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RESUMEN

RESUMEN

Vibrio cholerae es la bacteria que causa el cdlera, enfermedad
que en paises subdesarrollados puede llegar a presentar una alta
mertalidad.

Investigaciones realizadas han demostrado que muchos
microorganismos desarrollan una respuesta adaptativa cuando crecen
bajo condiciones de estrés moderado. En general, la adaptacién
parece involucrar multiples genes como es indicado por las proteinas
excretadas. Se cree que |la funcidn de estas proteinas es proteger a
las células de cambios adversos, |os cuales pudieran ser letales.

El pH y las sales biliares, son algunas barreras a las que se
expone esté microorganismo desde la preparacion de alimentos hasta
la produccian de la enfermedad. Por lo que resulta de gran interas
investigar si este microorganismo posee la capacidad de producir
proteinas del estrés, coma respuesta a estos factores, asi como si
esas proteinas pudieran faveorecer la sobrevivencia a condiciones
letales de ese u otro estrés.

Las células fueron sometidas a un choque subletal acido utilizando una
solucion de HCI 1M (pH 5.5) y jugo biliar humano (3 mg/ml) por 20 min. Las
células alcanzargn niveles de crecimienta semejantes al control. Cuando
aplicamos un choque subletal acido y con jugo biliar humano a las células se logrd
la induccion de tolerancia a condiciones acidas y con jugo biliar, ademas se

observd que al aplicar el chogue subletal (pH 5.5 y 3.0 mg/ml) de jugo biliar las
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células resultaron ser 2 a 3 veces mas tolerantes a pH 4.5 y a jugo biliar humano
(30mg/ml); esta tolerancia se pralongd hasta por 90min. Ademas, establecimos
que cuando las células se sometian a un estrés subletal acido (pH 5.5), las células
adquirieron tolerancia can jugo biliar humano (30 mg/ml) y esta tolerancia
permanecia por 60 min despues de aplicado el choque. Cuando analizamos si el
choque subletal acido y con jugo biliar producen un efecto en la produccion de
toxina, encontramos que al aplicar el choque acido no se afectd la produccian de
la taxina, sin embargo al aplicar un choque con jugo biliar establecimos en una de
las cepas analizadas una disminucion de la toxina. También demostramos que un
chogue subletal acido induce la sintesis de 4 proteinas de choque acido para la
cepa C7677 con pesos moleculares de (106, 94, 83 y 77 kDa) mientras que en |a
cepa 1837 sdlo se indujo 1 una profeina con un peso molecular de (106). Las
proteinas de choque acido se siguen sintetizando aun después de 90 min.
Ademas se observo que un choque subletal con jugo biliar proveca la induccion de
al menos 7 proteinas de choque con jugo biliar humano para la cepa C7677 (114,
106, 101, 88, 84, 56 y 46 kDa), mientras que en la cepa 1837 solo se indujeron 3
proteinas (97, 88 y 77 kDa). Con todo lo anterior podemos entender algunos
mecanismos de que se valen estos microorganismos para poder sobrevivir a

candiciones adversas de acidez y jugo biliar humana.



ABSTRACT

ABSTRACT

Vibrio cholerae is the bacterium that causes cholera, a disease
that in developing countries can cause high morality rate.

Research has been done which shows that many
microorganisms develap an adaptive response when grow under
maderate stress conditions. In general, adaptation seems to involve
multiple genes as it is indicated by synthesis of different proteins. It is
believed that the function of these proteins is to protect cells from
harsh changes that could be lethal.

pH and bile salts are stresses at which this microarganism is
exposed from food preparation to disease production. Because of this,
it is of great interest to investigate if this microorganism has the
ability to produce stress related proteins, as a response to these
factors, as well as if the cells became adapted to those stresses.

Cells were given a sublethal acid shock {pH5.5) and a human
bile juice shock (3 mg/ml) for 20 min. After these treatments,
tolerance to acid and bile juice was induced. Cells turned out to be 2
to 3 times mare tolerant toa pH 4.5 and human bile juice (30 mg/ml);
this tolerance was maintained by at least 90 min. On the aother hand,
when the cells were subjected to the acid stress (pH 5.5), they
acquired talerance to human bile juice (30 mg/ml), this tolerance

remained for 60 min after the treatment was applied.
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Applying the acid shock did not affect enterotoxin praduction,
but bile juice induced a reduction in the production of this protein.
Acid shock induced the synthesis of 4 proteins (106, 94, 88 and 77
kDa) in the strain C7€77, while in the strain 1837 only the 106 kDa,
was induced. These proteins are synthesized even after 90 min of the
acid shock. Bile juice induced at least 7 proteins (114, 106, 101, 88,
84, 56 y 46 kDa) in the strain C7677, while in strain 1837 only 3
proteins (97, 88 y 77 kDa) were induced. These resulis are important
to the knowledge of V. cholera pathogenesis, and provide useful

information for the control of the diseases caused by this bacterium.
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El cdlera es una enfermedad infecciasa causada por un bacilo
gram negativo, Vibrio cholerae (Kaper. J. B., ef a/, 1995).

V.cholerae se clasifica en grupos seroldgicos con base en la
estructura antigenica de uno de sus componenies principales
denominadaos antigenos somdticas O. Asi, se han identificado
aproximadamente 152 farmas del antigeno Q. Los serogrupos
responsables de cdlera epidemico comprenden V. cholerae O1 que se
divide en tres serogrupos (lnaba, Ogawa e Hikojima) y el Vibrio
cholerae 0139 Bengal (Villeneuve, et al, 1999; Nesper, et al/, 2001).
De estas bacterias, solamente dos serogrupos, O1 El Tor, lnaba y
Ogawa, se han identificado en |la epidemia |latinoamericana de 1991
(Koo, et al, 1997).

Todos estos vibrios pueden colonizar el intestino humano, en
donde producen |a toxina colerica (CT), |la cual causa una alteracian
en el transporte hidro-electrolitico a traveés de la mucosa intestinal.
De esta manera, se estima que la bacteria provoca una diarrea
profusa en 5 de cada 100 infectados, que en caso de no atenderse,
puede causar la muerte en pocas horas. Ademas sdlo un 20%
presenta manifestaciones clinicas en tanto que en el porcentaje
restante, no se presenta sintomatolaogia; sin embargo, excretan el V.

cholerae en las heces y posiblemente tienen un papel importante en
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la diseminacién de |a bacteria durante las epidemias (Faruque, et al,
1998).

El agua representa el medio principal de dispersion de la
enfermedad, pero los alimentos contaminados con heces de
individuos infectados se sitGan camo el vehiculo a través del cual la
enfermedad es adquirida (Miller, ef al, 1989; Kaper. J. B., et al,
1995).

Después de un periodo de incubacion de 12 horas a § dias, (en un
promedio de 2 a 3 dias), aparece subitamente |la diarrea abundante y acuosa. Esta
diarrea constituye la principal manifestacion clinica en todas los pacientes. Sin
embargo, puede existir sintomatologia previa come anorexia, irritabilidad y
malestar abdominal (Kaper, J., ef al, 1995; Tapia, C. R., et al, 1992 y JeevanJyat,
et al, 1995).

Se ha establecido que algunos factores determinan el desarrollo de la
enfermedad, tales coma el nive| sociceconomico, la disponibilidad y el accesc a
medidas sanitarias basicas, el estado nutricional, el embarazo, la inmunidad
natural y la acidez gastrica (Giannelia, S., et al., 1972). Esta (ltima representa una
barrera de defensa frente al ingresa de micraorganismos por via oral, de tal
manera que cuando dicha proteccion se encuentra disminuida, las bacterias
proliferan mas facilmente por lo que, la ingestidn simultdnea de alimentoa capaces
de neutralizar el jugo gastrico permite que la infeccion se praduzca con dasis
mucho menores (Gonzalez, S. N, y S. N. Saltigeral., 1992).

Qtro mecanismo de defensa que tiene el huésped contra el vibrion es la

inmunidad natural, la cual en parte esta conslituida par produccion de anticuerpos
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que se estimulan por exposiciones previas a la bacteria. Por esta razdn, en las
zonas endémicas, la enfermedad afecta, a los nifios entre dos y nueve afios de
edad (Tapia, C. R., et al, 1992).

Una vez que se ha ingerido la bacteria, es necesario que saobreviva a la
acidez gastrica; llegar a la parte superior del intestino delgado, penetrar a la
membrana mucosa y colonizar el epitelio. A partir de este sitio, los
microorganismos se multiplican y producen la toxina (CT) que causa la
sintomatologia caracteristica (Kaper, J. B., el al, 1995).

Se han realizado varias investigaciones donde han demostrado que
muchos organismos desarrollan una respuesta adaptativa cuando crecen bajo
candiciones de estrés moderado. En general, la adaptacién parece involucrar
multiples genes como es indicado por las proteinas sintetizadas. Se cree que |a
funcion de estas proteinas es proteger a las células de cambios adversos, los
cuales pudieran ser letales (Gautan, K., et al, 1994; Visick, E. y Sclarke. 1995). La
respuesta a estos cambios no deseables en el medio ambiente es crucial para la
sabrevivencia de los organismos. El pH bajo y las sales biliares, son algunas
barreras a las que puede exponerse este microarganismo desde la preparacion de
alimentes hasta su desarrollo en el intestino, y dado que hay mucho
descanacimiento al respecto con V. cholerae, nosotros nos propusimos analizar el
efecto de un choque subletal acido y con jugo biliar humano en el crecimiento y la
produccién de la toxina de V. cholerae, asi como determinar si estas condiciones
inducen la sintesis de proteinas del estrés. Esto nos ayudaria a tener un
conocimiento mas amplio sobre la fisiologia de este microorganismo, lo cual

serviria para tomar medidas de control mas adecuadas que nos permitan prevenir
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y controlar la enfermedad def célera.
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EPIDEMIOLOGIA DEL COLERA

Se estima que 120,000 defunciones son causadas por el cdlera
cada arfio en el munda, afectanda principalmente a ninos.

El cdlera ha sido categorizado como una de l|as infecciones
emergentes y dispersantes en el mundo. Recientemente se suscitaron
eventos que marcaron |la reemergencia de la enfermedad. En 1991 se
presentaron muchas casos de cdlera en América Latina, En 1994
cerca de 70,000 refugiados de Rwanda y Zaire fueron afectados con
la enfermedad, y de ellos 12,000 murieron. De 1992 a 1993 reemergid
el colera en |la India. Todos estos episodios posiblemente marcaron el

inicio de la octava pandemia de cdlera (Faruque., ef a/, 1998).

PATOLOGIA Y FACTORES DE VIRULENCIA

La infeccidn de V. cholerae empieza con la ingesta de alimentos
a agua contaminada con este arganismo. En valuntarios se ha podido
demostrar que la dosis infectiva es de 10" a 10° unidades formadoras
de colonias (UFC). (Kaper, et al, 1995).

La acidez gastrica constituye une de los principales
mecanismos de defensa del hospedero. Sin embargo, existen otros

factores que influyen en la patogénesis de V. cholerae; éstos pueden
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estar relacionados con el hospedero o directamente con el bacilo
(Gonzalez, S. Ny S. P. Saltigeral, 1992).

Se ha demostrado que individuos que tienen el grupo sanguineo
Q, son mas susceptibles a presentar infecciones mas severas, que
los que tienen otros tipos. Tambien se han realizada estudios en
voluntarios donde se demostrd que ingiriendo 25 pg de la toxina pura
(ingerida con cimetidina y NaCQO; para contrarrestar la acidez) fue
suficiente para producir la sintomatologia caracteristica del célera.
Sin embargo, otras investigaciones realizadas también en voluntarios
demostraran que sale 5§ pug de la toxina bastaron para producir |a
diarrea (Kaper, ef a/, 19995).

Se ha visto que esta bacteria posee ademas otros factores
involucrados en la virulencia, coma son las estructuras de
calonizacion que intervienen en la adhesion de la bacteria a las
células del huésped. Entre estas estructuras se encuentran los pili
(Tep), una hemaglutinina y algunas prateinas de membrana. Aunque
la CT es la responsable de la mayor parte de los sintomas de la
enfermedad, los vibrias también producen otras toxinas, que
contribuyen en menor grado a |a severidad de la diarrea (Champion,
et al, 1997).

Muchas bacterias patégenas regulan la expresidn de genes de virulencia de
una manera cocrdinada con cambios en el medio ambiente. Por ejemplo, V.
cholerae posee un regulon de virulencia compuesto de aproximadamente 20

genes involucrados en la colonizacion, la produccion de la toxina y la
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sobrevivencia de las bacterias con el hospedero. Se ha visto que estos factores
estan coordinadamente regulados por estimulos externos, tales como la
temperatura, pH y la osmolaridad. La expresién del regulén es dependiente del
activador transcripcional ToxR, que es influenciado por cierias condiciones
ambientales (Skorupski. K., and Taylar. R. K. 1997).

Waldar y Mekalanos {1996), estudiaron los genes para la produccion de la
toxina del cdlera (¢txA y c¢t&xB), asi como otras toxinas (zof y ace). Ellos
encontraron que todos ellos estan ubicados en una misma region del cromosoma
bacteriano, flanqueada por secuencias de insercion (attRS1). Se ha establecido
que estos genes integrados al cromosoma, son en realidad parte del ADN de un
bacteridfago filamentoso (CTX *), semejante al colifago M 13, que confiere a estos
factores de virulencia la capacidad de transmitirse a otras bacterias, tanto vertical
como horizontalmente. La expresion de estos factores se da bajo una compleja
interaccidn entre genes ubicados dentro (ctxAB) y fuera (toxR y TCP) de dicha
region. Este bacterig¢fago requiere de la expresion de los TCP baclerianos, ya que
éstos actuan como sus receptores. Estos investigadores tambien demostraron que
la eficiencia con que se transfieren dichos fagos entre las bacterias depende de

las condiciones ambientales en que se encuentren.
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MECANISMOS DE ACCION DE LA TOXINA

La enterotoxina es una molécula compuesta por cinca
subunidades B, inmunogénicas, que ademas son las responsables de
la adhesidn de la toxina al epitelio; y una subunidad A, no
inmunogénica, responsable de la alteracién en |la permeabilidad de |a
membrana intestlinal. La enterotoxina se une a la superficie de las
células epiteliales de revestimiento del intestino a través de un
receptor especifico (gangliésido GM1) expresado en la superficie de
los enteracitas. Despues de la unian de la toxina al receptor GM1, sa
produce la endocitosis del complejo toxina-receptor. En este proceso
se forma un endosoma a partir de la membrana celular, el cual
transporta la toxina a través del complejo de Golgi y del reticulo
endoplasmico, hasta la membrana basolateral de la célula donde las
subunidades A y B son l|iberadas. Este mecanismo de transporte se
denomina trancitosis, y durante &l, la subunidad A de la toxina del
cdlera experimenta su activacion coma resultado de la protedlisis par
la reduccidn de un puente disulfura. (Kaper, J. B., ef al, 1995; Sandvig, ef
al, 1996).

Un segmento de la subunidad A (A1) activa a la proteina
ligadora de nucledtidos de guanina (GBP), la cual posee la capacidad
de unir moléculas de trifosfato de guanosina (GTP) para luego unirse
a un componente regulador de |la enzima adenilatociclasa y promover

la activacion. La adenilatociclasa, cataliza |la conversion de ATP
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AMPc y el incremento en las concentraciones intracelulares de ésta
molécula, activa la enzima proteina cinasa A. Esta ultima fasforila
residuos de serina en multiples proteinas. La importancia de eéste
mecanismo mediado por AMPc radica en que en los enterocitos, el
transparte a traves de |la membrana celular de algunos electrolitos
esta regulado por la generacién de éste segundo mensajero (Hirst, T.
R., et al 1987; Lencer, et al, 1995; Finkelstein, R. 1987).

La toxina del calera induce el desarrolla de diarrea mediante |a
inhibiciéon de la absorcion de cloruro de sodio y la facilitacion de la
secrecion de cloro. Los enteracitos realizan la excrecion de cloro a
través de un canal idnico lacalizado en la superficie apical de los
enterocitos denominados CFTR constituido por dos dominios, a los
cuales se unen moléculas de ATP, y un dominio regulador (RD), que
blogquea el poro central del canal a traves del cual se realiza la
excrecion de cloro desde el citoplasma celular [(De Wolf, 2000;

Connell, et a/, 1985). (Fig 1)].
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Fig. 1) Modo de accién de la toxina de V. cholerae
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ACCION DE LAS SALES BILIARES

El higado produce bilis continuamente, unos 800 a 1000 ml par
dia. La bilis es una solucidn rica en lipidos secretada a los canales
biliares par los hepatocitos, y es definida como una secrecion
digestiva, porque conjuga acidos biliares y promueve la absorcion de
lipidos (Granger. N.D., ef al., 1985).

La bilis producida en el higado, se transporta a través de los
canaliculos hasta la vesicula biliar, donde se concentra y almacena
durante el ayuno. Después de la comida, la vesicula vierte la bilis
almacenada y concentrada al duodeno. Las sales biliares
{constituyente principal de la bilis) se reabsorben principalmente en
la porcion distal del intestino delgado (ileon). El higado las vuelve a
captar desde la sangre para utilizarlas de nuevo (circulacion
enterohépatica) (Wrigh. R., et al., 1985).

Las sales biliares derivan del colesterol, formandose dos en el
humano: colato y quenodesoxicolato de sodio, las cuales son
llamadas sales primarias. Posteriormente estas se combinan con
residuos de glicina y taurina formando taurccolato en ilean y calon, y
por la accion de algunas bacterias anaerobias como Fusabacterium
sp y Bacteroides sp, las sales biliares primarias son transformadas a
desoxicolato y litocolato de sodio que son llamadas sales biliares
secundarias. La subsiguiente modificacion de estas ultimas, resulta

en la praduccian de sales biliares terciarias las cuales son insalubles
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en agua y se eliminan casi totalmente en las heces [(Wright, R., et

al,1985), Fig 2].

A. Primary Bile Acids B. Secondary Bile Acids

HO VY
r{yﬂﬂcm

7 ot Dehydroxylation

HO C-~0
s i) 5,
r:10 m
MW
Intestine

Fig 2. Derivacion de los acidos biliares de humanos

La funcion de las sales biliares es |la emulsificacion de las
grasas, debido a su naturaleza anfipatica, las sales biliares poseen
accién detergente, ya que son capaces de disminuir la tensién
superficial de las particulas de grasa, rompiéndolas y formando

micelas. En segundo lugar contribuyen en la absorcién de acidos
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También se ha observado que las sales biliares son capaces de
inhibir ®l crecimiento de bacterias de l|la flora normal entre ellas
Lactobacillus sp, Bacteroides fragilis, Enterococcus sp, klebsiella sp
y Clostridium perfringens cuando estas son adicionadas al medio de
cultive (Flach, et al, 1972).

La flora intestinal €3 una poblacion heterogénea formada por
mas de 400 especies distintas de bacterias y levaduras que se
encuentran en @l tubo digestivo del ser humano. Se estima que el
numero total de bacterias que la constituyen es de 10'*

La densidad de estas bacterias aumenta paulatinamente desde
el estomago, que es practicamente astéril, hasta el colon (intestino
grueso) donde alcanza su maximo. Algunas bacterias de la flora,
tales como las Bifidobacterias, estreptococos y los lactobaciios, son
considerados beneficiosas para el individua. Las alteraciones de |a
flora se asocian con multiples patologias por lo cual es importante
poder impedir su desaparician (Dunne. C., ef al, 2001).

En condiciones normales toda la flora intestinal permanece en
un estado de equilibrio dinamico, es decir, que aunque esté sometjda
a constantes cambios se reequilibra, siempre y cuando no se den
situaciones muy drasticas. El estrés puede provocar cambias que
llegan a persistir hasta 2 6 3 semanas después de haber finalizado
este (Dunne, C., ef af, 2001).

Las condiciones ambientales que pueden presentarse en el

lumen intestinal, como anaerobiosis, temperatura de 37°C y la
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presencia de sales biliares, fueron analizadas por Fernandez., et a/
en 1977, para determinar su efecto sobre el crecimiento y la
produccion de la toxina en V. cholerae. Cuando |a temperatura de
incubacién fue aumentada a 37°C, no se detectd toxina (< 0.1 pg ml')
y no se encontraran formas pleomérficas, ohservadas regularmente
en los cultivos incubados aerobicamente a 3C o 37°C. Cuando se
adicioné 0.1% de deoxicolato de sodio al medio de cultivo, el
crecimiento fue inhibido bajo condiciones aerdbicas tanto a 30 como
a 37°C. Tambien se observo que a 30°C bajo condiciones aerobicas y
37°C bajo anaerobiosis, la produccidn de la toxina no fue afectada
significativamente par |la presencia de deoxicolato de sodio, causando
un incremento en la produccion de la toxina (5 pg ml’') debido a la
liberacidn de |la toxina unida a la célula.

Heredia, et af en 1991 estudiaron el efecto que tienen las sales
biliares y el jugo biliar sobre el crecimiento, la esporulacion y la
produccidn de enterotoxina de C. perfringens y encontraron que las
sales inhibieron el crecimiento en diferentes grados. Una mezcla de
sales biliares completa inhibid el crecimiento de la cepa productara
de enterotoxina, sin embarga cuando adicionaron jugo biliar humano
observaron que se inhibia completamente la produccién de
enterotoxina.

Cuando las celulas de V. cholerae se ponen en contacto con las

sales biliares, se ha encontrado un aumento de pH, el cual estimula a
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la bacteria y esto favorece para que la infeccidén se presente (Gupta,
S., Y R. Chowdhury., 1997).

La resistencia a detergentes o la tolerancia inducida a estos por
organismos gastrointestinales como Enterococcus faecalis ATCC
19433 fue analizada por Flahaut, ef a/, (199€). Ellos encontraron una
respuesta rapida de las células cuando se pusieron en contacto con
sales biliares y dodecil-sulfato-de sodio (SDS). La muerte por altas
concentraciones de detergentes fue casi instantanea, sin embargo
con una adaptacion con concentraciones subletales de sales o de
SDS se produjo una tolerancia que permitio sobrevivir niveles letales,
Sin embargo la resistencia a cambios letales subsecuentes se
incrementd progresivamente alcanzando un maximo después de 30
min de adaptaciaon.

En el mismo ano Tannack, e! a/, chservaron el efecto sobre el
crecimiento de Lactobacillus usando (taurccolato de sodio) a
concentraciones fisiolégicas. Ellos encontraron que esta sal biliar
inhibio el crecimiento de cepas que producen relativamente grandes
cantidades enzimas hidrolasas. Demostrando que esta inhibicion en
el crecimiento fue debida a la acumulacidon de acido cdlico en el

medio de cultivo como un resultado de la actividad enzimatica.
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Las proteinas de estrés (PE) son producidas como parte
de la respuesta celular a condiciones no favorables, como |la
exposicion a calor, a substancias quimicas incluyendo lo3
farmacéuticos y contaminantes ambientales y patagenos incluyendo
virus, bacterias y parasitos eucaridticos, (Lawrence, E. H, y J. A.
Ryan. 1997). Se cree que la funcidn de estas proteinas es proteger a
las células de cambios adversos, los cuales pueden ser letales
(Morimoto, R. J., et a/, 1990; Byrd, et al/ 1999; Seymour et al/, 1999;
Nepple, et al 1997, Foster, W. J. 1999; Ferianc, et a/ 1998; Yildiz, ef
al 1998, Farr, y Kogeama 1991).

Se ha determinado que las PE estan involucradas en funciones
esenciales para la celula, tales como translocacian, construccion y
ensamblaje de prateinas. Debido a que primeramente esta respuesta
s¢ estudid0 por cambios de {temperatura, actualmente muchos
investigadores utilizan indistintamente proteinas del estrés o
proteinas del choque térmica (Schlesinger, M.J. 1988).

La mayoria de |las proteinas de chaque térmico se clasifican en
4 familias de acuerdo a su pesa molecular; |la familia de peso
molecular alto que comprenden proteinas con pesos de 90 a 83 kDa,
la familia de 70 kDa que comprenden proteinas de (78 a 66 kDa)
entre estas se encuentra la DnakK, |a cual es considerada camo una

chaperona molecular, ya que se ha visto que tiene funcion mediadora
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en el ensamblaje correcto de las proteinas cligoméricas, también se
ha sugerido que cataliza interacciones proteinicas intra e
intermoleculares, la familia de 60 kDa presentes en bacterias,
mitocondrias y cloroplastos, entre las que destaca la GroEl estas
proteinas no solamente presentan un alto grado de conservacidn
estructural, sino también funcional. Varios investigadores han
demostrado que son indispensables para el crecimiento a todas las
temperaturas y probablemente tiene un papel importante en los
procesos de replicacion del DNA y en la transcripcidn. Y las proteinas
de bajo peso molecular (menores de 30 kDa) (Morimoto, |.R, et a/.,
1990).

Muchos investigadores han estudiado la estructura y funcién de
estas proteinas. Yamaguchi, H., ef a/ (1997) estudiaron las relaciones
entre la expresion de proteinas de choque térmico (PE60) por
Helicobacter pylori y su adhesion a ceélulas de carcinoma gastrico
(MKN45). Se encantré que la induccion de esta respuesta provocaba
una disminuciéon de células de adhesion bacteriana. Ellos
establecieron que la responsable de esta disminucidn fue la proteina
MabH20, la cual es homdloga a la PESO de E. coli.

La produccion de proteinas de choque térmico en V.
parahaemolyticus y otras especies de Vibrios fue investigada por
Koga, et al, en (1996), ellos encontraron que al cambiar las células

de 30 a 42°C se producia al menos una PE de 58 kDa, |la cual era
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hamologa a |a GroEL de E. coli. Ademas se detectaron seis de otras
especies de Vibrios.

Benkirane, R., et al, en (1997), estudiaron |la presencia de
proteinas de choque térmico en Estreptococcus suis se encontrd que
la proteina de 60 kDa aumentd significativamente su sintesis, ademés
se demostrd que |la mayoria de esta se excretaba al sobrenadante, en
tanto que sdlo una pequeiia cantidad permanecia unida a la celula.

Desde hace tiempo se ha reportado que el regulador central de
los genes de virulencia de V. cho/erae es ToxR una proteina unida al
DNA transmembranal. Una mutante de V. cholerae carente de DnaK
presentd caracteristicas fenotipicas de ceélulas deficientes de
actividad de ToxR por lo que se especula que DnaK juega un papel
crucial en l|a patogeénesis de V. cholerae. (Chakrabarti, S., et al
1999).

Hamel, J., et af, en 1997, caracterizaron |la respuesta al choque
térmico de S. pneumaniae. Ellos abservaron la induccidn de proteinas
de choque térmico (P62, 72 y 80) después de cambiar |a temperatura
de 37 a 45°C. Ademas establecieron que entre ellas, |a de 72 kDa era
muy inmunogeénica.

La respuesta al estrés se ha involucrado en algunos procesos
fisiolégicos celulares, tales como el fenameno de adquisicion de
tolerancia, el cual se define como |a capacidad que tienen las células
de tolerar una condicion letal como resultado de |a exposicion previa

a una condicion subletal (Watanabe. J, 1997).
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Heredia, et af (1998), estudiaron la alteracién en la
esporulacion, la produccidn de |a toxina y la sintesis de proteinas por
C. perfringens seguida de un choque térmico.

Ellos observando que al aplicar un choque térmico de 43 a §0°C
aplicado las primeras horas de incubacion, retras¢ la produccidn de
la enteratoxina y la cantidad de esporas. Se identificaron 7 PCHT en
células vegetativas y 4 en células en esporulacion. Ademas se
establecid que |a mayaria de ellas se localizaba en membrana, y dos
de ellas eran homologas a las proteinas GroEL y DnaK de E. coli. Y
L. lactis.

La respuesta a diferentes condiciones de estrés de |la bacteria
fototrapica Rhodobacter shaeroides fue investigada. Las condiciones
estresantes incluyeron disminucién de etanol, radiacion ultravioleta, y
cambios de temperatura (42°C). Los resultadas mostraron que todos
los factores de estrés aplicados, causaron modificaciones en el
patron de proteinas, observandose la induccion de proteinas
comunes, asi como otras especificas de la condicion de estrés
(Nepple, B. B y Bachofen, R. 1997).

Se ha establecido que la respuesta al estrés de B.sublilis es
disparada por una gran variedad de condiciones ambientales y
metabdlicas. Se ha establecido que estos activan el factor
transcripsional @®, El cual se ha involucrado con la resistencia al
estrés oxidativo, la desnaturalizacién de proteinas y al estrés

osmotico. (Akbar, ef a/, 1999),
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Asl, estudios semejantes se han realizado en upa gran variedad
de organismos, en donde se ha buscado y se ha encontrado esta
respuesta. Dentro de estos se encuentran Yersinia enterocolitics
(Shenoy, K. y E. A. Murano, 1996), Erwinia carotovora subespecie
carotovora (Anderssan, et al 1999), hangos como Aspergilius nidulans
(Fillinger, ef al, 2001) y una bacteria psicrofilica (Vibro sp) (Araki,

1991).
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ADQUISICION DE TOLERANCIA Y RESPUESTA

CRUZADA

Heredia, et al (1997) estudiaron la resistencia conferida en
Clostriduim perfringens por un choque térmico. Observando que el
cambio a §0°C por 30 min incrementd la talerancia a 55°C de células
vegetativas al menos dos a tres veces. También observaran que la
tolerancia fue mantenida 2 h después del| choque térmico.

La capacidad que confiere la aplicacion de una condician de
estrés subletal para dar proteccion contra otras condiciones letales de estrés
es referida como proteccién cruzada. Varios estudios han demostrado que la
adaptacion acida confiere resistencia a un amplio rango de condiciones de estrés
incluyendo el calor, sales, H2O2, cristal vialeta y polimixina. (Bearson, et al, 1997).

Algunas factores utilizados para la preservacion de alimentos, tales como la
temperatura, la actividad de agua, el pH etc, constituyen un estrés ambiental que
pudiera alterar a un organismo haciéndolo responder contra condiciones
subsecuentes de estrés, por ejemplo un estrés subletal tarmice en un organisme
pudiera conferir resistencia a un subsecuente tratamiento que podria ser distinto a
temperaturas, es decir que los cambios inducidos par un estrés pudieran proteger
a las células contra otros cambios ambientales (Leyer, ef a/, 1993; Skorupski vy
Taylor., 1997).

Esta respuesta fue estudiada en Enferococcus faecalis. Las células se

expusieron a estrés subletal de sales biliares, pH acido y choque térmico. Las
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células sometidas a altas temperaturas y a sales biliares, indujeron resistencia a
condiciones extremas tanto del mismo como de diferente estrés, mientras que las
sometidas a bajos pH no mostraron proteccion contra la exposicion a sales
biliares. Este analisis reveld que cada tratamiento era capaz de inducir a un
conjunto de proteinas particulares, entre sllas estaban la DnaK y GroEl (Flahaut,
et al, 1996).

Estas mismos investigadores, pero en 1997, estudiaron la respuesta al
estres alcalino en E. faecalis. abservando que las células adaptadas a un pH de
10.5 fueron tolerantes a condiciones de pH 11.9 pero fueron mas sensibles a pH
acidos. E| analisis de las proteinas de estrés reveldo que 37 polipeptidas fueran
inducidos, entre los cuales se encontraban la DnaK y GroEl. Ellos sugirieron que la
exposicion de las células a las sales biliares y condiciones alcalinas provocan
respuestas semejantes.

Taglicht, ef a/ (1987) determinaron que un cambio alcalino induce una
respuesta a choque térmico en Echerichia coli. Ellos encontraron que la respuesta
fue dependiente de un gen celular funcional (rpoH) que es un regulador de la
respuesta a choque térmico. Sin embargo, esta respuesta fue observada
solamente cuando se alcalinizaba el pH extracelular, sin que hubiera
modificaciones del pH intracelular.

Halmquist, et a/ (1993) analizaron la induccidn de proteinas del estrés en
especies marinas de Vibrios durante un periodo de deficiencia de carbono y un
cambio de temperatura. Ellos demostraron que estas condiciones inducian la
sintesis de proteinas del estrés tales como DnaK y GroEl. Sin embargo, después

de un largo periodo de carencia de carbono solo se indujo la Dnak.
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Humphrey, et al, (1993), estudio el efecto de la variacion de la temperatura
sobre la tolerancia al acido y al calor en Salmoneila enteritidis, demostrando que
cuando las celulas se transferian a temperaturas de 20, 37 y 48°C, se producia un
incremento en la tolerancia tanto al acido como al calor.

Estos mismes investigadores en 1996, observaran que dos aislados de
Salmaonelfa ententidis PT4 que fueron tolerantes al calor, acido y H202 fueron mas
virulentos en ratones y mas invasivos en gallinas

Lewis, et al (1995), estudiaron la induccion de tolerancia a calor,
caongelacion y sales en Saccharomyces cerevisiae. Qbservaron que después de
exponer a la levadura a un choque por calor y a sales se praducia un incremento
en la tolerancia al calor, a la congelacion y a las sales. Al agregar un inhibidor de
la sintesis de proteinas, esta respuesta tolerante se vioc muy reducida y la
tolerancia a la congelacion fue completamente inhibida.

Garcia, et al, (2001), demostraron gque un choque subletal térmico en
Clostndium perfringens brinda proteccion contra una subsiguiente exposicion letal
al frio y viceversa. Las células expuestas a un choque subletal térmico fueron dos
veces mas tolerantes al frio con respecto a las que na fueron adaptadas . En el
casc en que se aplicd un choque subletal frio, las celulas tambiéen fueron mas
termotolerantes comparadas con el control. La adicion del cloranfenicol en los
experimentos demostré que la sintesis de proteinas del estrés fue necesaria para
la proteccidn cruzada entre ambos tratamientos.

Continuando con lo mismo, Juneja, et af (1998) estudiaron |a influencia de
pH, acidulantes y temperatura de arecimiento al calor y composicion de acidos

grasos de Listeria monocytogenes. Ellos observaron que la sensibilidad de la

27



ANTECEDENTES

bacteria al calor se ve incrementada al crecer las células a bajas temperaturas y
pH neutro, por otro lado, este efecto se revertic cuando el pH del medio fue
acidificado.

Sin embargo, Ravishankar y Harrison en 1999, encontraron que L.
monocytogenes no presentd proteccion cruzada al exponerse previamente a un
choque subletal acido contra un sistema de lactoperoxidasa.

También Garren, et a/ (1998) comprobaron qus las cepas de E.coif
01587:H7 y no Q157:H7 incrementaban su resistencia @ pH acidos, si recibian
previamente un choque subletal frio. Sin embargo, cuanda el choque subletal fue
acido, no se registro proteccion contra otras condiciones estresantes.

Svensdter, et al/ (2000) demastraron que Streptococcus muians tambien presenta
una respuesta cruzada, la aplicacion de un choque acido subletal capacitd a las
celulas a sobrevivir a condiciones letales de sales, calor, oxidacion e inanicion.

Wong, et al (1998) investigaron el efecto de un tratamiento acido subletal en
la sobrevivencia, enteropatogenicidad y produccion de proteinas en Vibrio
parahaemalyticus. Ellos aplicaron un choque acido, y encontraron que las células
fueron mas resistentes a un cambio drastico de acidez y a otras condiciones de
estrés como baja salinidad e inanicién. Ellos caracterizaron las proteinas durante

este estrés y encontraron la induccion de proteinas,
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PROTEINAS DEL CHOQUE ACIDO

Algunas condiciones de estrés forman parte del sistema de defensa del
hospedero para prevenir o limitar colonizaciones bacterianas. Una importante
condicion de estrés que tiene que ser afrontada por muchos microorganismos
enteropatagenos, es el pH bajo. Por ejemplo, en algunas microhabitats del cuerpo
humano, los patdgenos microbianos son expuestos al pH acido del estomago, del
tracto urinario y en los fagalisosomas (Karem, L., ef a/, 1994).

La respuesta a pH acido en microorganismos como Salmoneila
Typhimurium, E. coliy Shigefla, ha sido ampliamente estudiada por Foster, (1991,
1993, 1995 y 1999; Garren, et a/, (1997) y por Waterman y Small (1996) entre
otras. Sin embargo las comparaciones entre las investigadores es dificultosa
debido a variaciones en las condiciones de ensayos realizados (Foster 1999).

El estrés acido puede ser descrito como el efecto bialogico provocado por
acidos inorgdnicas y organicos débiles. Estos acidas pueden difundirse a traves de
la membrana celular y disociarse dentro de las células, bajando el pH interno (pH)).
(Bearson, et al, 1997).

Se ha establecido que |as células crecidas a un pH 5.8 producen sistemas
homeostaticas que mantienen el pH intemo (pH) a niveles campatibles que son
mantenidos cuando las células son posteriormente sometidas a pH 3.0. El (pH)
parece ser el respansable de la induccion de una senal que estimula las sintesis
de algunas proteinas de choque acido (ASPs) (Foster. J. 1999).

Foster, et al,, (1991, 1995); estudiaron a S. Typhimurium al ser sometida a

un choque acida. Ellos encontraron que las bacterias tuvieron la capacidad de
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sobrevivir a un pH bajo (3.0 - 4.0 ), si primeramente se adaptaban a un pH
moderadamente acido (5.5 - 6.0), Este fendmeno se denomind como respuesta a
la tolerancia acida (RTA). La condicion de los cambios acidos moderados es
conocida como pre-chogque (o/ chogue subletal), y las proteinas que se sintetizan
como respuesta a esta condicion son conocidas comeo proteinas de choque acido
(PCHA)

Este mismo investigador pero en el aiio 1994 demostrd que varios genes
estan asociados con la talerancia acida en Salmonelffa. Las genes identificados
(fur, ent, atrD) afectaron el metabolismo del hiefro, aumentando @ capacidad
amartiguadora interna de la célula; aumentando la sobrevivencia al acido.

Los factores sigma juegan un papel importants en |a respuesta a la
tolerancia acida. Los mutantes del gen rpoS son capaces de inducir solo una
modesta respuesta a la tolerancia acida, y no pueden producir los niveles de
tolerancia acida logrados por una cepa de rpoS*. La razén aparente es la
produccidn de 7 proteinas de choque acida dependientes del factor sigma (Les, ef
al, 1994; Foster 1995 A).

En diversos nichos ecoldgicos, se han encontrado como constituyentes
comunes ciertos compuestas organicos como los acidos propidnico y butirico, por
ejemplo el cantenido intestinal de humanos puede tener ciertos niveles de acidos
grasos volatiles, producidos como resultado de la fermentacion por la flora natural,
sin embargo, estos acidos organicas pueden tener también un efecto contra el
crecimiento y la viabilidad de otras bacterias. En la actualidad, los acidos
anteriormente citados, son comunmente usados para |a conservacion de alimentos

(Guifoyle, y Hirshfhield., 1995).
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McKellar y Knight (1999), aislaron 19 cepas de E. colf 0157:H7 de humanos
y alimentos y posteriormente fueron examinadas en su capacidad para crecer y
sobrevivir a pH bajo en 4cidos inorganicos (HCI) y organicos (acético).
Encontrando que el HCI fue mas efectiva para inhibir las bacterias después de 6 h
de exposicion, mientras qus e| acida acético fue inhibitorioc después de 24 h.
Ademas, las cepas aisladas de humanos sabrevivieron al tratamiento acido
significativamente mejor que las cepas aisladas de alimentos fermentados.

V. cholerae es un patogeno facultativo de humanos que puede sobrevivir a
exposiciones de acidos organicas e inorganicos en el estdmago e intestino
delgado. Merrel y Camilli (2001), demostraron que V. cholerae es capaz de inducir
una RTA por exposicidn a acidas organicos e inorganicas.

Cuestiones semejantes fueron estudiadas por Brudzinsky y Harrison en
1998, utilizando como modelo a E. cofi 0157:H7 y la condicion de acidez (acido
acético). Ellos encontraron que células sometidas a un choque subletal de pH 5.0
fueron capaces de saobrevivir hasta 1000 veces mas, comparadas con las que no
recibieron el prechoque.

Schaik, ef a/ (1999), Demosfraron que células de Listena monocytogenes
en fase log se volvieron mas tolerantes & una gran variedad de estimulos
ambientales seguido de una adaptacion acida a pH 5.5. Estos investigadores
demostraron que las células adaptadas también presentaron un incremento en la
tolerancia a nisina y en menor grado a la lacticina.

Waterman, et a/, (1998) analizaron que ciertos patdgenos entéricos
sensibles al acido son protegidos contra condiciones extremas acidas cuando son

inoculados dentra de alimentos sdlidos. Salmonella también pudo sobrevivir
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cuanda se inoculd en huevo cocido, que es una fuente de proteinas y bajo en
grasa. Estos resultados pueden explicar porqué las especies de Sa/monelia tienen
una alta dosis infectiva (10° células) cuando se administraron en forma aislada, sin
embargo se ha observado que causan enfermedad a dosis bajas (S0 a 100
organismas) cuando son consumidos como contaminante de alimentos.

En un trabajo realizada con Shigella flexnen, se observd que la bacteria
tenia |a capacidad de sobrevivir a un pH de 2.5. Se determind que esta resistencia
acida podria contribuir a que se presentara la infeccion, ademas que ésta
respuesta dependia de proteinas protectoras y del factor sigma (Waterman y
Small., 1996).

Karem, ef al, (1994), disenaron un estudia para examinar la respuesta
fisiologica y celular al estrés acido en Aeromona hydrophila. Ellos demaostraron
que la bacteria presentdé una importante RTA que era capaz de proteger a las
células a pH 3.5. Dicha tolerancia al acido era inducida par la expasicion previa a
un pH 5.0 por 20 min. Asi mismo, la adicion de ¢loranfenical al medio durante la
primera exposicion al acido, impidié el desarrollo de la tolerancia, indicando el
importante papel que jugaban las proteinas en el proceso, También en este
trabajo, caracterizaron las proteinas inducidas por este estrés que fueron 28.

Los microorganismas han sido usados en tecnalogias de alimentos en
donde frecuentemente se someten a estrés acidos durante procesos de
fermentacion, por ejemplo. Muchos microorganismos sin embargo pueden salir
airosos de estas condiciones, entre ellos se encuentran muchos probidticos los
cuales pueden sabravivir al estrés acido del estamaga y llegar al intestino y jugar

un papel benéfico. Las Propionibacterias son usadas en la preparacion de quesos
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y como reconstituyentes de la flora intestinal (Hyranimus, ef a/, 2000; Maser y
Savage 2001; Dunne, et a/, 2001).

Jan, et af, (2001), estudiaran las cambios en la sintesis de proteinas y la
morfologia durante la adaptacion dcida de Propionibacterium freudenreichii. Las
celulas fueron expuestas a un choque moderado de pH 5.0 y posteriormente se
aplico un chaque letal de pH 2.0. Se observd que las células adaptadas fueron
mas resistentes que |as que no fueron traladas, ademas demostraron que la
sintesis de proteinas fue requerida para la RTA al suprimirse su respuesta al
agregar cloranfenicol a los cultivos.

Esto mismo fue abservado con Lactobacillis sanfranciscensis cuando De
Angelis, et al, (2001) observaron que cuande adicionaron cloranfenicol a las
cultivos en la fase de adaptacion hubo una completa inhibicion del efecto
protectivo, sugiriendo que la induccidn de la sintesis de proteinas fue requerido
para la respuesta a |a tolerancia acida.

O’Brien, et al (1995) estudiaron la respuesta de Mycobacterium smegmalis
al estrés acido. Ellos abservaron que |a exposicion previa a condiciones subletales
conferia proteccidn contra exposiciones extremas de acidez. Ademds, se
determind que tal adaptacidn dependia de la induccion de proteinas.

Villarreal, ef a/ (1999) estudiaron la induccion de las proteinas de chogue
acido y el grado de resistencia acida conferida en Clostridium perfringers por un
choque &acido. Observanda que un choque subletal a pH 4.5 por 20 min
incrementd la tolerancia a células al menos 5 veces con respecto al control,
Ademas también determinaron § proteinas que se indujeron con el choque

subletal.
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HIPOTESIS

Vibrio choleras responde a condiciones subletales de acidez y jugo
biliar humano mediante la sintesis de proteinas de estrés y la

adquisicion de tolerancia a esos factores.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la respuesta de V. cholerae al choque acido y al

jugo biliar humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar el efecto de un choque acido y de jugo biliar humano

sobre el crecimiento de V. cholerae.
2 - Determinar si existe adquisician de tolerancia a condiciones de pH
acido y presencia de jugo biliar humano sobre el crecimiento de V.

cholerae, por exposicion previa a esas condiciones.

3 Determinar la duracién de tolerancia adquirida al acido y jugo biliar

humano.

4. Determinar si un choque subletal (acido o por jugo biliar) es capaz

de inducir una tolerancia cruzada, entre esos tipos de estrés.
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5.- Establecer si un choque dacido o por jugo biliar producen algin

efecto en la praduccidon de la enterotoxina de V. cholerae.

G.- Establecer el efecto del choque a'cido.y jugo biliar sobre el patran

de proteinas producidas por |a bacteria.
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MATERIAL Y METODOS

CEPAS UTILIZADAS

Se usaron las cepas de Vibrio cholerae C7677 - Q1 Ogawa y la
cepa 1837 no O1 (0139) toxigénicas, proporcianadas por la Dra. Elisa
|. Elliot de la Division de Microbiologia del Centro para la Seguridad
de Alimentos y Nutricion Aplicada de |la FDA, Washington D.C. EUA.

Estas fueron conservadas en agar infusion cerebre corazon (ICC,

DIFCO) a temperatura ambiente, y se realizaron resiembras cada 3

meses.

ACTIVACION DE LAS CEPAS

Para la activacidon de las cepas se utilizaron tubos con § ml de
calda LB (Luria Bertani, [10 g de tripticasa peptona de caseina, BBL,;
5 g de extracto de levadura, BBL; 10 g de NaCl, el pH final fue de 7.0
1 2)]. Los cuales se inocularon con una asada del cultivo de reserva y

se incubaron a 37°C por 20 a 24 h.
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EFECTO DE UN PRE-CHOQUE ACIDO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Vibrio cholerae

Estos experimentos tuvieron como fin conocer las condiciones
de pH acido que eran subletales a V. cholerae. Las cepas ya
activadas se inocularon (1%) en lubos con 5 ml de caldo LB y se
incubaron a 37°C. Cuando |os cultivos alcanzaron |la parte media de
la fase logaritmica (Aego 0.100 a 0.150, en un espectrofotdmetra
Sequoia Turner modelo 340), se |es adicionaron diferentes
cancentraciones de HCI 1 M hasta alcanzar los pH deseadas ( 3.0,
3.5, 40, 4.5, 5.0 y 5.5). Los cultivos se mantuvieron en estas
condiciones por diferentes intervalos (20, 30 y 60 min).
Posteriormente |las células se centrifugaron y se transfirieron a un
medio de cultivo nuevo.

Durante todo este procedimienta se midié el crecimiento de las
cultivos cada hora mediante lecturas espectrofotométricas y cuenta
viable en placa, para el cual, se tamaron alicuotas y se realizaron
diluciones decimales, las cuales se inacularon en cajas de petri y
posteriormente se agregd agar LB (pH 7.0) fundido. Una vez que

solidificaron las placas, fueron incubadas a 37°C por 24 a 48 h.
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ENSAYOS DE TOLERANCIA ACIDA

Se activaron las cepas C 7677 y 1837 de |la manera ya descrita,
y se incubaron a 37°C. Cuando los cultivos llegaron a la parte media
de la fase log se sometieron al choque subletal acido previamente
determinade (pH 5.5 por 20 min). Posteriarmente los cultivos fueron
centrifugados (IEC HN-S (I) a 5000 rpm por 10 min y el paquete
celular se transfirio a un medio de cultive LB frescoconpH 7.0 £t 2 y
se incubd a 37°C. Inmediatamente después, las células se sometieron
a un choque acido letal, (pH 4.5) agregande HCI 1M para tal fin. Se
determind la viabilidad a este pH en diferentes intervalos, tamando
alicuotas y sembrandolas en cajas de petri como se especificd en sl

punto anterior.

DURACION DE LA TOLERANCIA ACIDA

Se siguid la metodologia descrita en el punto anterior, solo que
después del choque subletal, las ceélulas se centrifugaron y se
resuspendieron en medio fresco neutro y en este se mantuvieron por
diferentes tiempos (30, 60, 4 90 min) y posteriormente se sometieron
a los ensayos de tolerancia, tal como se especifico en el punto

anterior.
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Se determingd el tiempo requerido para que la poblacion celular

disminuyera un logaritmo (Valor D).

EFECTO DE UN PRE-CHOQUE CON JUGO BILIAR
HUMANQO SOBRE EL CRECIMIENTO DE Vibrio
cholerae

El procedimiento a seguir fue igual al especificado para choque
acido. Las condiciones que se aplicaron fueron 3, 5, 10 y 15 mg/ml
por diferentes intervalos de tiempo. El procedimiento posterior y la

determinacion de la viabilidad celular se realizd como se especificd

para las condiciones de acidez.

ENSAYOS DE TOLERANCIA CON JUGQO BILIAR
HUMANO

Este procedimiento se realizé tal como se establecid para las
condiciones de acidez. En este caso la condicion subletal fue 3.0

mg/ml por 20 min y los ensayos de tolerancia fueron a 30 mg/ml.
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DURACION DE LA TOLERANCIA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE JUGO BILIAR HUMANO

Después de aplicar el choque subletal (3 mg/ml| por 20 min) los
cultivos se centrifugaron por 10 min y el paquete celular se transfirid
a un medio nuevo sin Jugo biliar por 30, 60 y 90 min, posteriormente
se realizaron los ensayos de tolerancia como se especificaron en el

punto anterior.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DEL CRECIMIENTQ DE Vibrio cholerae
POR CLORANFENICOL

Se inocularon (1%) tubos con § ml de medio LB el cual contenia
diferentes concentraciones de cloranfenicol [(10, 20,30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, y 100 ug/ml), Sigma Chemical Company, San Luis Mo,
EUA]. Los tubos se incubaron a 37°C por 24 h y después de lo cual
se observo presencia de crecimiento visualmente. La CMI| se tomd
como |la menor concentracion dande se presentd crecimiento de la

bacteria.
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DETERMINACION DEL PAPEL DE LA SINTESIS DE
PROTEINAS EN LA TOLERANCIA AL CHOQUE ACIDO
Y A JUGO BILIAR HUMANO

Cuando los cultivos se encontraron en la parte media de |la fase
logaritmica se adiciond cloranfenicol (100 pug/ml) 5 min después de
iniciado el tratamienta. |nmediatamente después los cultivos se
sametieron a un choque acida ¢ con jugo hiliar humano comga
previamente se describio. Se continué con la metodologia de

tolerancia como se describio previamente.

DETERMINACION DE PROTECCION CRUZADA ENTRE
LOS ESTRES PROBADQS.

Los cultivos fueron expuestos a las condiciones de estrés
subletal acido y por juge biliar humano como se ha especificado
anteriormente @ inmediatamente después se realizaron los ensayos

de tolerancia tal como se especifica a continuacién:
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Ensayo de tolerancia a

Estrés subletal condiciones letales de
1.- Choque acido (pH 5.5 por 20 Altas concentracion de sales
min) biliares (30 mg/ ml)

2.- Jugo biliar humano (3.0 mg/mt | pH acido (Choque letal pH 4.5)
par 20 minutos)

EFECTO DEL ESTRES SUBLETAL SOBRE LA
PRODUCCION DE LA TOXINA DE V. cholerae.

Después de aplicar el estrés subletal, los cultivos se
centrifugaron y las células se resuspendieran en un medio de cultivo
nuevo y fueron incubadas a 37°C por 16-18 h. Posteriormente los
cultivos se centrifugaron a 22,000 rpm por 20 min a 4°C y el
sabrenadante fue recuperado y liofilizado. En este se realizd la

determinacion y cuantificacioan de la enterotoxina presente por un

meétodo de ELISA.

CUANTIFICACION DE LA TOXINA POR EL METODO
DE ELISA

Se siguid el método descrito por Tamplin, et al. (1988), 100 ul
de sobrenadantes de cultivo fueron fijados a wuna placa de

microtitulacion de poliestireno (Costar 33611). La placa se incubd a
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4°C durante15 h en camara himeda, posteriormente las placas fueron
lavadas en 4 ocasiones con la solucion 1 (NaCl 0.15 M, Tween 20 al
0.015% y azida de sodio 0.0001%) y luego se adicionaron 100 ul de
solucidn bloqueadora (NaCl 0.15 M, EDTA 0.001 M, Tris-HCI 0.05 M,
Tween 20 al 0.05% suplementado con 1% de albumina de suero
bovino), Las placas se incubaraon a 37°C en camara hiumeda por 1 h.
Después de lavar los pozos en 4 ocasiones con la solucion 1, fueron
cubiertos con 100 ul de anticuerpos policlonales de conejo contra la
enterotoxina de V.cholerae y se incubd |a placa de nueva a 37°C por
1 h en camara hiumeda. Posteriormente se realizaron 4 lavados con la
solucidn 1, y se adicionaron 100 yl de suero anti IgG de ratan
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma Chemical Co, 1: 25,000). La
placa s¢ incubd durante 2 h a 37°C y posteriormente, después de 4
lavados, se adicionaron 100 pl del sustrato (p-nitrophenil-fosfatasa
disodio), el cual se dejo por 25 min y se detuvo el desarrallo de color
adicionando 100 ul de NaOH 4 N. Se determind la densidad dptica en
un espectrofotometro BioRad (550) a 490 nm.

Para cada uno de los ensayos se realizé una curva estandar.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado cada uno can dos

repeticignes.
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ANALISIS DE LA SINTESIS DE PROTEINAS POR
EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL ACIDO O POR
JUGO BILIAR.

a) ENSAYO DE INCORPORACION

Este ensayo se realizd a fin de determinar la cantidad de
isdtopo que habia que agregar al cultivo para tener una buena
incarporacian y poder detectar claramente las proteinas de interes.
Cuando los cultivos llegaron a |la parte media de |la fase log se
adicionaron diferentes concentraciones del isétopa (100, 150 y 200
MCi/ml) y durante este tiempo se tomaron muestras del cultivo (S ul) y
se colocaron en un filtro de fibra de vidrio (Whatman 1829-025).
Cuando se secaron se colocaron en una caja de petri con acido
tricloroacetico (TCA al 10%) durante 5min, pasieriormente el filtra se
lavd con solucion salina al 85% por 2 ocasiones y finalmente se paso
por etanol al 95% 3 veces. Los filtros se dejaron secar y se colocaron
en frascos de centelleo conteniendo cada uno 5 ml de difeniloxazol
(PPQ) al 0.6% disuelto en toluena.

La radiactividad se determind en un contador de centellea
liguido Analitic Delta (mod. 300) y se utilizo un estandar de carbono

para las |ecturas.
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b) EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL SOBRE EL PATRON DE
PROTEINAS

1) ACIDO

Se activo la cepa camo se menciand anteriormente y a partir de
ella se inocularon tubos con 2 ml de caldo LB y se incubaron a 37°C
en un bafdo de agua. Cuando (o3 cultivos llegaron a la mitad de la
fase logaritmica, se sometieron a un pH 5.5 Después de 5 min en

esta condicion se les agregaron 100 uCi/ml de metionina marcada

(353 Cell- Labelling mix, Amersham Pharmacia Biatech), se dejaron incubando
por 15 min més, al final de lo cual se afadieron 2 ml de acido tricloroacético (TCA)
al 30% frio, a fin de detener el proceso de incorporacidn, y posteriormente las
muestras se colocaron en un recipiente con hielo durante 20 a 30 min.

QOtros juegos de tubos, después del marcaje fueron centrifugados y el
paquete celular se transfirid a medio LB fresco (pH 7.0), los cultivos se incubaron

en bano de agua a 37°C por 30, 60 y 90 min,

1) JUGO BILIAR HUMANO
Se realizd igual que como se especifico para el choque acido, sin embarga
en este caso la condicidn subletal fue de 3.0 mg/ml por 20 min. El procedimiento

que se siguid fue semejante al que se describié anteriormente.
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¢). ROMPIMIENTO CELULAR

Las células fueron centrifugadas y se prabaron diferentes

condiciones para lograr un buen rompimiento celular,

i) Amortiguador de Fosfatos

Se resuspendieron en 2ml del amortiguador de fosfatos pH 7.4
(NaCl al 0.8%, fosfato de sodio dibasico al 0.115%, potasio
monobasico al 0.02%, y KCI al 0.62%). La suspensién fue incubada

37°C durante 30 min.

ii) Amortiguador Tris-HCI pH 8.0 con CaClz y NaCl.
El paquete celular se resuspendid en 2 ml del amortiguador
Tris- HCI pH 8.0, suplementado con 2 mM de CaCi; y 0.3 mM de

NaCl. Las células se suspendieron y se incubaron a 37°C por 30 min.

iii} Método de Dascher

Se llevd a cabo tal como lo describié Dascher, ef al., (1990) can
algunas modificaciones. Las células se resuspendieron en 2 ml del
amortiguador Tris- HClI 30 mM pH 8.0 con 10% de TBS, acido bérico
0.41 M, SDS al 1%, sacarosa al 5%, y DNAsa 0.005 mg/ml.

La muestra se homogenizé y se incubd a 37°C por 30 min.
Finalmente [a suspension se cangeld a —20°C durante toda la noche.

Las muestras se liofilizaron (Labconco modelo 4.5).
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Las proteinas liberadas fueron analizadas par electrofaoresis
unidimensional en geles de poliacrilamida bajo condiciones

disociantes (Laemmli, U., et al, 1970).

d) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

La muestra liofilizada fue resuspendida en 500 ul de agua
desionizada y 500 ul de amortiguador de muestra [(2X) B-
mercaptoetanol al 10%, SOS al 5%, azul de bromafenol al 0.01%
glicerol al 10% y Tris al 1.5% con un pH final de 6.8) Después de
homegenizar la muestra se ¢olocd en un baio de agua a 100°C por 2-
3 min (Maniatics, et al., 1989).

Se llevo a cabo una electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones disociantes, con un gel concentrador al 2.5% y un gel
separador al 12.5 y/o 10%), se aplicaron 100,000 cpm en cada carril,
El voltaje aplicado fue 120 volts para el gel concentrador y 150 volts
para el separadar. Durante el procesc el gel se mantuvo a 5°C con un
sistema de enfriamiento (Fisher Scientific modelo 910).

Una vez terminada la electroforesis, el gel se coloca en una
salucion colorante de azul de Comassie R-250 al 0.1%, metanol al
50% y acido acético al 10% durante 2 h en agitacion constante, se

destino con acido acético al 10%.
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e) FLUOROGRAFIA

Los geles se colocaron en una solucion de dimetilsulfaxido
(DMSO) concentrado durante 1 h y se repitid el proceso en 2
ocasiones. Posteriormente, éstos se colocaron en una salucion de
difenil oxazol (PPO al 22% disuelto en DMSQO) y se lavd el gel con

agua en varjas ocasiones (Harlow, E. y D. Lane,1988).

f) SECADO DEL GEL

Después de la fluorografia el gel se colocd en una solucidn que
cantenia metanal al 20%, acido acético al 7% y gliceral al 5% por 20
minutos en agitacién constante. El gel se deshidraté en un secador
de geles (Bio Rad modelo §43). Se colocd primeramente una capa de
papel filtro humedecida en la misma scolucion y sobre ella el gel y de

nuevo papel filtro. Se aplicéd una temperatura de 60°C durante 2 h.
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g) AUTORADIOGRAFIA

Cuando el gel estuvo seco, se puso en contacto con una
pelicula virgen Kodak X-Omat y se mantuvo en oscuridad en un
cassette a -20°C por 1 o varias semanas. Después se reveld la
pelicula colocandela en una solucion reveladora (Kodak) durante 2
min, seguida de una solucion stop bath (Kodak) durante 30 seg y

finalmente se colocd por 2 min en una solucion fijadora (Kodak).

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS METODO DE
BRADFORD.

Se tomaron 100 yl de |la solucion problema y se anadieron § mi
del reactivo de Bradford (azul brillante Comassie G-250, 50 ml de
metanal al 95% y 100 ml de acido fosfdrico al 85%, la mezcla se aford
a 1 litro con agua bidestilada). Se mezcléo y se dejo reposar por 15
min. Se determind la absorbancia a 595 nm. Se utilizaron diferentes
concentraciones de albamina sérica bovina como estandares. Las
prateinas presentes en las muestras se determinaron mediante una

curva estandar Fig 3 (Bradford, M. M., 1976).
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Figura 3. Curva estandar de albomina bovina por el método de Bradford

ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado cada uno
con dos repeticiones.

Los resultados de tolerancia se sometieron a un analisis de comparacién de
pendientes y posteriormente a una prueba de t pareada para pequefias muestras.

Los resultados de los ensayos donde se aplicé el cloranfenicol fueron
analizados mediante un ANOVA (analisis de varianza) de una sola via por el

método de Fisher.

51



RESULTADOS

RESULTADOS.

EFECTO DE UN CHOQUE ACIDO SOBRE EL CRECIMIENTO
DE V. cholerae .

Para conocer cuales eran las condiciones ideales del estrés acido a aplicar
en los ensayos, las células se sometieron a diferentes valores de pH (3.0, 3.5, 4.0,
4.5, 5.0 y 5.5) por diferentes tiempos (20, 30 y 60 min), con el fin de establecer
aquella condicion que provocara un dafio subletal a las células, pero que les
permitiera recuperarse posteriormente.

Cuando se aplicaron los pH de 3.0, 3.5, 4.0 y 4.5 por diferentes tiempos se
observo la disminucion total de la densidad celular, no permitiendo la recuperacion

de las células en ambas cepas (Fig 4y 5).

—&— Control
—&—pH 35
—&—pH 3.0
~¥—pH 4.0
~8—pH 45

Tiempo (h)

Figura 4. Curva de crecimiento de V. cholerae ATCC 7677 sometida en
la parte media de |a fase log a diferentes valores de pH durante 20 min.
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Figura 5. Cunva de crecimiento de V. cholerae ATCC 1837 sometida en la
parte media de la fase log a diferentes valores de pH durante 20 min.

Cuando se aplicd un choque acido de pH 5.0 y 5.5 se observé que la
densidad optica y la viabilidad de los cultivos fue muy similar a las células control
en ambas cepas (Fig. 8 y 7), de tal forma que elegimos la condicion subletal de pH

5.5 por 20 min para las células de V. cholerae.

LE+I0

‘ LE«®
LE«B
(E) LES7
w
2
| LS —m— Control
— —a—pH50
—a—pH5S
LEsOR
] 1 2 3 8 9 0

Tempo (h)
Figura 6. Curva de crecimiento de V. cholerae ATCC 7677 sometida en la
parte media de |a fase log a diferentes valores de pH durante 20 min.
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Tiempo (h)
Figura 7. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 1837 sometida en la
parte media de la fase log a diferentes valores de pH durante 20 min.

ADQUISICION DE TOLERANCIA AL ACIDO PROVOCADO
POR LA EXPOSICION PREVIA A UN CHOQUE SUBLETAL
ACIDO

En este caso la condicién aplicada fue el choque subletal pH 5.5 por 20 min
y los ensayos de tolerancia fueron a pH 4.5. A partir de las curvas de muerte
obtenidas (Fig 8, 9) se determinaron los valores de letalidad (D 4.5). Observamos
que para la cepa 7677 dicho valor fue de 73.3 min para las células previamente
tratadas con el choque y de 28 min para los tratamientos control. Para la cepa
1837 fue de 60 y 27 min respectivamente (Tabla 1). En base con los resultados
obtenidos se pudo observar que las células de V. cholerae que recibieron un
choque subletal acido resultaron ser al promedio 2 veces mas resistentes que el

control.
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o 20 “@ 80 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura 8. Curva de sobrevivencia de V. cholerae 7677 sometida en la
parte media de la fase log a pH 5.5 durante 20 min. Inmediatamente
después se aplico choque letal de pH 4.5

Figura 9. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 1837 sometida
en la parte media de |a fase log a pH 5.5 durante 20 min.
Inmediatamente después se aplicd un choque letal de pH 4.5.
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Tabla 1. Tolerancia de V. cholerae a pH 4.5. Las células fueron sometidas previamente a un
choque subletal de pH 5.5

Tiempo entre Valores de letalidad D py 45 (min)
CEPA esfrés letal y
subletal (min)
Control Choque
Q* 288+7.2° 73.3+11.2
7677 30 403+20 58.9+12.0
60 355+ 134 73.24+23.2
90 2276+1.2 23622
0 27.1+5.0 59.1+17.4
1837 30 389+ 1438 62.7 £ 17.27
60 32.8%10.5 46.1+ 146
90 24.60 £ 4.96 25.6 £6.22
* Tiempo transcurrido entre el choque subletal y los ensayos de tolerancia.

a): desviacion estandar

DURACION DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL ACIDO

En este caso se siguid la metodologia descrita anteriormente, es decir
después del choque subletal, las células se centrifugaron y se resuspendieron en
un medio fresco pH 7.0 y ahi se mantuvieron por diferentes intervalos de tiempo.
Nuestros resultados indicaron que cuando los cultivos se mantuvieron durante 30
y 60 min, las células siguieron presentando el doble de tolerancia que los controles
(Tabla 2). Sin embargo cuando las células se mantuvieron por 90 min ya no se

observo diferencia entre los tratamientos y los controles (Fig 10y 11).
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Figura 10. Curva de sobrevivencia a pH 4.5 de V. cholerae 7677. Las
células fueron sometidas previamente a un choque subletal (pH 5.5) y
después de varios tiempos se aplico la condicién letal.
1 E+10
1E+08
1E+08
LET?
1E+06 | | @ Control
— ® choque 30
A choque 60
&9 1| w choque 90
1 E«03
0 20 L] 60 80 100 120 140
Tiempo (h)
Figura 11. Curva de sobrevivencia a pH 4.5 de V. cholerae ATCC 1837.
Las células fueron sometidas previamente a un choque subletal (pH 5.5) y
después de varios tiempos se aplico la condicién letal.

57



RESULTADOS

EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL CON JUGO BILIAR
HUMANO EN EL CRECIMIENTO DE V. cholerae

Se probaron diferentes concentraciones de jugo biliar humano (3, 5, 10y 15
mg/ml) y diferentes tiempos, a fin de encontrar la condicién que permitiera la
recuperacion posterior de las células. Cuando se probaron 5, 10y 15 mg/ml, tanto
la densidad Optica, como el numero de células viables, disminuyé
significativamente para ambas cepas (Fig 12 y 13). En tanto, la concentracién de
3 mg/mi permitié la recuperacién de las células (Fig 14 y 15) por lo que esta fue la

concentracién de choque subletal que utilizamos para los ensayos posteriores.

\
1E«00 «

YEQT -
g 16008 - —&— Control
—&— 5 mg/mi
16406 | —=— 10 mg/ml
~#— 15 mg/ml
1E+04 | - v — v 3 .
o 3 “ 8 8 10 2
Tiempo (h)
Figura 12. Curva de viabilidad de V.cholerae ATCC 7677 sometida en la
parte media de |a fase log a diferentes concentraciones de jugo biliar
humano durante 20 min.

-
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Figura 13. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 1837 sometida en
la parte media de la fase log a diferentes concentraciones de jugo biliar
humano durante 20 min.

1E+00
1LE+08
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sl —a— Control
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4] 2 4 8 0

1
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Fig 14. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 7677 sometida en la
parte media de la fase log a 3.0 mg/ml de jugo biliar humano durante 20
min.
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UFCim

—a— control
—=— 3 mg/ml

o 2 " B8 10 12

6
Tiempo (h)
; Figura 15. Curva de viabilidad de V. cholerae ATCC 1837 sometida en la

parte media de |a fase log a una concentracion de (3.0 mg/ml) de jugo biliar
humano durante 20 min.

ADQUISICION DE TOLERANCIA A CONDICIONES LETALES
DE JUGO BILIAR HUMANO COMO RESULTADO DE LA
EXPOSICION PREVIA DE UN CHOQUE SUBLETAL DE JUGO
BILIAR.

Pudimos determinar que las células que recibieron previamente un choque
subletal de jugo biliar humano (3.0mg/ml durante 20 min) adquirieron tolerancia a
altas concentraciones de jugo biliar (30 mg/mil), tal como lo muestra la tabla 2, en
donde podemos observar que las células fueron de 2 a 3 veces mas resistentes a

altas concentraciones de jugo biliar, en comparacion con los controles.
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Tabla 2. Tolerancia de V. cholerae a 30 mg/mi de jugo biliar humano. Las células fueron sometidas
previamente & una concentracion subletal de 3.0 mg/mi

Tiempo entre el Valores de letalidad D (30 mgm) Min
CEPA estrés subletal y el Control Choque
letal (min)
o* 372+£129 68.0 + 14.0°
30 33.0£220 64.4 £ 38.0
7677 60 48.5 11.26 86.3+ 10.84
90 36.3+3.20 39.7210.6
0 435%7.55 87.0+7.15
30 4001 0.0 850+ 13.7
1837 60 40.0+7.10 749+ 13.27
90 4241762 494 + 19.11

"Tiempa transcumida antre 8l choque subletal y los ensayoes de tolerancia.
1) Desviacion ostandar.

DURACION DE LA TOLERANCIA ADQUIRIDA AL JUGO
BILIAR HUMANO

En nuestro trabajo encontramos que las células conservaron la tolerancia
adquirida a altas concentraciones de jugo biliar humano por 30 y 60 min
posteriores al choque subletal. A los 90 min no se encontrd diferencia significativa

entre tratamientos y los controles en ambas cepas (Fig 16y 17)
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1E0 — — D —— ——
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Figura 16. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 7677 a 30
mg/mi de jugo biliar humano. Las células fueron sometidas previamente
a un choque subletal (3.0 mg/ml) y después de varios tiempos se aplicé

la condicion letal.

L
Tiempo (h)
Figura 17. Curva de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 1837 a 30
mg/ml de jugo biliar humano. Las células fueron sometidas previamente

a un choque subletal (3.0 mg/ml) y después de varios tiempos se aplicd
la condicion letal.
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EFECTO DEL CLORANFENICOL EN LA ADQUISICION DE LA
TOLERANCIA AL ACIDO Y AL JUGO BILIAR HUMANO

Lo primera que se determind fue la concentracion minima inhibitoria del
crecimiento de las cepas expuestas a cloranfenicol a fin de determinar la
concentracién que se deberia de aplicar en los ensayos posteriores. Se probaron
diferentes concentraciones; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pg/ml de

cloranfenicol. Encantramos que en ambas cepas la CMI fue de 60 pg/ml (Tabla 3).

TABLA 3. Crecimiento de V. cholerae expuesta a diferentes concentraciones de cloranfenicol.

Antibidtico | 10 20 30 40 50 60 70 80 90 | 100
Cepa

7677 SC*| SC | SC | SC | SC [NGC*™| NC | NC | NC [ NC
1837 SC | SC | SC|[SC|SC | NC| NC| NC | NC | NC
(bgiml)
* Si crecid
**No crecid

Cuando se agregd el cloranfenicol a los cultivos conjuntamente con el
estrés subletal, pudimos observar que las células perdian la capacidad de tolerar
altas concentracicnes de acido a jugo biliar humano (Tabla 4). El analisis

estadistico reveld que no habia diferencia entre estos tratamientos y los controles.
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Tabla 4. Valores de letalidad de V. cholerae somstidos a un estrés letal (jugo biliar humang o
acidez) y en algunos cases durante este iratamiento se aplico cloranfenicol.

Cepa |Condicién Valores de letalidad

letal (min)

Control Choque Control Choque
Jugo + +
biliar 30 cloranfenicol | cloranfenicol
7677 mg/ml |536+20a| 71.2+20.8 43.8%x44 498146
1837 700143 75417.2 51.7 £5.7 57.21 148
7677 | pH acido | 25.5%6.3 33.7%6.1 16.7 £ 0.0 18.2%06
1837 4.5 414312 | 48.2+£7.0 129%7.0 158107
a. Desviacion egténdar
RESPUESTA CRUZADA

En este apartade encontramos resultados cantrastantes. Por un lado
demostramos que la exposicion de células de V. cholerae a 3.0 mg/mL de jugo
biliar humano por 20 min hacia a las células ligeramente mas sensibles a un pH de
4.5 (Tabla 5), en comparacion con las células que no recibieron el tratamiento
subletal con jugae biliar. Sin embargo, la sensibilidad observada no fue
estadisticamente significativa. Por otra lado cuando aplicamos primero un choque
subletal acido a las células, estas presentaron el dobie de resistencia a una
condicion letal de jugo biliar humano en comparacién con el control (Tabla 6).
Ademas observamas que la duracidn de esta talerancia se prolongo hasta por 60

min después del choque subletal en ambas cepas.
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Tabla 5. Valores de letalidad de V. cholarae expuesta a pH 4.5. Las células fusron expuestas
previamente a una concentracion subletal de jugo biliar humana.

Cepa Valores de |etalidad D py 45 min
Control Choque

7677 20.00+29° 196+ 9.0

1837 69+13 63107

a) desviacidn eEndar

Tabla 6. Tolerancia de V. cholerae a 30 mg/mL de jugo biliar humano. Las células fueron

sometidas previamente a una concentracion subletal de acidez (pH 5.5)

Cepa Tiempoentreel | Valores de letalidad D (39 mgany Min
choque subletal y Control Choque
el letal

7677 0 20.1+3.0° 55.0+13.4
30 350+6.0 60.3+£250
60 400+74 47.22 £ 23.0

1837 0 33.0+11.0 6541218
30 242+ 10.4 37.0x17.7
60 360184 56178

a) desviacion estandar

EFECTO DE UN CHOQUE SUBLETAL EN LA PRODUCCION
DE LA TOXINA DE V. cholerae

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7. Cuando analizamos la
cepa 7677, y aplicamos un choque subletal acida, no encontramos diferencia entre
las controles y tratamientos, Sin embargo cuanda el choque subletal fue con jugo
biliar humano, la toxina producida fue menor y el analisis estadistico mostré la

existencia de diferencia entre tratamientos y controles. Cuando analizamos la cepa
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1837 encontramos el mismo comportamientc que en la cepa anterior; s decir que
el choque acido no afecta la produccidn de la taxina pera si disminuyo ligeramente
con un choque subletal con jugo biliar humano, sin embargo en ests caso sl
analisis estadistico mostré que no existia diferencia significativa con respecto al

control.

Tabla 7. Produccion de toxina de V. cholerae. Las células fuesron sometidas a un choque subletal.

Choque Concentracion de la toxina Diferencia
Cepa subletal mg/ml proteina total. significativa
Control Choque
1677 pH 5.5 314+54* 302+60" No
7)™ 3.0 ™
3.0 mg/mi 2711286 20.3 £3.0 Si
j.biliar (1.4) (1.5) _
1837 pH 5.5 277273 31.010.5 No
(3.6) (0.3)
3.0 mg/ml 2895+ 5.4 318¢+14 No
avA @7). (©.7)
*desvaciin esténdar
** eftor estirkiar de la media

EFECTO DE UN CHOQUE ACIDO SOBRE LA SINTESIS DE
PROTEINAS

Se midié la sintesis de proteinas mediante la incorporacion de metionina
(®S) de nuestras cepas. Esto lo realizamos ulilizando diferentes concentraciones
del isotopa (100, 150 y 200 pCi/ml), durante 20 min. Establecimos que la mejor
incorporacidn se produjo a 200 pCi/mL, por lo que utilizamos esta concentracion

en los ensayas posteriores (Fig 18 y 19).
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—a— Control
Tome —m—Ch (pH 5.5)
‘6 5 ﬂ 15 B 5 25
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Figura 18. Curva de incorporacién de **S por las células de V. cholerae
ATCC 7677. La concentracion del is6topo fue de 200 pCi/m.

450000
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Figura 19. Cunva de incorporacion de S por las células de V. cholerae ATCC
1837. La concentracion del is6topo fue de 200 pCi/ml.
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ANALISIS DE LA SINTESIS DE PROTEINAS DE V. cholerae
SOMETIDA A UN CHOQUE SUBLETAL DE JUGO BILIAR
HUMANO

Las condiciones aplicadas en el rompimiento y marcaje de las células fue
igual al aplicado en los ensayos de acidez, ya que comprobamos que también
eran las mejores condiciones para el marcaje y rompimiento de las células Fig. (20

y 21)

Tempo (min)

Figura 20. Cunva de incorporacion de **S por las células de V. cholerae
ATCC 7677. La concentracién del isétopo fue de 200 pCi/ml.
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Figura 21. Curva de incorporacion de **S por las células de V. cholerae
ATCC 1837. La concentracion del istopo fue de 200 pCi/ml.

ANALISIS DE LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE
PROTEINAS INDUCIDAS POR UN CHOQUE ACIDO
SUBLETAL

Se probaron diferentes metodologias para el rompimiento de células, pero
la mas adecuada resulté ser la reportada por Dascher, et al, 1990, con una
modificacion. Cuando analizamos las proteinas de las células tratadas con un
choque acido pudimos observar que en la cepa 7677 se inducian 4 proteinas. Los
pesos moleculares fueron de 106, 94, 88 y 77 kDa (Fig 22). Ademas se observé
que aun después de 90 min de haber aplicado el choque subletal estas se
siguieron sintetizando en grandes cantidades. Por otro lado, cuando se analizé la
cepa 1837 se observé la induccién de 1 PCHA con un peso molecular de 106 kDa

y también permanecié por 90 min después del choque subletal (Fig 23).
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ANALISIS DE LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE
PROTEINAS INDUCIDAS POR UN CHOQUE CON JUGO
BILIAR HUMANO

Establecimos que un choque subletal de jugo biliar humano es capaz de
alterar el proceso de sintesis de proteinas. Encontramos que en la cepa 7677 la
induccion de al menos 7 proteinas (114, 106, 101, 88, 84, 56, y 46 kDa) como
respuesta a este tratamiento (fig. 24), mientras que para la cepa 1837 la induccion
fue menor detectandose 3 proteinas (97, 88 y 77 kDa). (Fig 25).

En ambas cepas la induccion de estas proteinas permanecid 80 min

después de la aplicacion del choque subletal.
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Figura 22. Autoradiografia de
los patrones de proteinas
totales de V. cholerae ATCC
7677. Las células fueron
somelidas a choque acido (pH
5.5 por 20 min) a) control, b) o
min, ¢) 30 min, d) 60 min y e)
80 min después del choque
subletal,

RESULTADOS

Figura 23, Autoradiografia de los patrones
de proteinas totales de V. cholerae ATCC
1837. Las células fueron sometidas a
choque acido (pH 5.5 por 20 min) a) control,
b tiempo O ¢) 30 min, d) 60 min y e) 80 min
después del choque subletal.
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E’
L

Figura 24. Autoradiografia de los .

patrones de proteinas lotales de V. Figura 25. Autoradiografia delos
cholerae ATCC 7677 patrones de proteinas totales de
a) control, b) 30 min, ¢) 60 min y d) 90 V. cholerae ATCC 1837. a)
min. Células sometidas a choque control, b) tiempo 0 y c) 80 min
subletal con jugo biliar humano (3 mg/ células sometidas a choque
mi por 20 min) en la mitad de la fase subletal con jugo biliar humano
log. (3 mg/ml por 20 min) en la mitad

de la fase log
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DISCUSION

Durante el procesamiento de los alimentos se aplica una gran variedad de
condiciones de eslrés, los cuales se pretende que interfieran con la homeostasis
bacteriana, con la finalidad de eliminar los microorganismos indeseables. Sin
embargo, en algunas ocasianes, los microorganismas sobreviven, Se piensa que
esto es debide a que se desencadenan una respuesta compleja que habilita a los
contaminantes a sobrevivir a algunas condiciones ambientales extremas (Buncic,
Sy S. M. Averey 1998; Miller, et al, 1989),

Se ha demostrado que algunos microorganismos entéricas como
Saimonella Typhimurium, S. flexnen y E. ¢oli, prefieren crecer en ambientes de
pH neutro, sin embargo, ellos pueden enfrentarse a cambios bruscos de pH en |la
naturaleza y durante su patogénesis {(Bearson, S., 1996).

Cuando nosotros determinamos las condiciones ideales del choque acido
en las células de V. cholerae, pudimos observar que al aplicar pH de 3.0, 3.5, 4.0y
4.5 por 20 y 30 min, las células murieron, no permitiendo su recuperacién. Cuando
analizamos un choque de pH 55 se estresaron las celulas pero una gran
proporcion se mantuve viable, sin embargo en nuestros ensayos seleccionamos
un pH de 5.5 ya que a esta candicion la poblacion disminuia menos de una unidad
logaritmica. Merrell y Camili (1999) utilizaron estas mismas condiciones de esirés
sobre otras cepas de V. cholerae. Se observo que V. cholerae fue capaz de
adquirir tolerancia a un pH acido de 4.5 cuando se sometido previamente a un
choque subletal de pH 5.5 por 20 min. Nuestros resultados concuerdan con lo

reportado por eskis autores, quienes trabajaran con una cepa virulenta de V.
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cholerae biotipo El Tor. Ellos encontraron que a un pH de 5.7 las células se
esiresaron pero pudieron recuperarse posteriormente. Y ademds fueron mas
tolerantes a un pH de 4.5 que aquellas células que no recibieron el pH acida
moderado.

También nuestros resultados concuerdan con trabajos en otros
microorganismos donde se observo la adquisicion de tolerancia al acido [Brucelia
Suis (Kulakov, et al., 1997; L. monocytogenes (Juneja., V. K, et al, 1998);
Streptococcus mutans (Svensater, G. et al., 2000) V. cholerae el Tor (Nesper, J.,
et al, 2001)].

Este proceso de adquisicion de tolerancia al acido es de gran importancia
debido a que cuando una bacteria contamina alimentos que pudieran ser
sometidos a condiciones acidas moderadas, el estrés pudiera habilitar a estos
microorganismos a tolerar condiciones mas dcidas, tales como el pH del
estomago. Por lo que se debe de tomar en cuenta esta capacidad de la bacteria
para establecer las medidas pertinentes a fin de lograr su eliminacion total.

Se ha establecido que la respuesta de adquisicion de tolerancia al icido es
una respuesta temporal, sin embargo varia grandemente de organismo a
organismo. Nosotros encontramos que se prolangd 1 h después de aplicado el
choque subletal. Esto mismo se ha reportado para L. monocytogenes (Davis, J.
M., et al, 1996).

Por ofro lado, analizamos si la sintesis de proteinas era importante en la
adquisicion de tolerancia en V., cholerae, ya que reportes previos han indicado que
la adquisicion de tolerancia a condiciones letales puede ser dependiente o

independiente de proteinas. (Morimoto, ef &/, 1990; Karem, K. L, el a/ 1894,
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Foster, J. W., 1995, 1999; Waterman, S. R. y P. L. C. Small. 1996). Encontramos
que en V. cholerae la sintesis de proteinas es muy importante en la adquisicion de
talerancia.

Se tienen reportes de que los factores ambientales pueden estimular
algunos genes involucrados en la produccion de la toxina del cdlera, al afectarse la
expresidn del regulon ToxR (Skorupski, K. y R. K. Taylor 1997).

V. cholerae es considerado un organismo alcalindfilo, ya que su mejor
crecimiento se obtiene & pH alcalinos, de hecho crece muy bien en medios
adicionados con sales biliares. En este trabajo nosotros tratamos de entender algo
de esta capacidad de resistencia.

Establecimos las concentraciones ideales de jugo biliar para estresar a las
células pero no para provocar disminucion de su poblacion , encontrando que a 3
mg/ml por 20 min se lograba nuestro objetivo,

Ademas, encontramas que al igual que para condiciones estresantes de
acidez, se lograba la adquisicion de tolerancia a condiciones letales de jugo biliar
humano, si previamente se sometian a una condicion subletal. Esta misma
respuesta ha sido observada en otros microorganismos como Enferococcus
faecalis (Flahaut, et al, 1996) y Lacfobacillus (Tannock, G. W.,, et al, 1997;
Gilliland, 8. E., et al 1977; Yokata, A ., ef al, 2000 y Dunne, C., ef af, 2001).
Cuando analizamos cuanto tiempo se mantenia esta tolerancia adquirida
encontramos que permanecia por 60 min.

Se ha reportado un fendomeno conocida coma respuesta cruzada, es decir
la tolerancia a un estrés letal como resultado de la exposicion previa a un estrés

subletal diferenta. Nosaotros tratamos de determinar si en V. cholerae también se
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presentaba este fendmeno, y encontramos resultados muy interesantes;
establecimos que cuando las células se sometian a un estrés subletal acide,
adquirieron tolerancia a concentraciones letales de jugo biliar, sin embargo cuando
invertimos las caondiciones la respuesta adaptativa no se presentd. Estas
aobservaciones concuerdan con lo que realmente pasa en el organismo;
primeramente las células pueden recibir un estrés subletal acido y posteriormente
sobrevivir las descargas biliares en el duodeno. Sin embargo, seria muy
importante estudiar mas a fondo este aspecto.

Algo semejante ha sido observado por ofros investigadores coma
Ravishankar, (1999) que al trabajar con Listeria monocytogenes establecié que la
adaptacion al acido no brindd proteccion a altas concentraciones de
lactoperoxidasa. Contrariamente Leyer, ef a/, (1993) demostraron que un choque
acido provocaba proteccién al calor, al estrés oxidativo y a estrés osmatico en S.
Typhimurium. Sin embargo, en €308 mismos ensayos, ni el choque térmico, ni el
osmético indujeron tolerancia al acido. También, Flahaut, et a/, (1996), estudiaron
la proteccion cruzada en E. faecalis al ser expuesto a las sales biliares, pH acido y
un choque térmico, encontrando que las células sometidas a altas temperaturas y
a sales biliares indujeron resistencia a condiciones extremas de un estrés
diferente, mientras que las sometidas a bajos pH no mostraron proteccion contra
la exposicion a sales biliares. |

Nesper, et al (2001) establecieron que el papel del jugo biliar en el intestino
es, aparte de su accidn digestiva, impedir la activacion transcripcional de ToxT,
incrementar la motilidad intestinal y la quimiotaxis, impidiendo de esta manera que

la bacteria cubra el mucus, por lo que en personas sanas con descargas biliares
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normales, esta puede ser una barrera para impedir la colonizacion por
microorganismos indeseables.

Ya desde hace mas de una década se ha establecido que las condiciones
de estrés ambiental influyen en la produccion de la toxina coleragena. Se ha
encontrado que el activador transcripcional ToxR, es modulado por una respuesta
de choque térmica (Parson y Mekalanos, 1990). De acuerdo con [o anterior,
nosotros nos propusimos investigar si un choque subletal acido o con jugo biliar
afectaban la produccion de |a toxina. A diferencia con lo reportado, encantramos
que el chaque acido no afectd ka produccion de la toxina. Sin embargo cuando
aplicamos un choque subletal con jugo biliar humano en una de las cepas
analizadas encontramos una disminucion de esta. Trabajos anteriotes
demostraron que sefiales ambientales madulan la expresién de un factor
dependiente de ToxT en V. cholerae, y esta por consiguiente da pie a que
disminuyan las defensas inmunologicas y puede ser otro factor para que la
enfermedad se presente (Provenzano, et al, 2000).

Al estudiar la sintesis de proteinas durante un choque acido y con jugo biliar
fue necesario determinar la concentracion del isotcpo necesario para marcar
nuestras ceélulas. Reportes de trabajos similares indicaban cantidades muy
variables (Kilstrup, M., et a/ 1997; Jorgensen, F. et af 1999; Svensdter, G, ef a/
2000), por lo que nasotros determinamos la cantidad adecuada. Encontramas que
200 uCi/ml era la cantidad que permitia un buen marcaje. Esta concentracion
resultd ser muy alta en comparacion con otros trabajos, consideramos que esto
fue debido a que el medio que usamos era muy rico en aminoacidos los cuales

competian con los reactivos que agregamos (Karem IC L., ef a/, 1994; Wai, S. N.,
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ef al 1996). Ademas durante estos ensayos se probaron varios métodos de
rompimiento celular ya que los reportados en la literatura utilizaban lisozima y
comprobamos que causaba problemas a la hora de estandarizar la cantidad de
proteinas durante la separacion electroforética. Nosotros encontramos que al
madificar levemente el método de Dascher, ef a/, (1990), se obtenian buenos
resultados.

Cuando estudiamos los patrones de proteina producidos durante el choque
acido pudimas observar la induccion de 4 PCHA para la cepa C7677 mientras gue
en la cepa 1837 salo indujo 1 PCHA. Estas diferencias pudieran deberse a que la
ultima es seratipo 0139 y la otra es O1.

Las proteinas inducidas se presentaron hasta 90 min después de aplicar el
choque acida, que fue lo mismo que durd |a tolerancia. Algo que llamé la atencidn
fue que la cepa que indujo una sala proteina resultd ser mas sensible a la
condicion de acidez comparada con |a ofra cepa.

En relacion con la respuesta al jugo biliar humano, tambien se presentaron
diferencias en cuanto al numero y peso de las proteinas encontradas, ya que para
las cepas C7677 se detectaron 7 proteinas, mientras que para la cepa 1837 solo
se indujeron 3. Sin embargo, en ambos casos las proteinas inducidas
permanecieron 30 min después de aplicado el estrés. Algo que encontramos fue
que la mayor concentracion de proteinas se observo despues de 90 min de que se
habia quitado el estrés subletal. Consideramos que seria interesante estudiar mas

al respecto a fin de encontrar una explicacion a esita observacion.
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JeevanJyot y Ghosh en 1995 demostraron que al aplicar un choque térmico
a las células de V. cholerae se inducian 5 proteinas En nuestro trabajo
encontramas algunas prateinas caon pesos maleculares similares a estas.

Se ha reportado que se pueden inducir proteinas homologas bajo diferentes
condiciones de estrés. Resultaria de gran interés determinar esto en V. cholerae.

En base con todas nuestros resultados, podemos tratar de entender el
posible mecanismo adaptativo que sufre V. cholerae al pasar por la acidez de
estomaga y posteriormente enfrentarse a jugo biliar. Aunque para establecer esto

con certeza hace falta estudios mas profundos al respecto.
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CONCLUSIONES

Les choques subletales acida (pH 5.5) y por juga biliar humano (3 mg/ml)
aplicado a las celulas de V. cholerae provocaron un estado adaptativo que

permitid su recuperacion posterior,

V. cholerae ATCC C76877 y 1837 adquirieron tolerancia a pH 4.5, como

consecuencia de un choque acido previo de pH 5.5 par 20 min.

V. cholerae ATCC C7677 y 1837 adquirieran tolerancia a 30 mg/ml de jugo

biliar humano si previaments se expusieron |as células a la condicion subletal de 3

mg/mi

La adquisicion de tolerancia al acido y jugo biliar en V. cholerae como

resultado del choque subletal previo se prolongd hasta 1 h despuses de aplicado

esta condicidn subletal.

V. cholerae es capaz de sobrevivir a un choque letal de jugo biliar (30

mg/ml) si previamente es sometido a un choque subletal acido (ph 5.5/ 20 min).

La sintesis de proteinas durante un choque acido y con jugo biliar en V.
cholerae, es importante para la adquisicion de tolerancia a candiciones extremas

de estos tipos de estrés.
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En ambas cepas la produccion de la enterotoxina de V. cholerae no es

afectada por un choque subletal 4cido ni por jugo biliar humano.

Cuando se aplicd un choque dcido subletal de pH 5.5 en la cepa 7677 se
indujeron 4 PCHA (106, 94, 88, y 77 kDa), mientras que en |la cepa 1837 sulo se
indujo 1 PCHA (106 kDa). Ademas se observd que aun despusés de 90 min de

haber aplicado este estrés, las proteinas se siguieron sintetizando en grandes

cantidades.

Al aplicar un choque subletal de jugo hiliar humano se indujeron 7 proteinas
para la cepa 7677 ( 114, 106, 101, 88, 84, 56, y 46 kDa), mientras que para la
cepa 1837 solo se indujeron 3 ( 97, 88, y 77 kDa). En ambas cepas |a Induccién se
prolongo hasta 90 min después de aplicado el estrés, tiempo en el cual se observd

la mayor cantidad de proteinas inducidas.
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PERSPECTIVAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

Las proteinas del estrés pertenecen a un grupo de proteinas esenciales
gintelizadas por todos los organismos incluyendo bacterias gram positivas, como
gram negativas, levaduras, plantas, células humanas y arqueobacterias.
Diferentes estudios concuerdan con que estas proteinas san miembros de una
clase de proteinas altamente conservadas, préviamente designadas como
antigeno camun. Por lo que seria interesante determinar si algunas de las

proteinas encontradas tienen homologia con las que se han caracterizado en otros

organismos.

Se ha establecido que las proteinas del estrés pueden actuar como
potentes inmunogenoes y factores de virulencia en algunos micreorganismas, por lo
que también seria de gran interés establecer si durante un proceso infectivo, se

induce una respuesta humoral en conira de algunas proteinas del estrés.

En nuestro trabajo estudiamos la respuesta del microorganismo contra una
condicion de acidez producida por un &cido inorgdnico. Sin embargo, sabemos
que los acidos organicos se han utilizado desde hace tiempo como conservadores
de alimentos. Tomando en cuenta que V. cholerae contamina estos, seria
sumamente imporlante estudiar si la respuesta es semejante contra estos acidos,
a fin de predecir la capacidad de resistencia del microorganisma en productos

alimenticios. Ademas, para entender la fisiologia del microorganismo, también
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seria interesante estudiar, si la respuesta observada es semejante al exponer a la
bacteria a jugo biliar, en donde aparte de las sales biliares se encuentran otros

compuestos que pudieran modificar la respuesta cbservada.

Como es conocida, V. cholerae es un patégeno que se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza, normalmente en estuarios asociado con
ofras organismas tales camo moluscos y algas. Se ha reportado en otros
organismas que el estrés gsmotico y el oxidativo, provocan un cambio en la
morfalogia de la membrana extema e incluse se ha reportado que el
lipopolisacarido juega un papel importante en la resistencia al estrés. En este
trabajo nosotros proponemos estudiar si el choque acido o con jugo biliar afecta la

morfologia del vibrion, asi como la composicién de la capsula.
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