%). y que el fioglicolato de sodio
también inhibe su produccidn (Smith, L.D. y ‘B.L. Wiliams. 19758). Ambos
compuestos son constituyentes de este medio de cullivo.

Otro medio utilizado. el infusidn de cerebro y corazén produjo buenos
resuttados. En este observamos que un chogue témico fambién influye en I
produccion de esta toxina ocasionando un refraso en su aparicion, sin
embargo la cantidad de ella no se vio afectada. Suponemos que quizd csie
efecto se deba a ks mismas causas descrifas anteriormente.

El proceso de adquisicidbn de temotolerancia tiene un impacto muy
grande en el control sanifario de alimentos. Se ha observado que chogue
térmico provoca resistencia a tfemperaturas normalmente letales para ios
calulas. Muchos de los procesas de contral sanitado utilizan la femperatura y
durante su preparacion el alimento recibié un choque témico. esto pudiera
conferirle resistencia a los procesos de control a que se son;e"rerc':
posteriormente (landolo, JJ. y ZJ. Orda, 196¢). Tomando en cuenta que ¢
perfringens es un patdégeno de dimentos, el estudio de aquellos factores qu
pudieran favorecer la sobrevivencia de fa bacteria resuttaba muy intere. ¢
En este trabgjo encontramos que en células tanto vegetativas como !

primeros estadios de la esporulacion, un choque térmico inducia a adquisicion
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de termotolerancia de ias células o (as esporas. Ademds que en céldas
vegetativas esta tolerancia al calor se mantenia dirededar de 2 h. Estos
hc':Iqugos son importantes si tomamos en cuenta que el calor es el principal
factor de control microbiano en alimentos. S

Al estudiar la sintesis de proteinas durante e! choque téemico. fue
necesano estandarzar una serie de metodologias. La mayoria de los
investigadores ha utiizado para este tipo de expermentos, a ka $¥-metionina
como &l marcador de polipép’rlidos. Nosotros pensamos que kis utiizacion de
una mezcla de aminoacidos (§¥-metionina y $¥-cisteina 85:158) nas daria una
sefial mas fuerte, ya que serian dos los aminodcidos que podiian ser integrados
en kas proteinas al competir con los e;(isfenfes en el medio de cullivo. La
concenfracion de isdtopo utizada por offos investigadores en experimentos
similares ha sido muy variabie, por 1o que fue necesario deferminar la cantidad
adecuada en nuestro caso. La concentracion que utilizamaos (100uCi/mi) fue
aita en comparacion con la mayoria de los reportes. Creemos que eso se
debid a que el microorganismo se enconiraba creciendo en un medio muy
fico (caldo con tioglicolato), el cual contienia grandes cantidades de
peptonas, por lo que los aminodcidas marcados tuvieron que competir con los
del medio.

Posteriornente fue necesaric encontrar un método adecuado para
lograr el rompimiento y solubilizacion celular. Estd reportado que esta bacteria
requiere de tratomientos severos para lograr su lisis (Labbé, RG.. 1992), De los é
métodos ensayados, solo 2 produjeron resultados satisfactorios.

Cuando estudiamos los perfiles de proteinas en cékias vegetativos
encontramas que habia diferencias en la cantidad de PCHT dependiendo del
método de rompimiento utiizado. Cuando se utilizé el método de Abraham vy
Rood solo se pudo detectar con claridad la presencia de 5 PCHT, 4 de las
cuales se sintetizaban en grandes cantidades y una en forma escasa. Sin
err;borgo utilzande el metodo de Quoronfleh‘ Y Streips fue posible detectar 8
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PCHT.. Aqui también se cbservaron las mismas proteinas que en el método
anterior, pero ademgas otras 3 que se sintetizaron en bajas cancentraciones.
Esta diferencia pensamos que se debid a que al dfilizar el método de Abraham
y'Rood se diluyd mucho la muestra y no fue posible concentraria debido a ta
gran canfidad d¢ detergente y lisozima. en fanto que con el ofro métado la
muestra si se concenlrd, por 1o que las profeinas que se encontraban en muy
bajas concentraciones. pudieron ser detectadas. Ademds probablemente so
pudo producir algin tipo de dafo de [as proteinas por alguno de los
componentes del método de Abraham, por o que estas profeinas se
desnaturalizaron y no pudieron ser detectadas.

Una caracteristica interesante es ;que ol nimero de las PCHT inducidas
fue similar cuando el choque fue de 43° a 50° o 52°C, que cuando fue de 37° a
50°C; sin embargo la sintesis fue mayor en esta ditima. Pensamos que esa
ocurrid debido a que las condiciones estresantes fueron mMmas severas, por lo
que la respussta fue mayor,

Cuando estudiamos la localizacidn subcelular de estas PCHI
encontramas que se ubican principalmente en ia envottura celular (6 PCHY), en
menos proporcion en citosol 2PCHT) y en sobrenadante (3 PCHI). Esta
concuerda ¢on varnos reportes que indican que muchas PCHT se encuentran
igadas @ membrana y algunas han sido relacionadas con exportacion de
proteinas (Schissinger, M.J., 1988).

Cuando ka respuesta al choque témico se estudid en céluas en
esporulacion encontramos una menor canfidad de PCHIL Cuando el
fratamiento térmico se aplicd a la primera hora de incubacion, en donde
presumiblemente solo habia células vegetativas, pudimos detectar 3 PCHT
CuUyos pesos moleculares corespondieron A 3 de |as principdles producidas en
el crecimiento vegetativo.

Por otra parte cuando el choque térmico se efectud g las 3 horas de

incubacion. es decir cuandeo ia mayoria de las células ya habian iniciado el
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proceso de esporulacion, sola se detectaron 2 proteinas, una de las cuadles se
encontrd cuando el choque fue a la primera hora. Estos experimentos podiian
uboyor los trabgjos redalizados por Todd et o/ (1985) con 8. subfiis.  Ellos
establecieron que la respuesta at choque térmico se incrementaba en los -
estadios fempranos de k1 esporulacidn. pero al parecer no jugaban un papel
muy importante durante el proceso en si.

Debido a la gran importancia de las PCHT GroEL y DnakK, pensamos que
la bisqueda de sus homologaos en C, perfiingens seria de gran interés. Cuando
redizamos nuestros ensayos, tanto en el caso de DnaK como de GroEL,
detectamos varias proteinas homélogas, sin embargo, una se sintetizaba
principalmente, Establecimos que el horﬁélogo principal de la DnaK de L jaclis
mostd un peso molecukar de 84 kDa. Ademds encontramos que el homdlogo
principal de GroEl de £ coff fue de 60 kDa.

Algunos autores han reportado Ia presencia de varios homdlogos de
estas proteinas de diferente peso molecular y localizacion en la céluia (Lema,
MW, v A. Brown, 1995; Engel, J.N. ef o, 1990; Wallington, E.J .y P.A. Lund, 1994;
etc). Se ha sugerido que estas proteinas pueden ser un producio degradado o
una forma modificada Engel, J.N., 6t al. 1990). Otfros autores han sugerido que
puede ocurrir una asociacion funcional de.estas proteinas o a la existencia e
epfiopes conservados en varias profeinas, los cuales son reconocidos por el
antisuero (Boutibonnes, P, of @/, 1993).

Cuando andlizamos ko presencia de estos homdlogos en céluks en
esporulaciéon, encontramos que solo ol homodlogo de DnaK de L facts se
detectd en los cultivos a los que se les aplicd el choque térmico a las 3 h.
Nuesfros resultados concuerdan con lo encontrado por Tood ef of (1985)
quienes detectaron ka presencia de la PCHI DnaK solamente en los estadios
tardios del proceso de esporulacion,

Cuando estudiamos la localzacion subcelular de estos homdlogos

establecimos que se encuenfran principalmente en membrana, lo cual
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concuerda con la localizacion reportada por dgunos autores para  estos
homdlogos (Lema, MW. y A. Brown, 1995; Bukau, B., e/ of. 1993).

' Muchos grupos de investigadores estan buscanda PCHT inmunogénicas
comunes en organismos patogenos que difieran de ks del hambre a fin G&
elaborar la "Vacuna del futuro”. Para el andilisis de las PCHT inmunodominantes
de C. perfingens en un cuadro de gangrena gaseosa prmerc indujimos k
enfermedad en conejos y cobayos. Esta se presentd drededor de una semana
después de la inoculacion, producieéndose un cuadro local

Se obtuvo suero dos semanas después de ki noculacion, ya que se ha
reportado que a este tiempo, la respuesta nmune esta compuesta
princinalmente por IgG (Rose, N.R., ef af. .I 086).

La inmunodeteccion de las PCHT arojd resuttados inesperados debido @
que los sueros iniciales de los cobayos (no inoculados) mosiraron reactividad en
contra de algunas proteinas de C. perfingeans, aunque aparentemente nunca
habian estado en contacto con la bacteria. Para descartar algdn problema de
contaminacidon que tuviera el criadero en donde adquiimos a los animales,
anadlizamos cobayos de ofios lugares y encontiamos ki misma respuesta
anterior, Otra posibilidad que nos explicara 1os resuttados obtenidos estaba en
¢l conjugade utiizado, Pensamos que posiblemente efproceso de purficacion
de este reactivo no habia sido muy bueno, po lo que se podian dar
reacciones inespecificas.

Para descartar esta paosibilidad realzamos los expermentos utifizando
conejos. Sorprendentemente cuando el andlisis 1o redizamos usando el animal

nunca inoculado y utilizando otro conjugado espedfico para este animal.

encontramos las mismas proteinas que obtuvimos cuando analiz&bamos a los
cobayos no inoculkados. De acuerde a todo esto podemos suponer que existen
ragcciones inespecificas al probar esta técnica.

Por oftra parte, cuando analzamos suere de animales enfermos

sncontramos patrones de proteinas diferentes a los de los animales sanaos y a
-
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los contrales. Se observd que C. perfiingens produce al menaos 3 PCHT que
pueden actuar como anfigenos inmunodominantes, 3 de las cudles se
localizan en ka envoltura celular y una en citosol.

Se ha veportado que kas principales PCHT inmunogénicas pertenecen a
la familia de los 60, 70 o 90 kDa. Sin embargo, en Mycobactenum tuberculosis
se han encontrado algunas PCHT de baqjo peso molecuar que son
inmunodominantes (Jaattela, M. y D. Wissing, 1992). Las proteinas
inmunodominantes encontradas fuvieron un peso molecular de 101, 79, 60y 37
kDa. Nuesfros resultados cbnoordaron con esto, ya que fue posible encontrar
PCHT de la familia de kos 70 y 60 kDa y de bajo peso molecular (37 kDay).

‘.‘-
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‘ CONCLUSIONES I

De acuerdo a las resultados obtenidos aceptamaos la hi{:)étesis propuesta,

ya que se determind que C. perfiingens responde a un chogue térmico
induciendo Ia sintesis de PCHT, provocanda atteraciones en la produccion de
fosfolipasa C y enterotoxina y produciendo tolerancia al calor.

De acuerdo a fas condiciones en que redlzamos los experimentos

conciuimos que:

1.- Los choques témicos de 43° a 50° o 52°C y de 37° a 50°C provacan un

dano subletal en la célula.

2.- Un chogque témico aplicado en kas primeras horas de incubacian provoca

la dismindcion y el refraso en la agparicion de esporas.

3.- Un choque témico aplicado en ias primeras horas de incubacdn provoca e!

retraso vy la disminucion de enterotoxina.

4.- Un choque temico produce un refraso en ka deteccion de actividad de

fosfolipasa C.

3.- Un chogue témico aplicado en las primeras horas de incubacion provoca

la produccion de esporas mas termotolsrantes.

4.~ Las células vegetativas adquirieron tolerancia al calor como resuttado de un

choque térmico. Este efecto se mantuvo al menos por 2 h,
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7.- Las células vegetativas de C. perfingens responden a un chaque témico
mediante la induccion de 8 PCHT (101, 84, 79, 72, 60, 37. 27 y 11 kG4qj, o
mayoria de las cuales se localizan en la envoltura celular.

8.- Las células en un medio de esporulacidn producen las PCHT de 101,84, 79 y

72 kDa como respuasta al chogue térmico.

9.- Las céluias vegetativas de C. perfiingens producen un homdlogo de Grotl
de £ colicon un peso molecular de 60 kDa. El homologo de la DnaK de L. factis
fiene un peso molecular de 84 kDa. Ambas se localizan principaimente en ia

envoltura celular.

10.- Solo se detecto el homologae de la PCHT DnaK en ias célulos en
esporulacion.

11.- Al inducir un cuadro de gangrena gaseosa se identificaron 4 PCHI

inmunodominantes cuyos pesos moleculares fueron 101, 79, 80 y 37 kDa.,
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PERSPECTIVAS SOBRE FUTURAS

INVESTIGACIONES EN EL. TEMA

a) Se sabe que el ¢cdalor es un métode rutinario en el control sanitario de
los alimentaos. En'este trabgjo se demashid que tanto las células vegetativas
como esporas al ser sometidas a un choque térmico subletal adquieren
termotolerancia. Seria interesante deteminar si este mismo efecto se produce
también en los dimentos, en donde pueden influir olros factores, tales como
cantidad de agua, naturaleza y compasicion del alimento y flora microbiana

existente.

b)Y En qalgunos microorganismos se ha demostrado que un choque
térmico pravoca adquisicion de tolerancia a otras condiciones estresantes,
tales como salinidad y acidéz, enfre ofras, llaméndosele a este efecto
respuesta cruzada®. Tomando en cuenta que C. parfiingens as un patogeno
que puede estar somatido constantemente a esas condicionas de esirés, seria
de interés determinar si ese efecto ocure en este microorganismo a fin de
entender mds sobre la patogénesis de ia bacteria.

<) Para producir la intoxicacion alimentaria, la bacteria en el alimento
debe sobrevir la exposicion al aire, asi como al entomo dacido del estomago.
para después llegar al intestino donde produce la enterotoxina y causa la
enfermedad. Pensamos que seria de mucha impordancia caracterzar la
respuesta al choque acido, asi como al choque aerdbico a fin de entender

como es que el microorganismo sobrevive en estos ambientes.
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d) Ya que en este trabadjo se determind que C. perfiingensresponde aun
choque térmico induciendo ka sintesis de PCHI, serta interesante purificar ¥
secuenciar dichas profeinas y asi poder determinar si existe homologia
funcional con las PCHT producidas por otros microorganismos. Asi también sera
importante la identificacion de los factores que regulan la sintesis de estas PCHT

a fin de entender mejor estd respuesta,

e) En este trabgjo se indujo un cuadro gangrenosa en conejos y cobayos
y determinamos que C. perfiingens produce 4 PCHT inmunodominantes, sin
embargo, consideramos que serid importante determinar si estas mismas PCHT
son producidas en humanos enfermaos dé gangrena gaseosa. Por ofra parte, el
establecer si estas proteinas confieren inmunidad contra la infeccion por Ia
bacteria, podria dar herramientas valiosas para el control de las enfermedades

que produce.
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