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I RESUMEN l

Desde hace tiempo se demostrd que cuando las células de Clostridium

perfringens eran sometidas a un estrés térmico se inducia la produccién de proteinas
del estrés, las cuales entre otras funciones podian proteger a las células a
temperaturas elevadas, normalimente letales.

Recientemente se ha demostrado que bacterias sujetas a un determinado tipo
de estrés favorecen la induccion de diversos metabolitos que se liberan al medio y
proporcionan la capacidad de adaptar a otras células a condiciones no permisibles
para su supervivencia.

Ya que C. perfringens es una bacteria anaerobia patdgena para el hombre y
animales, el entendimiento de los factores que “pudieran intervienen en la
sobrevivencia de este patégeno resultarian interesantes.

El objetivo de este trabajo fue establecer si metabolitos liberados al medio de
cultivo de células estresadas provocaban una proteccién contra una temperatura letal.

C. perfringens fue cuitivado en caldo tioglicolato a 37°C. Cuando los cultivos
alcanzaron la parte media de la fase logaritmica, fueron sometidos a un choque
térmico de 50°C/30 min. Inmediatamente después las células se centrifugaron y los
sobrenadantes se colocaron en tubos con c¢élulas no sometidas al estrés de
temperatura. Las diferentes combinaciones de tratamientos fueron colocados a 55°C y
se tomaron alicuotas cada 15 min para determinar viabilidad celular por el método de

difusion en placa.



Nuestros resultados indicaron que los sobrenadantes de células estresadas, no
provocaban una proteccion a temperaturas letales como lo hacen las células
completas, sin embargo, si permitian mayor tolerancia a altas temperaturas que las
células no estresadas y que no fueron tratadas con estos sobrenadantes.

El efecto protectivo de los sobrenadantes disminuy6 notablemente cuando estos
fueron calentados a 100°C/15 min por lo que podemos sugerir que el/los metabolitos

involucrados son de naturaleza proteica.



INTRODUCCION

[ AEeauDcont

Las enfermedades transmitidas por alimentos son consideradas como una de

las principales causas de morbilidad en paises indusirializados y en vias de desarrollo,
lo cual representa una gran problematica en él area de la salud y a nivel econdmico
(Todd, E. C., 1989).

Los agentes etiolégicos mas importantes que causan problemas al ingerir
alimentos son de origen microbiano, y el mayor porcentaje de infecciones e
intoxicaciones son producidas por bacterias, los hongos juegan un papel importante y
en una menor proporcion los virus (Eley, A. R., 1996).

Las bacterias han desarrollado mecanismos de adaptacion que les permite
sobrevivir a condiciones adversas lo que ha causado '-probiemas inesperados en la
industria de alimentos.

Una de las mas comunes e importarntes enfermedades humanas
gastrointestinales es el envenenamientoc por alimentos causada por Clostridium
perfringens tipo A. Esta bacteria patdgena esta ampliamente distribuida en suelo y
aguas residuales (Mc Clane, B.A., 1997). Produce también otras enfermedades
humanas como la gangrena gaseosa (mionecrosis clostridial), enterocolitis
necrotizante de infantes, muerte subita infantil y enteritis necrética, ademas es
causante de enfermedades de importancia veterinaria como la disenteria en corderos,

diarreas en diversos animales, enterotoxemia en ovejas, borregos y ganado vacuno, ia



enfermedad pulposa del rifion en cabras y la enteritis necrética equina (Griffiths, N.J.,
_1997; Labbé, R.G.,1989; Meer, R. R., 1997).

Los factores que contribuyen a la aparicion de brotes producidos por esta
bacteria son asociados principalmente a los tiempos inadecuados de coccion de los
alimentos y a una manipuiaciéﬁ o) tratamiento ihCorrecto en etapas finales. Cabe
mencionar ademas que este microorganismo puede tener un tiempo de duplicacion
muy corto (7.8 minutos) y la capacidad para formar esporas como estructuras de
sobrevivencia (Labbé, R.G.,1989).

Desde hace tiempo se demostrd que cuando las células de C. perfringens eran
sometidas a un estrés térmico se inducia la produccion de proteinas, las cuales entre
otras funciones, podian proteger a las céluias a temperaturas elevadas normalmente
letales (Heredia, N. et al, 1996).

Investigaciones mas recientes dehostraron que cuando célutas de E. coli eran
sujetas a un estrés térmico, liberaban al medic de cultivo diversos metabolitos, los
cuales podian proporcionar una proteccion al calor en ofras células que no se
sometieron a un estrés previo (Nikolaev,Y.A., 1997).

Debido a todo lo anterior, consideramos que el estudio de la capacidad
protectiva de los sobrenadantes de C. perfringens estresados pudiera ser de gran
importancia ya que al ser un patdogeno que contamina alimentos, estos podrian
calentarse y provocar la liberacion de metabolitos de la bacteria que pudieran
favorecer la resistencia de otras bacteria contaminantes no sometidas a condiciones

ietales.



Los resultados de este trabajo pueden ser de gran importancia, para ayudar a

establecer pautas sanitarias adecuadas para evitar la intoxicacion alimentaria por esta

bacteria.



| ANTECEDENTES I

C. perfringens actualmente es una de las bacterias patdgenas mas ampliamente

importancia:

distribuidas y estudiadas, sin embargo, fue reconocidoc como un importarite agente
causal de enfermedades a partir de las décadas de 1940 a 1960. Entre las
enfermedades que causa se encuentran: la gangrena gaseosa, diarrea cronica
humana, sindrome de muerte slbita infantil, el envenenamiento por alimentos, la
gastroenteritis y la enteritis necrdtica (McDonel, J.L., 1986). También se establecié que
era el causante de enfermedades veterinarias como la enterotoxemia clostridial en
animales domésticos y la enfermedad pulposa del riidn en corderos. Las tasas de
mortalidad en estas liegaron a ser hasta de un 100% por lo que tuvo un gran impacto
econémico (Misérez, R, 1998).

Las enfermedades ocasionadas por C. perfringens son generaimente mediadas
por la produccidon de enzimas extracelulares 6 toxinas. Asi en el envenenémiento por

alimentos se involucré una enterotoxina (Labbé, R.G., 1989).

Caracteristicas del microorganismo:

C. perfringens anteriormente conocido como C. welchii, pertenece a la familia
Bacillaceae. Esta una bacteria anaerobia, gram-positiva, formadora de esporas,
encapsulada, no mévil y de tamano variable. Se puede encontrar como parte de ia

flora normal en suelo, agua, aire, alimentos y en tracto intestinal { McClane, B. A,

1996).



Dentro de las c;aracterfsticas mas importantes presentadas por C. perfringens se
encuentran: la capacidad de crecer a temperaturas relativamente altas (43-45°C), tiene
un corto tiempo de generacion de alrededor de 10 minutos, lo que permite su rapida
muitiplicacién en los alimentos (Labbé, R., 1989). Esta bacteria se clasifica como un
anaerobio obligado, sin embargo, crece en presencia de bajos niveles de oxigeno ya
que requiere de modestas reducciones de potencial oxido-reduccion (Eh) para su
crecimiento (Hayes, P.R., 1992).

Al menos 13 toxinas diferentes son expresadas por C. perfringens y en base a
gque una célula produce un subgrupc definido de estas toxinas, se form¢é un sistema de
tipificacion de toxinas que es usado para clasificar a las cepas dentro de cinco tipos
toxigénicos {A-E) (McClane, B. A, 1996). Sin embargo su virulencia ha sido asociada
con su capacidad para expresar principalmente las toxinas a, B, &, € 1 (Yoo, H.§,,
1997).

La alfa (a) toxina fue conocida también como fosfolipasa C 6 lecitinasa y ha sido
reconocido como unos de los mas importantes factores de virulencia de este
microorganismo. Esta metaloenzima multifuncional es la principal causante de ia
gangrena gaseosa (mionecrosis clostridial); la cual posee actividad de fosfolipasa y
esﬂngomieiinasa que son las responsables de la citotoxicidad, necrosis y hemdlisis
(Rood, J. 1., 1991).

En 1998 Miyamoto et al, demostraron que la epsiion (g) toxina, fue capaz de
gjercer una accidon neurotdxica después de gue se inyecté intravenosamente en

animales de laboratorio, sin embargo sus efectos no fueron tan peligrosos como las



toxinas botulinica ¢ tetanica. Ademas, continuamente se han estado caracterizando
nuevas toxinas producidas por este microorganismo (Maryse, G., 1997). |

La enterotoxina (CPE) es otra toxina producida por C. perfringens que esta
involucrada con la intoxicacidon por alimentos (Meer, R.R.,1997). Esta proteina
presenta como caractefisticas un peso molecular de 35,000 Da, un pl de 4.3, 319
aminodacidos de longitud y es inactivada a una temperatura mayor de 53°C por mas dé

5 min { Rood, J.I., 1991; McClane, B. A., 1996).

Esporulacion

Cuando las condicioneé ambientales no son favorables para la aparicion de las
células vegétativas, principaimente por la carencia de fuentes de carbono © de
nitrégeno, C. perfringens comienza la formacidén de. esporas. Estas uitimas son
estructuras de sobrevivencia que resisten el estrés del medio ambiente como la
radiacién, la desecacién y el calor (Hayes, P., 1992).

La resistencia al calor de los microorganismos, probablemente es uno de los
factores mas estudiados, ya que tiene mayores implicaciones para la industria de
alimentos, puesto que las esporas pueden sobrevivir durante la coccidon de estos y
después germinar (Brett, M.M. 1994, Labbé, R., 1989; McClane, B. A., 1996). Mas
investigaciones al respecto han demostrado la sobrevivencia de estas estructuras
después de la coccion de carne contaminada a 100°C durante 1 h (Doyle, M., 1997).

Una gran cantidad de cepas de C. perfringens resistentes al cator han sido

involucradas con brotes de envenenamiento por alimentos (Guzman, A., 1989).



La activacién de las esporas es el paso de espora a célula vegetativa y puede
ser inducida por diversos factores, sin embargo el mas ampliamente usado es su
calentamiento a una temperatura subletal 75-80°C por 15-20 min (Labbé, R., 1989). El
proceso de activacion, no esta bien definido, pero se ha determinado que el cator
induce el cambio de una espora én latencia a una metabolismo activo, en donde la
espora germinada presenta degradacidn de su corteza, una mayor cantidad de
mineraies y acido dipicolinico liberados al medio (McClane, B. A., 1996).

El proceso de esporulaciéh y produccién de enterotoxina esta relacionado de
manera importante, ya que su expresion es fuertemente regulada durante este
proceso. La toxina puede ser producida en grandes cantidades, llegando incluso a
representar del 15 al 30% de la proteina total celular y generalmente su sintesis se
detecta después de 2 a 3 h de haber comenzado el proceso de esporulacién. La
enterotoxina se libera cuando la célula madre se desintegra para liberar a la espora
madura (McClane, B. A, 1996).

Aunque las células vegetativas pudieran ser capaces de producir pequenas
cantidades de enterotoxina esta no es significativa como para producir un cuadro
patogénico. Se han realizado estudios para determinar si la enterotoxina juega un
papel importante en el proceso de formacién de esporas; Ryu y Labbe en 1989,
encontraron solo pequenas cantidades de enterotoxina asociados con la espora, con
lo cual concluyeron gue la enterotoxina no tenia un papel importante durante la

formacion de esta estructura.



Enfermedades alimentarias producidas por C. perfringens

Entre las enfermedades humanas producidas por C. perfringens y que podian
ser transmitidas por alimentos se encontraban, el envenenamiento por alimentos y la
enteritis necrética (McDonel, J.L.,1986).

La enteritis necrética es también conocida como Drambrand 6 Pig-Bel. Esta es
causada por cepas de C. perfringens tipo C mediante la produccion de la B toxina, la
cual se considera como el primer factor de virulencia involucrado en esta enfermedad y
ésté relacionado con el consumo de carne de cerdo (Labbé, R., 1989).

Se ha reportado que el envenenamiento por alimentos 6 la intoxicacion
alimeﬁtaria se desarrolla cuando se consume un alimento contaminado con un gran
namero de células vegetativas de C. perfringens enterotoxigénico. Lé mayoria de Ias'
células son destruidas a su paso por la acidez del estomago, sin embargo, la
sobrevivencia de algunas células puede provocar la enfermedad debido a que estas
pueden multiplicarse en un tiempo relativamente corto, y comenzar el proceso de
esporulacién con la subsecuente acumulacién y liberacion de la CPE (MC Clane, B.A,,
1997).

Estudios en animales indicaron que la CPE actuaba sobre el intestino delgado,
uniéndose rapidamente a la membrana de las células epiteliales y ahi era donde
comenzaba a ejercer su éccién citotdxica, provocando un dafo histopatolégico rapido
a diferencia de otras toxinas (Mc Clane, A., 1997).

Después de 8-15 h de haber ingerido el alimento contaminado, tos sintomas

generales causados por la CPE son los cdlicos abdominales severos y diarrea profusa.
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Esta enterotoxina ha sido ligada también a otras enfermedades como las diarrea
- humana asociada a antibidticos y a diarreas veterinarias de animales domeésticos
(Rood, J.I., 1991).

Los alimentos mas comunmente relacionados con los brotes por C. perfringens
fueron mencionados por Hobbs en 1973, reportando en una incidencia de hasta el
72% a los productos carnicos y de aves de corral.

Doyle (1997) menciond que los brotes de envenenamiento por alimentos
producidos por C. perfringens fueron principalmente debido a la inadecuada
temperatura y tiempo de coccién que podian resistir las esporas, ademas de crear
condiciones de anaercbiosis que podian beneficiar el desarrollo del microorganismo.
El lento enfriamiento de los alimentos fue particularmente riesgoso puesto que el
tiempo de generacion es muy rapido a esas temperaturas pudiéndose desarrollar un
| gran numero de células vegetativas, asi como también una inadecuada temperatura de
refrigeracién y un inapropiado recalentamiento de los alimentos (Hayes, P.R., 1992;

Labbé, R., 1989)

Proteinas del estrés térmico

Existen factores que afectan el crecimiento y la sobrevivencia de los
organismos, tales como la temperatura en que se desarrollan, el potencial de
oxido-reduccion, la actividad de agua, el pH, la concentracién de sales, etc. (Labbé,
R.G., 1989). Sin embargo, para su adaptacion, los organismos han desarroliado
diversos mecanismos protectivos. El principal puede ser el de la induccion de un gfupo

de proteinas conocidas como proteinas del estrés las cuales han sido altamente
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conservadas durante la evolucion y tienen funciones muy similares en todos los
" organismos (Yura,T.,1993).

Las proteinas del estrés en general tienen una funcién de proteccién no
~ especifica que permite la adaptacion a cualquier tipo de estrés, sin embargo, algunas
de ellas tienen un factor unico de induccion para su expresion, por o qué estas se
conocen como proteinas del estrés eépeciﬁcas (Hecker, M., 1996).

Las proteinas del estrés térmico (PET) son un ejempio. Bajo condiciones
normales de crecimiento, las PET son expresadas constitutivamente en niveles que
van del 5-10% del total de proteinas. Estas pueden cumplir una funcién normal
indispensable, sin embargo, su nivel puede incrementarse llegando a constituir el 90%
de todas las proteinas celulares cﬁando las células son sometidas a condiciones de
estrés (Morimoto, R.1., 1993).

Se ha demostrado que algunas de las proteinas del estrés térmico normaimente |
intervienen en el plegamiento de proteinas, reparacion y degradacion de estas.
Actualmente se han clasificado a las proteinas del estrés térmico en diferenfes familias
segun su peso molecular obtenido mediante técnicas de electroforesis. Las PET de
alto peso molecular de 83 a 90 KDa intervienen én la unién a polipéptidos especificos
y los mantienen en su propio compartimento celular. Las PET 70 con un peso
molecular promedio de 66 a 78 KDa mantienen algunos polipéptidos en su eétado de
plegamiento para facilitar su translocacién através de la membrana, permiten la
oligomerizacion y se unen a polipéptidos especificos. La familia de las PET 60 estan
presentes en bacterias, mitocondrias y cloroplastos, se les ha llamado “chaperoninas”
y ejercen una funcién similar a las PET 70 con las cuales presentan secuencias

12



altamente consewadés entre diferentes organismos procariotes y eucariotes (Bukau,
B., 1993). La familia de las PET mas peqﬁeﬁas presentan un peso de 15 a 30 KDa su
funcién en eucariotes es desconocida, sin embargo, en procariotes juegan un papel
importante en la formacion del septo. También, se han detectado algunas proteinas
mas grandes de 100 a 110 KDa con propiedades diferentes de estas otras familias
(Morimoto, R.1., 1993). En general, las PET son productos de familias de multigenes
similares en estructura, pero diferentes en su forma de regulacion y sitio especifico de
accion (Schlesinger, M. J., 1988).

Concordando con lo anterior, Jindal (1996) mencioné que las proteinas del
estrés térmico jugaban papeles bioldgicos muy importantes al actuar como “meléculas
chaperonas” ya que se involucraban en diversas funciones celulares esenciales, asi
como también, las PET eran reconocidas por el sistema inmune como antigenos
inmunodominantes e incluso podian inducir ciertas enfermedades autoinmunes
(Lathigra, R.B., 1991; Young, D.B., 1992).

Neidhardt (1987) menciont que se han detectado 17 PET en £ coliy que a
nivel genético eran controladas por un reguldn controlado por el gene regulatorio del
estrés térmico, ﬁtp R.

La respuesta al estrés térmico fue caracterizada en Bacillus subfilis por Amori, ef
al (1986) gquienes encontraron la induccién de 26 PET cuando la temperatura
cambiaba de 20 a 32°C. De igual manera se indujo la sintesis de estas proteinas con
etanol al 4%.

Posteriormente, Qoronfleh (1987) indujo la producciéon de proteinas del estrés

térmico en el mismo microorganismo para determinar su localizacidon subcelular
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mediante autoradiofluorogramas y determind.cuatro prominentes PET, de las cuales

dos se asociaban a la fraccion de membrana y las otras a la fraccion de citosol.
Heredia et al, (1998) reportaron que con la aplicécién de un choque térmico de

- 50°C se inducian siete proteinas del estrés en C. perfringens, la mayoria de estas

fueron encontradas en la membrana y una pequena cantidad en el citoplasma.

- Termotolerancia

A las proteinas del estrés se les Ha involucrado con varios procesos fisiolégicos
entre 1os que se encuentran, la termotolerancia, la cual se define como la capécidad
dé reéistencia de las células a una temperatura letal debido a la exposicidén previa de
-estas células a un tratamiento térmico (Morimoto, R.1., ef a/, 1990).

En 1990, Bunning reporté que el fenomeno de adquisicién de termotolerancia
era influenciado en gran parte por las proteinas del estrés térmico ya que se habia
demostrado que durante el periodo de desarrollo de termotolerancia esta llega a un
punto maximo al mismo tiempo que ocurre con estas proteinas, |0 que sugirié que una
& més de las PET eran responsables de proteger a la célula contra el calor. Sin
embargo, se ha demostrado que i{a termotolerancia puede desarrollarse en ausencia
de la sintesis de estas proteinas y ser inducida por otro tipo de sustancias como por
ejemplo, los glucocorticoides (Morimoto, R.L, et a/, 1990).

Al menos cuatro familias de proteinas del estrés han sido asociadas con la
adquisicién de termotolerancia (la PET‘ 104, PET 70, PET 60 y las PET de bajo peso

molecular). Sin embargo, la mas asociada con este fendmeno ha sido ta PET 70,
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puesto que se ha encontrado de manera conservada actuando como la principal
responsable de la termotolerancia en diversos organismos (Sanders,l B., 1993)."

Asi la adquisicion de termotolerancia se ha busbado y encontrado en una gran
variedad de organismos incluyendo los organismos hipertermofilicos del grupo arquea
(Trent, J., 1996) asi como en bacterias y eubariotes (Zeilstra, J., 1991, Sanders, B.,
1993).

Durante el procesamiento de los alimentos, las bacterias son cominmente
sometidas a diferentes temperaturas, por lo tanto, esta condiciéon es un factor critico.
Asi que es muy importante determinar la respuesta al choque térmico y la
_ termotolerancia de las bacterias consideradas como patégenos en alimentos, puesto
que muchos de éstos son procesados térmicamente para asegurar su calidad
(Kalpana, S., 1996, Jorgensen, F., 1996; Bunning, K., 1990).

La induccion de termotolerancia por la expresion de PET ha sido demostrada
por Mackey (1987) en Sa/monelia thompson cuando resistio el .calentamiento ad%4°Cy
60°C en medio de ﬁultivo de laboratorio y en carnes, sélo si las céIQIas eran
mantenidas a 48°C por 30 rﬁinutos.

La respuesta al estrés térmico y la termotolerancia, fue comparada en Listeria
monocytogenes y S. typhimurium por Bunning et al, (1990) encohtrando que cuando
se sometian a temperaturas permisibles para su crecimiento a 35°C y eran
subletalmente calentados a 42, 48 y 52°C por diferentes tiempos, solo se inducian
incrementos significativos en la adquisicion de termotolerancia en S. typhimuﬁum,
mientras que esta respuesta no fue observada por L. monocytogenes al ser sometidas
a temperaturas normaimente letales de 57.8 6 52°C.
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Jorgensen et al, (1996) demostraron la adquisicién de termotolerancia a 58°C
‘en L. monocytogenes cuando las células fueron sometidas a diferentes temperaturas y
tiempos de choque, concluyendo que existia poca correlacién entre la pérdida de
termotolerancia después del choque térmico y los niveles de concentracién de estas
proteinas.

La resistencia de células de Escherichia coli a temperaturas de 55°C mediante
una exposicion previa a 42°C fue observada por Yamamori (1978). Esta
termototerancia alcanzé un maximo a los 30 min y desaparecié por-completo a los 60
min. Sin embargo, no encontrd asociacion entre esta resistencia al calor con las PET.
Sugiriendo que este comportamiento estuvo relacionado con efectos secundarios de fa
respuesta al estrés.

Se demostrd que cuando Yersinia enterocolitica era sometida a una temperatura
de 45°C durante 80 min, resuitaba en un incremento en [a supervivencia de las céluias
a un subsecuente tratamiento de 55 6 60 °C en medio de infusidn cerebro corazéon y
en carne molida. Se determiné que ias PET mas relacionadas con este proceso fueron
dos, con pesos molecuiares de 70.5 y 58 KDa (Kalpana, S., 1996).

Hritz (19S2), menciond que cuando células de Staphylococcus aureus eran
sometidas a condiciones de estrés a 37°C durante 30 min y posteriormente llevadas a
una temperatura de 55°C, las células eran mas resistentes a esta temperatura que
aquellas células no sometidas al estrés térmico previo. Con esto ellos concluyeron que
las PET jugab'an un papel crucial en la adquisicién de termotolerancia en la bacteria.

En bacterias esporuladas, también se ha demostradec la adquisicién de
termotolerancia. Sin embargo, las rutas de adquisicion de termotolerancia en esporas y
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células vegetativas son diferentes por ia presencia de diversas PET (Condén, S.,
1996).

Recientemente Heredia et a/, {(1997) reportaron que cu‘ando era aplicado un
estrés térmico subletal de 50°C por 30 min a C. perfringens se producia una marcada
adquisicidén de termotolerancia, aumentando la resistencia al caior de 2 a 8 veces;
ademas la duracion de la termotolerancia adquirida era de al menos 2 h posteriores a

la aplicacién del estrés térmico subletal.

Sobrenadantes de células estresadas

Se ha demostrado que el efecto de factores adversos sobre células microbianas
favorecia la presencia de una gran variedad de componentes celulares como
proteinas, aminoacidos, Aacidos nucleicos, lipopolisacaridos, etc. en el medio
extracelular, y que la liberacion de estos componentes intraceiulares eran capaces de
proporcionar una respuesta de adaptacidn como mecanismo de proteccién a
condiciones ambientales extremas. Roschina y Petrov en 1997, determinaron que
células de E. coli sometidas a condiciones de estrés térmico ¢ de almacenamiento,
liberaron proteina al medio extracelular como respuesta a un proceso adaptativo no
especifico, ya que durante |a liberacién de esta proteina la viabilidad de las células fue
mantenida a un nivel constante. Sin embargo, cuando fa concentracién de proteina
alcanzaba un valor estacionario, las células morian exponenciaimente.

Recientemente se reportd que cuando las células de E. coli eran expuestas a un
estrés térmico (48°C), frio (5-15°C), oxidativo (N-ethylmaleimida) o por tetraciclina, se

inducia la secrecion de compuestos no identificados en el medio. Estos compuestos
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eran capaces de proteger a E. coli contra el mismo & diferentes tipos de estrés
(Nikolaev,Y . A., 1997).

Tomando como base los antecedentes anteriores, y sabiendo la importancia de
C. perfringens como microorganismo causante de enfermedades, que es capaz de
producir una respuesta al estrés y que como resultado de esta puedé adaquirir
termotolerancia, consideramos de interés el estudio de {a induccic'm de tolerancia al
calor por metabolitos liberados al medio de cuitivo. Las repercusiones de nuestro
trabajo, pudieran ser de gran interés para ayudar a entender la patogénesis de este

microorganismo.
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HIPOTESIS I

Las células de Clostridium perfringens sometidas a un choque termico liberan
metabolitos en el sobrenadante que originan la adquisicion de termotolerancia en

células no expuestas a este tratamiento.
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OBJETIVO |

Establecer si sobrenadantes de células estresadas tienen capacidad de

proteger a otras células a temperaturas letales.
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" MATERIAL Y METODOS I

ACTIVACION DE LA CEPA

Se utilizé la cepa enterotoxigénica de C. perfringens FD-1041 la cual fue
proporcionada por el Dr. Stanley Harmon de la FDA E.U.A. Esta cepa se mantuvo
como cultivo esporulado en medio de carne cocida (Difco) a -20° C.

A partir de nuestro cultivo de reserva, se tomé una alicuota de esta y se colocd
en un tubo con 10 ml de caldo con tioglicolato (Difco). Posteriormente se realizé un
choque térmico a 75°C/15 min. La cepa se enfrié a temperatura ambiente con agua de

la llave y se incubd a 37°C por 14-16 h.

CINETICA DE CRECIMIENTO

A partir de la cepa activada se inocularon (al 1%) tubos de 13 x 100 mm
conteniendoc 5 ml de caldo con tioglicolato y se incubd a 37°C en un bafo de agua.
Cada h se tomaron lecturas espectrofotometricas y alicuotas para determinar la
viabilidad celular por el método de difusién en plaéa.

Para esta ultima se realizaron diluciones decimales y se sembraron en cajas
Petri a las que se les agregd medio nutritivo con agar. Las placas una vez solidificadas
fueron incubadas a 37°C en una atmdsfera de N, : CO, (95:5%) durante 24 h.

A partir de la curva de crecimiento se determind el tiempo en el cual el cultivo

llegd a la mitad de la fase logaritmica.
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ENSAYOS CON SOBRENADANTES

Se inoculd (al 1%) la cepa activada en tubos de 18 x 150 mm con 10 mi de
caldo con tioglicolato y se incubaron a 37°C en un bafo de agua. Cuando los cultivos
alcanzaron un crecimiento correspondiente a una absorbancia (600 nm), de 0.2 (al
rededor de la mitad de la fase logaritmica) algunos'de los cultivos fueron sometidos a
un choque térmico de 50°C durante 30 min y otros permanecieron en incubacidn.

Después del tiempo de chogue térmico, todos los tubos fueron centrifugados a
3000 rpm por 15 min. |

Los sobrenadantes de celulas sometidas al tratamiento y los de las células

control fueron combinados. Tal como lo muestra la fig 1.

ENSAYOS DE TERMOTOLERANCIA

Las células de todos los tratamientos se colocaron en un bafo de agua a 55°C.
A los 0, 15, 30, 45 y 60 min se tomaron alicuotas de los tratamientos, se realizaron
diluciones y se determind la sobrevivencia de células mediante cuenta en placa por el
método de difusion, utilizando ef mismo medio nutritivo con agar. Las cajas Petri se
incubaron en una atmésfera de N.:CO; (95:5%) a 37°C durante 24 h.

Los resultados obtenidos se graficaron para obtener las curvas de

sobrevivencia.
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CALENTAMIENTO DE LOS SOBRENADANTES

Se procedid como en el caso anterior, solo que después del choque térmico, los
cultivos fueron centrifugados 3000-rpm por 15 min. Posteriormente los sobrenadantes
de células de todos Iqs cultivos se sometieron a tratamientos térmicos de 65 y 100°C
durante 15 min. Una vez concluido esto, los sobrenadantes se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y finaimente se procedid con la misma metodologia

anteriormente mencionada de ensayos de termotolerancia.
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Fig. 1 Combinacion de sobrenadantes y células.

TRATAMIENTO 1.- Células con choque + sobrenadante con choque (control positivo)

TRATAMIENTO 2.- Células con choque + sobrenadante sin choque

TRATAMIENTO 3.- Células sin choque + sobrenadante sin chogue (control negativo)

TRATAMIENTO 4.- Céulas sin choque + sobrenadante con choque
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RESULTADOS

Cuando probamos los sobrenadantes de células que habian sido sometidos a
estrés, pudimos observar que las céiulas fueron mas tolerantes al calo_r en
comparacién con las células no sometidas a dicho tratamiento térmico (Fig 2).

Sin embargo, encontramos gue ia principal tolerancia al calor fue dada por las
células estresadas. Aunque se eliminara el sobrenadante, estas conservaban la
capacidad protectiva a altas temperaturas.

Para tratar de determinar la naturaleza quimica del & los componentes
protectivos, los sobrenadantes se calentaron tanto a 65 como a 100°C.

Encontramos que cuando los sobrenadantes se calentaron a 65°C no se
producia ninguna respuesta similar a la de los sobrenadantes que no se calentaron
(Fig 3).

Una disminucion en la tolerancia por efecto de los sobrenadantes estresados
pudo ser observada cuando estos se calentaron a 100°C. Sin embargo, aun asi las
células siguieron siendo iigeramente mas tolerantes que el control, al gue no se
agreg® ningun sobrenadante sometido a estrés (Fig 4).

Todo esto nos puede sugerir que la naturaleza quimica del o los exometabolitos

protectivos es peptidica.
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LOG. DE CELULAS VIVAS

1e+8

le+7

1le+6 7
1e+d 1
1e+d -
1e+3
1le+2
1e+i |

1e+0

—&— Cel con choque/Sb con choque
—w— Cel con choque/Sb sin choque
—— Cel sin choque/Sh sin chogue
—4@— Cel sin choque/Sh con choque

10 20 30 40 S0 60
TIEMPO (Min)

Fig 2. Curvas de muerte a 55°C de C. perfringens FD-1041.

‘Los sobrenadantes fueron expuestos a diferentes tratamientos.
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LOG. DE CELULAS VIVAS
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Fig 3. Curvas de muerte a 55°C de C. perfringens FD-1041.
Los sobrenadantes fueron expuestos a 65°C
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LOG. DE CELULAS VIVAS
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Fig 4. Curvas de muerte a 55°C de C. perfringens FD-1041
Los sobrendantes fueron expuestos & 100°C
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| DISCUSION I

La induccidn de proteinas del estrés mediante un tratamiento térmico ha sido la

base de muchas investigaciones, debido a las implicaciones que tiene en la industria

alimentaria.

En trabajos previos, se comprobé que la apiicacion de un choque térmico de

50°C/30 min, en C. perfringens FD-1041 inducia la produccién de proteinas del estrés
especificas (Heredia N. L., ef al, 1997). Se ha demostrado en ofras bacterias que esas
proteinas intervienen en funciones de protéccién de las células en su capacidad de
sobrevivenica a temperaturas normalmente letales, desarrollandose el fendmeno de
adquisicion de termotolerancia (Hecker, M., 1996; Morimoto, R.1., et a/, 1990). Ademas,
se ha sugerido que esta respuesta en células vegetati\'rras de C. perfringens estaban
bajo la accién de 8 PET la mayoria de las cuales fueron localizadas en la envoltura
celular (Heredia, N. L., et a/, 1997).

Las curvas de muerte demostraron que la exposicion de las céiulas y
sobrenadantes a las condiciones de choque (tratamiento 1), las hacia mas tolerantes a
la temperatura de 55°C en comparacion con los otros tratamientos.

Cuando el sobrenadante fué calentado a 85 6 100°C (Fig 3 y 4) no se observd
diferencia en el comportamiento del tratamiento anterior, debido a que mantuvo la
sobrevivencia maxima, por 0 que podemos sugerir que esta tolerancia se presentd
principalmente por las células sometidas al choque térmico, al -igual que en el

tratamiento 2 (células estresadas combinadas con un sobrenadante normal) en el cual
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no se observd una marcada diferencia. Sin embargo, la sobrevivencia de estas células
fué levemente menor. Este comportamiento podria estar dado por el ¢ ios metabolitos
presentes en el sobrenadante.

Con respecto a las células y sobrenadantes de C. perfringens que no fueron
sometidos al choque térmico (tratamiento 3), la sobrevivencia de las células-disminuia
drasticamente al someterlas a temperaturas letales en los primeros min en todos los
experimentos.

Los resultados demostraron que en el tratamiento 4, cuando las células fueron
sometidas a las condiciones de estrés y el sobrenadante fué combinado con células
normales, estas ofrecieron cierta resistencia a la temperatura letal de 55°C, puesto que
la sobrevivencia de tas células fué mayor que la del tratamiento 3. Sin embargo, no
presentd la misma resistencia observada por las células y sobrenadantes sometidos al
tratamiento térmico. Esto nos pudiera indicar la presencié de componente(s)
presente(s) en el sobrenadante que pudieran ser los responsables de dicha
termoproteccion, puesto que el nimero de componentes ir_wolucrados podrian variar
en numero y naturaleza quimica, los cuales pudieran depender de las condiciones de
estrés (Roschina, E.K., 1997).

Investigaciones anteriores mencionaron que estos metabolitos tenian una
composicidén similar a una gran cantidad de compuestos celulares talés como
proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos y lipopolisacéridos. Se creia que su
liberacion estaba asociada con un dano en la pared celular 6 con la lisis de una
porcion de la pablacion de células bajo la accidon de algun factor de estrés. Sin
embargo, Melekhov (1983) mencioné que ia liberacién de componentes intracelulares
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era una respuesta adéptativa de ia célula a condiciones extremas del medio ambiente
la cual pudiera ayudar a su sobrevivencia.

Se demostré que cuando las células vegetativas de C. perfringens eran sujetas
a un choque térmico (50°I30' min) a la mitad de la fase logaritmica se adqpiria
tolerancia al calor, al menos durante 2 h (Heredia, N.L., et al/ 1997). Sin embargo, es
‘importante considerar la intensidad. y duracion del estrés, ya que para que los
exometabolitos desempefiaran un papel protective deberia ocurrir un tiempo no muy
corto para que estos metabolitos tuvieran oportunidad de ser liberados a fin .de ejercer
su efecto sobre las céluias normates (Nikolaev, Y.A., 1997).

E! mecanismo de liberacion de los metabolitos al medio no esta claro, sin
embargo, Nikolaev (1997) menciond que la induccién de un estrés influia en el efedo
protectivo de estos exometabolitos que pudieran ser sintetizadas con la participacion
de enzimas preformadas, o bien ser acumuladas anteriormente y liberados al medio
por procesos de transporte activo bajo la estimulacién del estrés.

Se ha sugerido que los diferentes tipos de estrés, son capaces de inducir la
formacion dé distintos grupos de exometabolitos protectivos (Nikofaev, Y. A., 1997). En
este trabajo conéideramos que el o ios metabolitos liberados al medio pudieran ser de
naturaieza proteica.

La precipitacién de las proteinas del medio celular esta sujeta a una variedad de
condiciones y procesos que pueden conducir a la pérdida de actividad 6 alteracion de
la estructura mediante procesos fisicos ¢ quimicos {(Murray, P. 1990). Sin embargo, ia
desnaturalizacién de proteinas por calor, puede ser descrito como un proceso de
primer orden, puesto que inducen rupturas de puentes de diferente naturaleza y se
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presenta un marcado cambio confermacional (Scopes, R.K.,, 1988), lo que trae como
consecuencia una pérdida de la actividad termoprotectora del sobrenadante.

En este experimento se expusieron a dos diferentes temperaturas de
calentamiento inicialmente 65°C (Scheif, R. 1981) y posteriormente a una mayor de
100°C, ya que péptidos 6 algunas proteinas termoestables pudieran no ser totalmente
inactivados a la primera condicién (Deutscher, M. P., 1990).

Ademas, es importante coﬁsiderar la presencia de proteasas en el
sobrenadante debido a que durante cortos intervaios de calentamiento y altas
temperaturas, estas aun pueden ser estables al calor degradando la proteina de
interés y disminuyendo la actividad del sobrenadante (Deutscher, M. P., 1990; Scopes,
P. K, 1988).

Con respecto a lo anterior, los resuitados obtenidos demostraron que a 65°C la
actividad del sobrenadante del tratamiento 4 no presenté diferencias importantes en su
termoproteccion en comparacién con los experimentos previos, sin embargo, a 100°C
la actividad del sobrenadante se perdid. Con lo cual se sugiere que el o los
responsables de esta capacidad protectiva son de naturaleza proteica, pero debido a
que aun proporcionan resistencia a esta temperatura, presumiblemente se trate de

péptidos con una mayor capacidad termoestable.
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I CONCLUSIONES I

1) El sobrenadante de células estresadas por ﬁn choque térmico de 50°C por 30
min, provoco una mayor tolerancia a 55°C de células no estresadas.

2) Dicha termotolerancia adquirida fué menor que la encontrada por las céluias
tratadas con un choque térmico, aunque se eliminara su sobrenadante.

3) Cuando e! sobrenadante de células estresadas se somete a calentamiento
(65 6 100°C) la capacidad termoprotectora se ve disminuida, por Io que podemos

sugerir que el/los metabolitos involucrados en esa termoproteccién son de naturaleza

proteica.
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