
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA AL CHOQUE 
TERMICO DE Clostrídiam p e r f r i n g e n s TIPO A 

TESIS 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO 
DE DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA 

POR: 

NORMA LAURA HEREDIA ROJAS 

. 
;AN NlCOl AS DE LOS GARZA, N.L. MEXICO MARZO DE 1996 







UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOCSeAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA AL CHOQUE 
TERMICO DE d o s t r i d i m n p e r f r i n g e n s TIPO A 

TESIS 

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO 
DE DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA 

POR: 

NORMA LAURA HEREDIA ROJAS 

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. MEXICO MARZO DE 1996 





UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA AL CHOQUE TERMICO 
DE Ciostridiam perfringens TIPO A 

TESIS 
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO 

DE DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA 

POR 

NORMA LAURA HEREDIA ROJAS 

APROBADA 
COMISION DE TESIS 

DR RONALD G LABBE 
DIRECTOR EXTERNO 

DR MANUE 

DR^fOSE SANTOS GARCIA A 
DIRECTOR INTERNO 

UINT ANILLA 

DR LUIS J. GALAN WONG 
Vocal 

Vocal 



El presente trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Bioquímica y 

Genética de Microorganismos del Departamento de Microbiología, de la 

Facultad de Ciencias Biológicas, U.A.N.L y en el Laboratorio d e Microbiología 

de los Alimentos del Departamento de Ciencias de los Alimentos de lo 

Universidad de Massachusetts en Amherst MA, E.U.A. bajo la dirección del Ur, 

Ronald G. Labbé y del Dr. José Santos García AJvarado. Esta investigación fue 

financiada por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología. 



A mi esposo, 

quien en todo momento ha sido mi amigo, 

mi guía, mi maestro y compañero. 

Su ejemplo de fortaleza, disciplina, 

dedicación y tenacidad ha sido 

la inspiración de mi vida. 

A mis hijos 

Alam y Aldo 

quienes son la razón de mi existencia 

A mis padres. 

Apoyos morales de mi vida 



l 

AGRADECIMIENTOS 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) por haberme 

brindado el apoyo económico para la realización de mi programa doctoral. 

Al Dr. Ronald G. Labbé por su invaluable asesoría y apoyo constante, 

pero sobre todo por la confianza y la amistad brindada a lo largo de todo este 

trabajo, Las estancias en su laboratorio fueron experiencias muy bellas. 

Al Dr. José Santos García Alvarado, quien en todo momento me brindó 

su apoyo y asesoría incondicional. Sus consejos, paciencia y palabras de 

aliento me dieron la energía necesaria para concluir esta investigación. 

Al Dr. Abel Ponce de León del Departamento de Ciencias Veterinarias de 

la Universidad de Massachusetts, E.U.A. quien me dió asesoría y me abrió las 

puertas de su laboratorio para realizar algunos experimentos de esta 

investigación. 

Al Dr. Cari Batt de la Universidad Comeil en E.U.A. y al Dr. Robert 

McMacken de la Universidad John Hopkins en E.UA quienes gentilmente me 

proporcionaron sueros anti GroEL y anti DnaK, necesarios para esta 

investigación. 

A la Dra. María Julia Verde Star, al Dr. Luis Galán Wong. al Dr. Mario 

Morales Vallaría y al Dr. Manuel Rodríguez Quintanilla por sus consejos para este 

trabajo y por su valioso tiempo empleado en la revisión de este escrito, 



A la Dirección de la Facultad de Ciencias Biológicas de la U.A.N.L. por el 

apoyo brindado en todo momento para la realización de mi programa 

doctoral. 

A todo el personal del Laboratorio de Bioquímica y Genética de 

Microorganismos de la Facultad de Ciencias Biológicas. UA.N.L y del 

Departamento de Ciencias de los Alimentos de la Universidad de 

Massachusetts, E.U.A. . por las facilidades otorgadas a lo largo de mi trabajo y 

quienes siempre tuvieron palabras de ánimo. Gracias a todos por su amistad. 



INDICE D t CONTENIDO 

Página de título i 

Dedicatoria iii 

Agradecimientos iv 

Indice de contenido vi 

Lista de figuras x 

Lista de tablas xiv 

Lista de abreviaturas xv 

Resumen 1 

Abstract 3 

introducción 5 

Antecedentes 6 

Principales enfermedades en el hombre por C. perfringens 7 

a) gangrena gaseosa 7 

b) enfermedades alimentarias 9 

La esporulación de C. perfringens 11 

La esporulación y la producción d e enterotoxina 14 

Proteínas del choque térmico 15 

a) generalidades 15 

b) PCHT y esporulación 22 

c) PCHT y termotolerancia 23 

d) PCHT como antígenos inmunodominantes 27 

Hipótesis 31 

Objetivos 32 

Material y métodos 33 

Mantenimiento de las cepas 33 

Inoculo 33 



Efecto de un choque térmico sobre el crecimiento 33 

o) células vegetativas 3S 

b) células en esporulación 34 

Efecto de un choque térmico sobre la formación de 

esporas 35 

- cultivo 35 

- determinación de esporas 35 

Efecto de un choque térmico sobre la producción de 

toxinas 35 

a) enterotoxina 35 

- cultivo 35 

- extracto celular 36 

- determinación de la enterotoxina 36 

b) fosfolipasa C 37 

- cultivo 37 

- determinación de la exotoxina 38 

Efecto de choques térmicos sobre (a temnotolerancia 

d e células vegetativas y esporas 40 

a) producción de esporas 40 

b) cultivo de células vegetativas 40 

c) medición de la termotolerancia 41 

Duración de la termotolerancia adquirida de células 

vegetativas 42 

Efecto de un choque térmico sobre el patrón de 

proteínas 42 

a) ensayo de incorporación 42 

b) métodos de rompimiento celular 43 

c) análisis de las PCHT totales 45 

d) determinación de la localización subcelular 45 
4 

4R 



e) electrofocesis en gel de poliacrilamida 46 

0 fluorografía ; 47 

g) secado del gel 48 

h) autoradfegra^a 48 

Determinación de homólogos de DnaK y GroEL en 

C. perfringens 49 

a) electrotransferencia 49 

b) detección enzimàtica 50 

Determinación de PCKT que actúan como antígenos 

inmunodominantes en un cuadro de gangrena gaseosa 50 

a) inducción de un cuadro gangrenoso en un 

modelo animal 50 

b) detección de PCHT inmunodominantes 52 

Microscopía electrónica de trasmisión 52 

Determinación de proteínas 53 

Resultados 56 

Efecto de un choque térmico sobre el crecimiento 56 

a) células vegetativas 56 

b) crecimiento en un medio de esporulación 62 

Efecto de un choque térmico sobre la formación de 

esporas 65 

Efecto de un choque térmico sobre la producción de 

toxinas 73 

a) enterotoxina 73 

b) fosfolipasa C 75 

Efecto de un choque térmico sobre la termotolerancia 

de esporas y células vegetativas 77 

a) esporas 78 

b) células vegetativas 81 



Efecto de un choque térmico sobre el patrón d e 

proteínas ; 85 

a) concentración de isótopo 85 

b) método de rompimiento celular 8ó 

c) análisis de los perfiles protésicos 8ó 

d) localización subcelular de las PCHT 88 

Determinación de homólogos de DnaKy GroEL en 

C. perfríngens 91 

a) células vegetativas 91 

b) células en medio de esponiación 91 

Determinación de PCHT que actúan como antígenos 

inmunodominantes 93 

a) inducción de un cuadro gangrenoso 93 

b) determinación de PCHT inmunodorninantes 94 

Discusión 101 

Conclusiones 110 

Perspectivas sobre futuras investigaciones en el tema 112 

Literatura ci tada 114 



U $ T A DE FIGURAS 

1 .-Curva ©standar para la determinación de proteínas por el método 
de Bradford (A) yBCA(B) 55 

2.-Curvas de crecimiento de C. perfringenscepa FD-1G41 sometido a 
un choque térmico de óí^C (A) o 60°C (B) por diferentes intervalos 
de tiempo 57 

3.-Curvas de crecimiento de C. perfringens cepa FD-1041 sometido a 
un choque térmico de 5fl°C (A) o 56°C (B) durante diferentes intervalos 
de tiempo 58. 

4.-Curvas de crecimiento espectrofotométrfca (A) y de células viables (B) 
de C. pe/TffligeAS FD-1041 cultivado a 43°C y sometidoaun choque 
térmico de 55°C por 30 min 59 

5-Curvas de crecimiento de C. perfringens FO1041 incubado a 43°C y 
sometido a un choque térmico de 50* (A) o 52'C (B) por 30 min 60 

6.-Curva de crecimiento de C. perfringens FO 1041 cultivado a 37"C y 
sometido a un choque térmico de 52*C por 30 min 61 

7.-Curva de crecimiento de C. perfringensFD-1041 cultivado a 37°C y 
sometido a un choque térmico de 50"C por 30 min 62 

8.-Curva de crecimiento de C, perfringens FD-1 cultivado en medio de 
esporulación DS, incubada a 37° C y sometido a un choque térmico 
de 50° C por 30 min 63 

9 -Curva de crecimiento de C. perfringens FD-1041 cultivado en medio 
DS a 37°C y sometido a un choque térmico de 50*C por 30 min 64 

10,-Curva de crecimiento de C perfringens cepa FD-1 cultivado en 
medio de DS a 43°C y sometido a choques térmicos de 50° o 52°C 
por 30 min 64 

U.-Curvade crecimiento de C. perfringens FD-1041 cultivado en medio 
de DS a 43°C y sometido a un choque térmico de 50° o 52°C por 30 min 65 

i 2.-Producción de esporas de C. perfringens cepa FD-1 cultivada a 37°C y 
sometida a un choque térmico de 50"C/30 min a diferentes tiempos de 
incubación 66 



13.-Producción de esporas de C perfringenscepa FD-1041 cultivada a 37®C 
y sometida a un choque térmico de 50°Cpor 30 min a diferentes tiempos -
de incubación 67 

14-Producción de esporas de C. perfringens cepa FD-1 cultivada a 43°C y 
sometida a un choque térmico de 5CPC/30 min a diferentes tiempos de 
incubación 67 

15.-Producción de esporas de C. perfringens cepa FD-1041 cultivada a 43CC y 
sometida a un choque térmico de 50®C por 30 min a diferentes tiempos de 
incubación 68 

16.-Producción de esporas de C. perfringens cepa FD-1 cultivada a 43"C y 
sometida a-un choque térmico de 52eCpor 30 min a diferentes tiempos 
de incubación 68 

17.-Producción de esporas de C. perfringens cepa FD-1041 cultivada a 43°C y 
sometida a un choque térmico de 52°Cpor 30 min a diferentes tiempos 
de incubación 69 

18.- Fotografía al microscopio electrónico de trasmisión de célula de 
C. perfringens cepa FD-1041, cultivadas durante 1 hora a 37"C en medio 
DS (8,500 X) 74 

19.- Fotografía al microscopio electrónico de trasmisión de células de 
C. perfringens cepa FD-1041, cultivadas durante 3 horas a 37°C en medio 
DS (8.500 X) 74 

20.- Producción de enterotoxina de G perfringens cepa FD-1041 sometida 
a un choque térmico de 50°C por 30 min a la primera o tercera hora 
de incuboción 75 

21.- Halos producidos por la acción de fosfofipasa C en el método modificado 
de difusión 76 

22.- Producción de fosfoüpasa C por C perfnngens?Z>-~[Q4'\ sometidaa un 
choque térmico de 50°C por 30 min 77 

23.- Efecto de un choque térmico (50°C por 30 min) aplicado a la primera o 
segunda hora de incubación de células en esporulación de 
C. perfringens FD-1. sobre la termotolermcia de esporas resultantes 79 • 

24.- Efecto de un choque térmico (50°C por 30 min) aplicado a la tercera 
hora de Incubación de células en esporulación de C. peritíngens FD-1, 
sobre la termotolerancia de esporas resultantes 80 



25.- Curvas de muerte térmica o 55*C de células vegetativas de 
C. perfringens FD-1041 después de que fueron sometidas a un choque 
térmico previo de SO'C por 30 min. El ensayo de teanotolerancia se 

• realizó inmediatamente o 1 h después del choque 83 

26.- Curvas de muerte térmica a 55°C de células vegetativas de -
C. perfringens después de que fueron sometidas a un choque 
térmico previo de 50°C por 30 min. El ensayo de termotolerancia se 
realizó 2 (A) o 3 h (B) después del choque 84 

27.- Curva de incorporación de Trans-S^-label por células de C. perfringens 
durante un choque térmico de 50°C 85 

28.- Autoradiografia de perfiles proteínicos de C. perfringens cepa FD-1041. 
Las células fueron incubadas a 37°C y sometidas a 50°Cy a 43°C y 
sometidas a un choque térmico de 5CPC y 52°C. Las proteínas celulares 
fueron solubilizadas por el método de Abraham y Rood 87 

29.- Autoradiog rafia de perfiles proteínicos de C. perfringes cepa FD-1041. 
Se observan las proteínas totales incubadas a 37°C y sometidas a 50"C, 
la fracción citosólica. la fracción membranal y el sobrenadante 89 

30.- Autoradiog rafia de perfiles proteínicos de C. perfringens FD-1041 cultivado 
en un medio de esponjlación (DS). Las células se incubaron a 43"C y se 
sometieron o 50°C a la primera y tercera hora de incubación 90 

31.- Detección inmunológlca de homólogos de DnaK de L facfis y GroEL de 
£. coffen C. perfringens FD-1041. Para esta fotografía se utilizaron 
proteínas de células sometidas a un choque térmico de 5CPC por 30 min 92 

32.- Colonias típicas d e ^ . perfringens aisladas de la lesión producida en 
cobayos después de la inoculación con la bacteria 94 

33.- Lesión producida por la inoculación de C. perfringens FD-1041 en la 
extremidad posterior de un conejo 95 

34.- Inmunodetecclón de proteínas de C. perfringens utilizando suero de 
cobayo antes de ser inoculado con la bacteria. 96 

35.- Inmunodetección de proteínas de C. perfringens utilizando suero de 
conejo después de ser inoculado con la bacteria 98 

36.- Inmunodetección de proteínas de C. perfringens utilizando suero de 
cobayo después de ser inoculado con lo bacteria 99 

« 



- Localización subcelular de PCHT inmunodominantes de C. perfríngens 
FD-1041. Proteínas de la región citosólica; de la envoftura celular y del 
sobrenadantes del cultivo 



LISTA DE TABLAS I 

1.- PCHT que son ontogénicas en varias enfermedades de animales y 
humanos 30 

2.- Producción de esporas de G perfringens cepas FD-1 y FD-1041 
cultivadas a 37°C y sometidas a un choque térmico de 50°C a 
diferentes tiempos de incubación 70 

3.- Producción de esporas de C. perfringens cepas FD-1 y FD-lOdl 
cultivadas a 43°C y sometidas a un choque térmico de 50°C a 
diferentes tiempos de incubación 71 

4.- Producción de esporas de G perfringens cepas FD-1 y FD-1041 
cultivadas a 43°C y sometidas a un chocfje térmico de 52°C a 
diferentes tiempos de incubación 72 

5.- Efecto de un choque térmico a diferentes tiempos durante la 
incubación de células de C. perfringens, sobre la termotolerancia 
de las esparas formadas 81 

6.- Termotolerancia ai calor (55°C) de células vegetativas de 
G perfringens después de que fueron sometidas y no sometidas 
a un choque térmico previo 82 

7.- Identificación inmunológica de homólogos de GroEL de £ cotíy 
DnaK de L factisen G perfringens FD-1041 93 



LISTA DE ABREVIATURAS I 

Axn Absorbancia a 600 nm 

ADN Acido desoxiribonucléico 

ASB Albúmina sérica bovina 

BCA Ensayo de ácido bicinconínico 

CaC12 Cloruro de calcio 

CaC0 3 Carbonato de calcio 

cm Centímetro® 

C0 2 Dióxido de carbono 

cpm Cuentas por minuto 

°C Grados centígrados 

'D' Valor de letalidad 

DMSO Di-meti! sulfóxido 

DS * Medio de cultivo Duncan-SIrong 

EDTA Acido etilen di amino tetra acético 

Fig. Figura 

GMP Guanosina 5'-monofosfato 

g Fueiza gravitacional 

h HoraCs) 

kDa Kilodaltones 

Kg Kllogramo(s) 

Log Logaritmo base 10 

I LitroCs) 

PCHT Proteínas del choque térmico 

pH Logaritmo recíproco de la concentración 

de ion hidrógeno 

PPO Difenil oxazol 



M Molar 

mA Miliam peres 

mg Miligramo(s) 

• Mililitros 

miri Minuto(s) 

mM Milimolar 

nm NanómetroCs) 

MCi Microcuries 

fjl Microlitros 

pg Microgramos 

N2 Nitrógeno (gas) 

NaCI Cloruro de sodio 

p peso 

psi Libras sobre pulgada cuadrada 

RNA Acido ribonucléico 

rpm Revoluciones por minuto 

SDS Dodea'l sulfato de sodio 

seg Segundo(s) 

sem Semana 

TRIS-HCI Tris-hidroximeti-aminometano 

U Unidades de actividad 

UFC Unidades formadores de colonias 

v Volumen 

a Alfa 

% Porciento 



RESUMEN. 1 
C. perfringens es una bacteria causante de varias enfermedades en el 

hombre y animales. Dentro de ellas, son de gran importancia la gangrena 

gaseosa y la intoxicación alimentaria. 

Se sabe que los organismos responden a condiciones desfavorables, 

tales como un aumento de temperatura, mediante la inducción de un grupo 

de proteínas llamadas proteínas del choque térmico y la adquisición de 

tolerancia al calar. Esas proteínas se han involucrado con una serie de procesos 

metabólicos. tales como esporulación bacteriana y termotolerancia, además 

pueden actuar como factores de virulencia y antígenos inmunodominantes en 

una gran cant idad de enfermedades. 

Debido a la importancia de C. perfríngons como causante de 

enfermedades, se pensó que el estudio de los factores que favorecen su 

sobrevivencia y su patogenicidad sería de trascendencia para el control de la 

bacteria y de las enfermedades que produce. 

Se estableció que un choque térmico de 43 a 50°C. 43 a 52°C o 37 a 

50°C provocó una disminución de crecimiento moderado, pero 

posteriormente las células fueron capaces de recuperarse y alcanzar niveles 

semejantes al control. Se encontró que esos tratamientos produjeron 

alteraciones en el proceso de esporulación y de producción de toxinas. 

Cuando el choque térmico se aplicó en las primeras horas de su incubación, se 

pudo observar un retraso y disminución en la cantidad de esporas; también se 

produjo un retraso en la producción de enterotoxina y de fosfolipasa C. 

Se observó que un choque térmico Indujo la adquisición de 

termotolerancia en células vegetativas, y que esa resistencia al calor se 

prolonga hasta 2 horas posteriores a dicho tratamiento. Además, cuando este 

choque se aplicó en las primeras horas del cultivo de la bacteria en 



esporulación, se produjeron esporas más termotolerantes que aquellas que no 

se sometieron al tratamiento. 

Se encontró que un choque térmico aplicado a células vegetativas de la 

bacteria induce la producción de 8 PCHT c u y ^ pesos moleculares fueron 101. 

84.79, 72, 60. 37, 27 y 11 kDa. Se determinó además que la mayoría de ellas 

están localizadas principalmente en la envoltura celular (101,84,79,72,60« 37 y 

27 kDa). En el citosol se encontró las PCHT de 11. 60 y 79 kDa, y en el 

sobrenadante del cultivo se detectaron las PCHT 84, 79 y 72 kDa. Cuando se 

estudió la respuesta en células en esporulación, solamente se detectaron las 

PCHT de 101,79 y 72 kDa. 

Se estableció que C. perfringens produce homólogos de las PCHT GroEL 

de £ co/í y DnaK de i. /actrs. Los pesos moleculares de dichos homólogos 

fueron 60 y 84 kDa respectivamente. Estas proteínas se localizaron 

principalmente en la envoltura celular. 

Por otro lado, a! inducir un cuadro de gangrena gaseosa, se 

identificaron 4 PCHT inmunodominantes de C. perfringens. El peso molecular de 

éstas fue de 101.79.60, y 37 kDa. 



ABSTRACT 

It is known that organisms respond to unfavorable conditions, such as an 

increase in temperature, through the inducement of a set of proteins called 

heat shock proteins (PCHU and the acquisition of thermotolerance. Those 

proteins can act as virulence factors and immunodominant antigens in a variety 

of diseases. 

C. perfringens causes several diseases in men and animals. Among them, 

gas gangrene and food poisoning are of great importance. The study of the 

factors that favor the survival and pathogenicity of C. perfringens. would be of 

importance for the control of the bacteria, or the diseases that it produces. 

We demonstrated that heat shock induced by a shift in temperature 

from 43 to 60°C. 43 to 52°C or 37 to 50°C provoked a moderate decrease of 

viable cells, but the cells recovered and reached similar levels as the control. 

Those treatments produced alterations in the process of sporulation and toxin 

production. The heat shock applied in the first h of incubation, caused a delay 

and decrease in the quantity of spores. This treatment also resulted in a delay in 

the production of enterotoxin and phospholipase C. 

The heat shock induced the acquisition of thermotolerance in vegetative 

cells, and this resistance lasted at least two h. The treatment applied during the 

first h of incubation of a culture of sporulating cells produced spores more 

thermotolerant than the control. 

The effect of heat shock on protein synthesis was examined by analysis of 

Sulfur pulse-labeled proteins. Eight PCKT whose molecular weights were 101. 

54. 79, 72, 60. 37, 27 and 11 kDa were identified by one-dimensional 

electrophoresis. Mast of them were located mainly in the cellular envelope (101. 

84. 79. 72. 60, 37 and 27 kDa). The PCHT of 11.60 and 79 kDa were found in the 

cytosol. and the PCHT of 84, 79 and 72 kDa in the supernatant. In sporulating 

cells, only the PCHT of 101, 79 and 72 kDa were detected. 

Two PCHT of C. perfringens were found immunologicaly related to GroEl 

of £ co//'and DnaK of L fact/s. The molecular weights of those proteins were 60 

3 



and 84 kDa respectively. These polypeptides were located mainly in the cellular 

envelope. 

Upon inducing gas gangrene in animals, four (37. 60, 79. and 101 kDa) 

immunodominat PCHT of C. perfringens were identified. 



INTRODUCCION | 

Ésta bien establecido que uno de las principales problemas mundiales en 

el área de salud son las enfermedades alimentarias. En México y en otros países 

en desarrollo, este problema se agrava en muchos casos por la presencia de 

desnutrición y fatta de atención médica. 

Las enfermedades alimentarias son causadas principalmente por 

bacterias, y en menor proporción por virus, hongos, parásitos o sustancias 

químicas. Dentro de los principales factores que favorecen la contaminación 

de los alimentos se encuentran el manejo y el mantenimiento inadecuada del 

producto, manipulación por personal portador de microorganismos y fallas en 

el procesamiento. 

El principal método de control microbiano en alimentos se basa en la 

utilización de calor, Sin embarga muchos microorganismos han desarrollado 

mecanismos de adaptación que les permite sobrevivir a tratamientos que de 

otra manera serían letales. 

C. perftingens es uno de los principales microorganismos que causan 

enfermedades alimentarias. Esto se ve favorecido por l a amplia dispersión en la 

naturaleza y por las características propias de la bacteria. Este organismo 

causa además gangrena gaseosa, que es otra enfermedad de gran 

importancia. Ambos padecimientos son de distribución mundial y afectan a 

todas las clases sociales. 

En la actualidad, los métodos de control de la bacteria y de tratamiento 

de las enfermedades que produce, aún tienen grandes limitantes. Por este 

motivo, en este trabajo generamos conocimiento que podría ayudar a 

proponer alternativas y generar ideas para solventarla problemática existente. 



Tesis Doctora] Norma L. Heredia Antecedentes 

ANTECEDENTES | 

Clostridium perfringens es quizá la bacteria patógena más ampliamente 

distribuida ya que es encontrada en el suelo, polvo e intestino del hombre y 

animales (Matches. J.R. et a/. 1974). Esta característica facilita la 

contaminación de alimentos, así como la infección en hombre y en animales 

(Yamagishi, T., etal., 1976). 

Este microorganismo, también llamado C. welchii. tiene forma bacilar, es 

gram positivo, formador de esporas, encapsulado. no móvil y productor de 

una var iedad de toxinas y enzimas, las cuales juegan un papel crucial en la 

patogénesis (Hatheway, C.L 1990). Las cepas de la bacteria se han clasificado 

en cinco tipos (A a la E) de acuerdo a la producción de 4 toxinas extracelulares 

(alfa, beta, épsilon e iota). Sin embargo, la mayoría de las infecciones en 

humanos son causadas por las cepas del tipo A, aunque en algunas ocasiones 

se ha visto involucrado el t ipo C (Smith, LD .'etaf. 1984). 

La temperatura ópt ima de crecimiento de esta bacteria es de 43° a 

45°C, la cual es la más afta de cualquier bacteria de importancia médica, 

además t iene el t iempo de generación más corto (7 a 8 min bajo condiciones 

ideales), que cualquier otra bacteria conocida (Labbé, R.G., 1991). 

Este microorganismo causa una serie de patologías en humanos y 

animales. Se ha reportado que en el hombre es el principal causante de la 

gangrena gaseosa (Smith, L.D et a!., 1984), sin embargo también se conoce 

que es el responsable de una de las toxMnfecciones por alimentos mas 

importantes, y a que estudios epidemiológicos revelan que C. perfringens se 

encuentra entre las 5 primeras causas de enfermedades alimentarias 

bacterianas (Sutton, R.G.A. ef oí 1965; Tood, E.C.D., 1978,; Hatheway. C.L et o!.. 

1980; Shandera, W,X.. 1983; Borrielo, E.P. efaf. 1985; Sharp. J.C.M.. 1988; Centers 

for Disease Control. 1990), Además, puede causar enteritis necrótica y diarrea 

6 



infecciosa asociada a la administración de antibióticos ( labbé, R.G. 1989; 

Borriello, S.P. etal. 1984; Larson, H.E. et ai. 1984). PoTóiío lado también se ha 

relacionado con el síndrome de muerte fulminante infantil (Murrel, T.G.C., etal. 

1987). En cuanto a enfermedades en-«a¡males se ha reportado que causa la 

disenteria del cordero, la enfermedad del riñón pulposo en cabras, la 

enterotoxemia de ovejas, de borregos y de ganado vacuno, etc. (Smrth , LD. 

etal. 1984). 

PRINCIPALES ENFERMEDADES EN EL HOMBRE CAUSADAS POR C. 

perfríngens 

ti) GANGRENA GASEOSA (MIONECROSIS CLOSTRIDIAU. 

Esta enfermedad ha estado asociada estrechamente con C. perfríngens 

durante los últimos noventa años, aunque se ha reportado que algunos casos 

esporádicos han sido causados por otros microorganismos del género, entre los 

que se incluyen principalmente C. novyi y C. septicum (Holland, K.T. of a!., 

1987). 

Se ha establecido que la enfermedad progresa en dos estadios: primero, 

después del trauma inicial, el crecimiento localizado de las bacterias causa 

una necrosis, esto es debido al efecto de las toxinas, principalmente la 

fosfolípasa C (cc toxina o lecitinasa), la cual destruye a los capilares, lo que 

reduce el flujo sanguíneo de la zona afectada; segundo, se desarrolla una 

necrosis progresiva con abundante crecimiento microbiano, hasta que el 

microorganismo llega al torrente sanguíneo y causa una bacteremia (Holkmd, 

K.T. etaf. 1987). 

En general, los síntomas aparecen bruscamente y siguen a un perk rio de 

incubación de 6 a 72 h después de ocurrida la lesión. La zona afertc o'a se 

muestra edematosa y la piei presenta un color bronceado con exudo«. iOn de 

un fíquido obscuro transparente. Además existe gas en el tejido subculuneo y 
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en los musculos. Hoy lesión de los nervios periféricos, por lo que en ocasiones el 

paciente no se da cuenta del avance de la enfermedad, extendiéndosele 

hasta causar bacteremia y su muerte (Swarfz, M.N., 1985). 

Todas las cepas de los cinco tipos de C. perfitngens producen la 

fosfolipasa C, la cual es una de las principales responsables del cuadro de 

gangrena gaseosa. Sin embargo, durante el progreso del proceso patológico 

otras toxinas también pueden actuar, lo que agrava el cuadro clínico (Mollby, 

R. etof, 197ó). 

La fosfolipasa C es una proteína termoestable que hidroliza 

fosfatidilcolina a fosforilcollna y 1,2-diacilgllcerol, aunque se ha encontrado que 

también a fec ta otros fosfofípidos como esfingomielina y lisofosfatidilcolina 

(Krug, E.L. y C. Kent, 1984). La toxina tiene un peso molecular de 30 kDa cuando 

se determina mediante cromatografía de exclusión molecular, y un punto 

isoeléctrico de 5.5 (Smith, C y J.P. Arbuthnott, 1974). 

Dentro de la actividad biológica de esta toxina está bien establecido 

que tiene act ividad dermonecrótica, hemofítica y letal para una gran 

variedad de animales de laboratorio (Steme, M.. et at, 19A4). La acción 

hemolrtica se provoca por la hidrólisis de los fosfofípidos en la membrana de las 

células hemáticas, lo que origina el rompimiento de ios eritrocitos ya debilitados 

(Meduski, J.W. y P. Hochstein, 1972) 

La fosfolipasa C también causa la agregación de las plaquetas in vitro e 

fn vivo, además se ha visto que puede provocar su degradación, así como de 

leucocitos y de otras células del cuerpo. Por otro lado, se ha establecido que 

puede incrementar la permeabilidad vascular (Sugahara, T., eta!. 1977). 

La acción de la fosfolipasa C en el cuerpo es dependiente del sitio de 

inoculación. Se ha observado que una inoculación intravenosa provoca una 

agregación y degradación de plaquetas. Esto es seguido por una hemolisis 

intravascular y subsecuentemente hematuria. La toxina intacta o sus 

fragmentos son excretados e n j a orina. Cuando la inoculación es intramuscular. 



se dificulta establecer los efectos de esta toxina en forma independiente. 

Aparentemente la toxina debe de fijarse en el sitio de inoculación, ahí afecta 

la membrana plasmática de las células musculares, y subsecuentemente hay 

degeneración de estructuras subcelulares como mitocondrias. retículo 

endoplásmico y membrana nuclear (Smith, L.D y B.L Williams, 1984). 

Debido a que C. perfringens es el principal causante de esta 

enfermedad, el estudio de los factores que pudieran influenciar la síntesis de la 

fosfolipasa C serían de gran importancia. Tomando en cuenta que se 

desconoce el efecto de condiciones estresantes sobre este factor de 

patogenicidad. uno de los objetivos de este trabajo abordó este aspecto. 

b) ENFERMEDADES AUMENTARIAS. 

La toxHnfección alimentaria y la diarrea infecciosa son provocados por 

la acción de una enterotoxina en el tracto gastrointestinal. La toxina está 

estrechamente relacionada con el proceso de esporulación de la bacteria 

(Labbé. R.G. 1989). 

Las enfermedades alimentarias producidas por C. perfringens 

generalmente ocurren al ingerir alimento contaminado con uno o una 

combinación de los siguientes eventos: a) células vegetativas (calculándose 

que se requieren entre 4 a ó x 109 UFC), cuando un número considerable de 

ellas pasan el entorno ácido del estómago, llegan al ambiente alcalino del 

intestino delgado y allí comienzan el proceso d e esporulación y producen 

conjuntamente la enterotoxina; b) células en esporulación. las cuales pueden 

producir intracelularmente la enterotoxina durante su estancia en el alimento y 

después liberarla ya en el tracto intestina), y c) enterotoxina preformada, 

aunque este resulta el menos probable, ya que en experimentos con 

voluntarios se requirió la ingesta de 8 mg de toxina pura y además de la 

neutralización del jugo gástrico para poder inducir la sintomotología (Skjelkvalé. 

R. eta!, 1977). 
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Generalmente la taxi-Infección alimentaria aparece 7 a 12 h después de 

ingerir el alimento contaminado, aunque en algunas ocasiones puede 

presentarse incluso 2 h después de la ingestión a'el producto (Robinson, J.A. et 

o!. 1969). La enfermedad se caracteriza por cólico abdeminal severo y una 

diarrea profusa, puede presentarse también nausea y vómito; la fiebre y el 

dolor de cabeza están generalmente ausentes (Sutton, R.G.A. y B.C. Hobbs, 

1965). 

La diarrea infecciosa también se presenta con dolor abdominal severo, 

vómito y en muchas ocasiones las heces son sanguinolentas. La duración de 

esta enfermedad es a i rededorde 11 días (Larson, H.E. y S.P, Borriello, 1988). Un 

número importante de estas diarreas se originan después de que los pacientes 

han recibido tratamientos con antibióticos (Borriello, S.P. et ai. 1984). Se piensa 

que esta enfermedad es producida por una sobrepoblación de C. perfringens 

en el intestino donde continuamente liberan la enterotoxina (Larson, H.E. y S.P. 

Bornello, 1988). 

Debido a la importancia de estas enfermedades la enterotoxina ha sido 

objeto de extensos estudios y se ha establecido que es una proteína termolábil 

(Duncan, C.L y D.H. Strong. 1969), de una sola cadena (Labbé. R.G.. 1981) 

compuesta por 309 aminoácidos (Granum, P.E. y O. Harbitz, 1984), con un peso 

molecular de 34,262 dattones y un punto isoeléctrico de 4.3 (Yotis, W.W. C. 

Castimpolas. 1975). 

Se han realizado estudios sobre el modo de acción de esta toxina en las 

enfermedades diarréicas y se ha establecido que el sitio de fijación es la 

membrana de las células epiteliales del borde de cepillo del intestino, en 

donde se une a un receptor de naturaleza proteínica. el cual se ha sugerido 

que tiene un peso molecular de 50 kDa, A los 2 o 3 min de la unión ocurre la 

inserción de la toxina en la membrana y en ese sitio realiza su acción, ya que 

no hay evidencia de que ocurra internalización de ésta (McCIane. B.A. et a!. 

1988). Se ha determinado que estando la enterotoxina insertada provoca 



aparición de burbujas y d© poros en la membrana. Estos úitimos en presencia 

de calcio se hacen muy grandes, lo que origina alteraciones en la 

permeabilidad membranal, que incluyen modificaciones en el flujo de iones, 

aminoácidos y nucleótidos (McDonel. J.L. 1988). Esto provoca la salida de 

agua, iones y pequeñas moléculas, que produce un desequilibrio osmótico, la 

inhibición de la síntesis de macromoléculas y del metabolismo energético, 

además de daño morfológico y eventualmente muerte celular (Wnek, A.P., et 

al. 1989). 

En general el conocimiento de las enfermedades alimentarias causadas 

por esta bacteria es muy amplio, sin embargo, no existe en la literatura 

información sobre el efecto de un choque térmico sobre la producción de 

enterotoxina. Pensamos que estudiar esta es de gran importancia para poder 

conocer la capacidad de sobrevivenvia y de producción de enterotoxina por 

el patógeno en condiciones hostiles, a los que está expuesto en condiciones 

silvestres, por lo que uno de los objetivos de este trabajo pretendió estudiar este 

aspecto 

LA ESPORULACION DE C. perfringens. 

El estudio d e la esporulación bacteriana ha adquirido gran importancia 

ya que un gran número de toxinas, enzimas y antibióticos se producen durante 

este proceso en muchas especies de los géneros Clostridium y Bacillus 

(Schaeffer, P.. 1969). Además, la capacidad de formar esporas favorece de 

manera considerable la sobrevivencia del microorganismo en sus diferentes 

hábitats. 

Las esporas se forman en la bacteria mediante un proceso que involucra 

todo un conjunto de cambios morfológicos y fisiológicos en el microorganismo. 

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

siguientes condiciones: 



a) disminución en el medio de cultivo de las fuentes de carbono, nitrógeno o 

fósforo. Las células vegetativas se multiplican en el medio de cultivo, hasta que 

se reduce la concentración de alguno de los nutrientes arriba mencionados, y 

esto es reconocido por la célula como una "señal para inia'ar el proceso de 

esporulaclón. 

b) falta de un aminoácido esencial en ei medio de cultivo: la disminución 

súbita de uno a más aminoácidos puede provocar una respuesta severa que 

implica el cese de la síntesis de proteínas y ARN. Esto provoca también una 

activación en la producción de (p)ppGpp y de la actividad de 

deshidrogenasa-IMP. lo que resutta en una disminución de la concentración de 

nucleótidos de guanina, que conduce al inicio del proceso de. esporulación 

(Freese, E„ 1981). 

c) inhibición directa de la síntesis de nucleótidos de guanosina: se ha 

comprobado que la decoinina, un inhibidor de la síntesis de GMP. es capaz de 

promover la esporulación d e Bacülus subtitís (Mitani, T. et o!., 1977) y de C. 

perfringens (SacksX.E., 1980). Además Labbó y Nolan <1981 y 1987) 

establecieron que la cafeína, que inhibe la vía de las pentosas. mostró 

estimulación del proceso de esporulación. 

En el género Bacfflus la secuencia de cambios morfológicos que ocurren 

durante la esporulación se han dividido en siete etapas, las cuales son muy 

similares a las observadas para C. perfringens. y difieren solo en aspectos 

menores (Hoeninger, J.F.M. et ai, 1968; Roper, G. et a/.. 1976), Estas etapas se 

caracterizan principalmente por los siguientes eventos, primero: formación de 

un filamento axial de cromatina; segundo: invaginación de la membrana 

celular para la formación del septo de división; tercero: englobamiento de la 

pre-espora por la membrana celular; cuarto: depósito de peptidoglicano para 

formar el cortex; quinto: formación de las capas de la espora; sexto: 

maduración de la espora y séptimo: liberación de la espora de la célula madre 

(Mandelstam. J. et-a¡. 1988). 



La espora es una forma celular de gran resistencia que difiere de su 

progenitor (la céluia madre) en el grado de tolerancia a diferentes 

condiciones, tales como al calor, en donde es 100,000 veces más resistente: a 

la luz ultravioleta y -s -la-radiación ionizante, ya que se ha visto que resiste más 

de 100 veces que la célula vegetativa, y a otras condiciones tales como la 

desecación, y la exposición a desinfectantes y otros químicos (Khoury. P.H. et 

ai, 1987). 

Se ha demostrado que la resistencia al calor es mayor en las esporas de 

las bacterias termófilas comparada con las mesófilas. y esta es mayor que la de 

las organismos psicrófilos (Khoury, P.H. etaL. 1987). 

En algunas especies del género Bacillus se ha demostrado que entre 

mayor sea la temperatura de esporulación, mayor será la tolerancia a altas 

temperaturas de las esporas formadas (Lechowich, R.V, y Z.J. Ordal, 1962). 

Recientemente, Garcia-Alvarada et ai (1992) establecieron que este 

comportamiento se presentaba también en C. perfríngens. Ellos demostraron 

que las esporas formadas a 43°C eran más termotolerantes que las producidas 

a 37°C y estas a su vez más resistentes que las formadas a 32°C. 

La termotolerancia de las esporas se atribuye al menos a tres 

determinantes fisicoquímicos que afectan al crtosol celular: contenido de 

agua, mineralización y adaptación térmica (Gerhardt, P. y R.E. Marquis, 1989). 

El estudio de aquellos factores que permitieran una mayor capacidad de 

sobrevivencia de este patógeno serían de gran trascendencia, por lo que uno 

de los objetivos de este trabajo fué determinar si un choque térmico Influía en 

la producción de esporas. 



LA ESPORULACION Y PRODUCCION DE ENTEROTOXINA. 

Desde hace tiempo se ha reportado una relación estrecha entre la 

producción d e enterotoxina y la esporulación de ta bacteria (Craven, S.t. etaf. 

1981). Sin embargo se ha descrito que pequeñas cantidades de enterotoxina 

son producidas por células vegetativas no esporuladas (Goldner, S.B. et of. 

1986). Afortunadamente estas cantidades son tan pequeñas que no son de 

importancia como causa de intoxicaciones alimentarias por el microorganismo 

(Skjelkvale, R. y T. Uemura, 1977). 

Se ha demostrado que la enterotoxina empieza a sintetizarse en los 

estadios tempranos del proceso de esporulación, acumulándose 

intracelularmente, para después ser liberada junto con la espora madura al 

medio extracelular (Labbé, R.G. 1977). Se había reportado que la enterotoxina 

era parte estructural importante de las capas de la espora (Frieben, W, y C.L. 

Duncan, 1975). Sin embargo, Ryu y Labbé encontraron que estas estructuras 

contienen solo cantidades muy pequeñas de enterotoxina ( Ryu, S. y R,G. 

Labbé, 1989), lo cual sugiere que esta proteína carece de un papel estructural 

Importante en las cubiertas esporales. 

Se tiene un conocimiento muy pobre sebre la genética de la producción 

de enterotoxina. Solo se sabe que los genes responsables de su síntesis se 

pueden encontrar tanto en el cromosoma como en plásmidos (Labbé. R.G , 

1989), y que aproximadamente solo ó% de las cepas aisladas de muestia 

fecales de personas sanas contienen el gen que codifica para la enterotoxina 

(Labbé, R.G., 1991). 



PROTEINAS DEL CHOQUE TERMICO 

a) GENERALIDADES, 

En general los organismos deben -adaptarse a una gran variedad de 

condiciones ambientales tanto físicas, como químicas o biológicas, las cuales 

en muchas ocasiones provocan estados de estrés para las células. Se ha 

establecido que casi todos los organismos responden a estas condiciones de 

tensión mediante la inducción de la síntesis de un grupo de proteínas 

conocidas como proteínas del estrés. Se piensa que la función de estas 

proteínas es proteger a las células del cambio adverso, el cual pudiera ser letal 

(Morimoto, R.l etal 1990). 

Ya que la temperatura es uno de los principales factores que gobiernan 

el crecimiento y el metabolismo de las células, no es sorprendente que la 

inducción de estas proteínas haya sido ampliamente estudiada en respuesta a 

cambios en este parámetro. El primera que reportó esta respuesta fue Tissieres 

et af (1974), cuando trabajaron con Drosoph/fa y elevaron la temperatura 

ambiente 5 grados arriba de su rango normal, y observaron la síntesis de un 

grupo de proteínas como respuesta este cambio. A estos péptidos les domaron 

proteínas del choque térmico (PCHT) (FarberJ.M. y B.E. Brown. 1990). Como 

resultado de la condición estresante se ha observado que junto con la 

activación de los genes que codifican para las PCHT, se inhibe la expresión de 

la mayoría de los otros genes. 

Se ha establecido que algunas de las PCHT y en general las proteínas del 

estrés son también sintetizadas en otras condiciones adversas tales, como 

anoxia, adición de azida de sodio, cambios en el pH (Heyde, M. y R. Portalier. 

1990), condiciones adversas de oxígeno (Begonia, G.B. y M.l. Salin, 1991), 

cambios de presión (Qoronfleh. M.W. y U.N. Streips, 1987). la exposición a luz 

ultravioleta, infección viral, transformaciones malignas, inflamación (Kaufmann, 

S.H. ei al. 1990), presencia de 2,4-dinitrofenol (Heyde. M. R. Portalier. 1990). der 
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agentes oxidantes (Farr. S.B. y T. Kogoma. 1991), y de alcoholes y de metales 

pesados (Watson, K. 1990), entre otros. 

Las principales PCHT han sido clasificadas en cuatro familias de acuerdo 

a los pesos moleculares que presentan: a) PCHT de alto peso molecular, 

variando entre 83 y 90 kDa; b) PCHT 70, cuyos pesos varían entre 66 y 78 kDa; c) 

PCHT 60. que han sido encontradas en bacterias, mitocondrias y cloroplastos y 

se les ha l lamado "chaperoninas* (Hemmingsen. S.M. ef a/., 1988) y d) PCHT de 

bajo peso molecular, la cual comprende un diverso grupo cuyos pesos varían 

entre 15 a 30 kDa. Además, se han encontrado algunas PCHT de pesos 

moleculares muy altos (100 a 110 kDa) con propiedades diferentes a las de las 

otras familias anteriormente mencionadas (Subjeck, J.R. et ai, 1983). 

Está bien establecido que en condiciones normales no estresantes ta 

mayoría de as PCHT están presentes en bajas concentraciones en las células, ta 

que sugiere que en todo t iempo tienen funciones indispensables, sin embargo, 

durante la situación de estrés su síntesis se incrementa hasta 100 veces, 

disminuyendo posteriormente cuando cesa la condición tensianante (Palter. 

K.B., etaL 1986). 

Se ha observado que la síntesis de las PCHT varia con la magnitud de la 

condición estresante a que es expuesta la célula. Van Bogelen et ai (1989) 

observaron que cuando sometían a células de F. eolio un cambio moderado 

de temperatura se producía una respuesta temporal mediante el aumento de 

la síntesis de las PCHT; sin embargo, cuando el cambio de temperatura era más 

severo, hasta una temperatura casi letal, se inducía casi exclusivamente la 

síntesis de las PCHT y se inhibía la producción de proteínas normales. 

Se había establecido que los organismos eucarióticos poseen al menos 

dos copias de la mayoría de los genes que codif ican para las PCHT. en tanto 

que los procariotes poseen una copia única de estos genes (Morimoto, R.l et 

oL 1990). Sin embargo, un año mas tarde, en 1991, G. Gugielmi ot al 

establecieron la presencia de múltiples genes codificantes para proteínas de la 
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familia de 60 kDa en Streptomyces albus. Esta misma observación fue hecha 

por Wallington y Lund (1994) cuando trabajaron con Rhizobiam ieguminosarum. 

La respuesta al choque térmico ha sido estudiada en una gran cantidad 

de organismos. Se -ha establecido que tiene dos car-sereristicas muy 

importantes: 1) esta respuesta es prácticamente universal, debido a que en 

todos los organismos estudiados ha sido encontrada, con excepción de Hydra 

o/Jgactis{Bosch, T.C.G.. et al, 1988). Sin embargo la inducción de PCKT varía 

grandemente en relación al número y a la cant idad de proteínas producidas 

en las diferentes formas de vida, y 2) las PCKT presentan un alto grado de 

conservación evolutiva, especialmente la familia de tos 70 kDa, ya que se ha 

reportado una homología del 70% entre la proteína de 70 kDa del humano y la 

de D. melanogasfer y de un 50% con la proteína homologa de E cofi. Todo lo 

anterior ha sugerido una evolución de un dominio proteínico común (Morimoto. 

R.I., etai, 1990). 

Se ha determinado que la respuesta al choque térmico puede ser 

variable de un organismo a otro e incluso en organismos de la misma especie, 

tal c o m o lo demostraron Morange et af (1993), cuando trabajaron con 

especies de Ustería. Sin embargo, lo que está bien establecido es la importante 

función protectiva que todas ellas llevan a cabo (Morimoto. R.I., etaf.. 1990), 

Gomes eta/( 1986) realizaron experimentos con CauJobacter crescentus. 

Ellos establecieron que la bacteria era capaz de inducir 20 diferentes PCHT 

cuando se incubaba a 30°C y recibía un choque térmico de 40°C. En estudios 

realizados por Terracciano et a! (1988) con Oosftidium acetobutyfícum se 

encontró la inducción de 11 PCKT cuando la temperatura se cambiaba de 28 

a 45CC. En B. subtillisse detectaron 26 PCKT distintas cuando fue sometida a un 

cambio térmico de 37 a 50°C (Arnosti. D.N., etai. 1986). 

Una respuesta más limitada fue observada por J. Engel et a!. (1990) 

cuando trabajaron con Chiamydia trachomatis. Ellos encontraron la inducción 

de 5 PCHT cuando las células recibieron un choque térmico do 37 a 45°C. Se 



ha establecido que algunas arqueobacterias también presentan una respuesta 

al estrés térmico, induciéndose aireaedor de ó PCHT cuando tas células son 

sometidas a condiciones extremas de temperatura (Conway de Macario. E, y 

-A-Macario. 1994), 

Cuando Heh'cobacter pyioti fue sometida a un choque térmico de 42°C 

solo se detectó una proteína perteneciente a la familia de 60 kDa (Yokota. K.. 

etaf. 1994). 

Al someter a Sfreptococcus thermophüus a un choque térmico de 42 a 

52°C. se indujo la producción de al menos 22 PCHT (Auffray. Y.. etaf.. 1995). 

Este mismo investigador había trabajado anteriormente (1992) con 

Lactobacifíus factísy estableció que un cambio térmico de 30 a 40°C induce al 

menos ló PCHT. 

En £ cof¡, que es la bacteria más extensamente estudiada se ha 

establecido que se sintetizan entre 17 y 20 proteínas cuando la temperatura de 

incubación se cambió de 28 a 42°C (Neidhart. F. y R.A. Van Bogelen. 1987). 

Como lo demuestran estos resultados, la cantidad y el tipo de PCHT es variable 

con el organismo. De todas las PCHT de £ cotí existen dos que han sido 

ampliamente caracterizadas, la GroEL y la DnaK. Se ha encontrado que ambas 

se sintetizan y tienen funciones en condiciones normales, sin embargo, durante 

un periodo de estrés la síntesis se incrementa de 20 a 100 veces (Morimoto. R.I., 

etat.. 1990). 

La PCHT DnaK es una proteína multifuncional, con un peso molecular de 

ó9 kDa, por lo que se considera que pertenece a la familia de PCHT 70. Es una 

proteína inducible. que durante un proceso de estrés celular puede llega a 

constituir el 4.3% del total de proteína celular (Herendeen, S.L.. etat. 1979). 

Terracciano, et a1 (1988) trabajando con Clostridium acetobutylicum, 

demostraron en este organismo la síntesis de un homólogo a la DnaK de S. con, 

cuyo peso molecular fue de 74 kDa. Auffray, et at (1995) observaron que en 

Sfreptococcus theanopilus. el homólogo de esta proteína tiene un peso 
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molecular de 72 kDa y en Lactobacfflusiactisde 70 kDa (Auffray, Y. etaf. 1992). 

En tanto que Todd et 0/(1985) establecieron que en Bacillussubtilsel homólogo^ -

era de 84 kDa. 

Se ha observado que esta proteína tiene un alto grado de conservación 

evolutiva. La proteína de £ coli presenta un 57% de homología con la proteína 

producida por Drosophiia meianogaster(Bardwell. J.C.A. y E.A. Craig. 1984). Por 

su parte, Varela y Jerez (1992) establecieron que el homólogo de DnaK de 

IhiobacMus ferroxidans presentaba un 80% de identidad con la proteína de £ 

coii. 

La proteína DnaK es considerada una chaperona molecular ya que se 

ha visto que tiene función mediadora en el ensamblaje correcto de las 

proteínas oligoméricas, también se ha sugerido que cataliza interacciones 

proteínicas intra e intermoleculares (Guglielmi, G. et al 1991). Se ha estableado 

que esta proteína tiene otras funciones celulares idénticas en procariotes y 

eucariotes tales como la disociación de agregados proteínicos y el 

mantenimiento de algunos polipéptido? en estado no plegado, lo que facilita 

la translocación a través de la membrana y posteriormente el aceleramiento 

del plegamiento y oligomerización. Además se ha visto que es indispensable 

para la replicación del fago lambda in vivo (Morimoto, R.l etaf. 1990), Por otro 

lado, se ha establecido que la presencia de esta proteína es indispensable 

para el crecimiento de £ coti a altas temperaturas (Dean, D.O. y R. James. 

1991). 

Se sabe que esta proteína en células eucarióticas está localizada en 

mitocondrias, cloroplastos, retículo endoplásmico, núcleo y citosol. También en 

trabajos con Drosophifa se ha establecido que la PCHT está localizada en 

crtosol y posteriormente migra a núcleo como resultado de un esiímulo 

estresante (Morimoto. R.l etaf, 1990). 

En relación con la localización de DnaK en células procarióticas existía 

confusión, ya que primero se reportó que se encontraba en la ;'>n 



membranal (Zylicz, M. et al 1983), y posteriormente Kostyal et al (1989) 

demostró esta proteíncr «Sr» membrana, sin embargo, se estableció que 

cantidades significativas se encontraban también en cttosof. 

Recientemente BukaUr—et al (1993)cuando realizaron trabajos de 

inmunolocaltzación con partículas de oro bajo el microscopio electrónico, 

establecieron que la PCHT DnaK se localiza principalmente en crtosol, aunque, 

un 24% de esta PCHT se encuentra asociada a membrana. Estos investigadores 

encontraron además que un choque térmico no induce relocalización de esta 

PCHT. tal como se había reportado para Ürosophiia. 

La PCHT GroEL es una proteína que pertenece a la familia de PCHT 60. 

Se ha determinado que tiene forma de anillo compuesta por 14 subunidades 

idénticas, c a d a una con un peso molecular de 58 kDa. las cuales se mantienen 

unidas mediante interacciones no covalentes (Zeilstra-Ryalls, J. et al 1991). 

Cuando estudiaron a Heiicobacter pyioñ\ Dunn, et ai (1994) 

establecieron que este posee una proteína de 54 kDa homologa a la GroEL de 

£ cali. Por su parte, Zeilstra-Ryalls etal (1991) demostraron que el homólogo de 

esta proteína en Mycobacterium spp. posee un peso molecular de 65 kDa. En 

tanto que Todd et a / 0 985) observaron que en B. subtilis. el homólogo posee un 

peso molecular de 69 kDa. 

Otros grupos de investigadores han establecido que el homólogo de 

Streptomyces albus tiene un peso molecular de 56 kDa (Mazodier, P., et ai, 

1991), el de Cauiobacter crescentus. 62 kDa (Lopes, S. et al, 1986); el de 

Campyiobacter Jejuni 62 kDa (Takata, T, et ai., 1995); el de Streptococcus 

thermophiius, 67 kDa (Auffray. Y. et ai.. 1995); el de Lactobaciilus iactis, 63 kDa 

(Auffray. Y. et al., 1992) y el de Legioneüa pneumophiia. 60 kDa (Lema. M.W. y 

A. Brown. 1995). 

Una característica impártante, es que en un mismo organismo se ha 

encontrado la presencia de varias proteínas de diferentes pesos moleculares 

que son homologas a la GroEL de £ coli. Lo anterior fue observado-por E, 



Wallington y P. Lund (1994) cuando trabajaron con Rhizobium teguminosarum. 

Ellos observaran que la bacteria posee dos proteínas, una de 60 kDa y otra de 

58 kDa que reaccionan con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la PCHT 

GroEL de £ cofi. Así también G. Gugliemi et al. (1991) demostraron que-en 

cuatro especies de Streptomyces existen tres proteínas que reaccionan con 

anticuerpos monoclonales contra la proteína GroEL de £ cotí. 

Se ha establecido que esta proteína no solamente presenta un alto 

grado de conservación estructural, sino también funcional. Varios autores han 

encontrado que es indispensable para el crecimiento a todas las temperaturas 

y que probablemente tenga un papel importante en los procesos de 

replicación del ADN y en la transcripción. Además d e que facilita el 

plegamiento post-transcripcional. el ensamblaje y en algunos casos el 

transporte de proteínas oligoméricas a través de la membrana (Khandekar, S.S. 

et ai. 1993). Así también se ha especulado que esta proteína pueda actuar 

como el antígeno causante de enfermedades autoinmunes, debido a la alta 

homología de esta proteína en las diferentes formas de vida (Cohén. I.R.. 1991), 

Se han realizado estudios para determinar la localización celular de esta 

PCHT a fin de entender más su función. A diferencia de la localización de la 

PCHT DnaK en células procari óticas, en trabajos realizados por Eschweiler et >! 

en 1993. la GroEL se ha encontrado tanto en membrana como en región 

citosólica. Recientemente Lema y Brown (1995) establecieron que esta PCH" 

encuentra principalmente en membrana en iegionelia pneumophiia mi 

embargo pequeñas cantidades son también detectadas en citosol. 

Podemos considerar que la cantidad de información que se tiene 

hacerla de las PCHT, sus características y la presencia de homólogos contra las 

principales PCHT de £ coi/ es muy amplia, sin embargo no existen repc i ?s 

sobre la caracterización de la respuesta al choque térmico en C. perfri ¡qe s. 

por lo que en este trabajo abordamos este tema. 



En general las PCKT se han estudiado intensamente y se ha establecido 

que están involucradas en una serie de procesos biológicos, tales como 

esporulación, adquisición de temnotolerancia, problemas autoinmunes, 

factores de patogenicidad. etc. La relación existerne-entre las PCHT y estos 

procesos se revisará en forma independiente a continuación. 

b) PCHT Y ESPORULACION. 

Existen evidencias que sugieren que las PCKT pueden jugar un papel 

importante en el proceso de esporulación bacteriana. Una hipótesis a esta 

relación menciona que el proceso de esporulación es en sí una condición 

estresante ejercida sobre la célula, ya que el proceso se inicia cuando algún 

factor nutricional está ausente del medio de cultivo. 

La primera evidencia que establece esta relación viene de trabajos 

realizados por Piggot y Coote (197ó) quienes encontraron que un factor 

regulador de la expresión de las PCKT requiere la presencia de unas proteínas 

codificadas por genes, que juegan un papel muy importante durante el 

proceso de esporulación. 

Sin embargo, en un trabajo desarrollado por Streips y Polio (1985) en que 

utilizaron mutantes incapaces de esporular de B. subtUis. se observó que estas 

cepas producían la mayoría de las PCKT sintetizadas por las bacterias que si 

esporulaban, por lo que sugirieron que las PCHT no jugaban un papel crucial en 

la esporulación de la bacteria. 

En ese mismo año Todd et o/también estudiaron la presencia de PCHT en 

células esporulantes de Baciüus. Ellos detectaron que cuando aplicaban a las 

células en esporulación un choque térmico de 30 a 43°C, se inducía la síntesis 

de 4 PCKT principales, cuyos pesos moleculares eran de 84, 69, 32 y 22 kDa. 

Además ellos encontraron que en los estadios tempranos del proceso de 

esporulación se detectaban principalmente las PCHT de 84 y 32 kDa, En este 

estudio se estableció además que el homólogo de la PCHT GroEL de F. co/i 
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mostró un peso molecular de 69 kDa y que no fue muy abundante durante los 

estadios tardíos de la esporulación, en tanta que el homólogo de DnaK. cuyo 

peso molecular fue de 84 kDa, se sintetizaba en forma abundante durante 

todo el proceso de esporulación. 

En 1990 Strnadová et a!establecieron que ka PCHT 70 . que se sintetizaba 

en grandes cantidades en B. megateríum . no incrementaba los niveles de 

esporas resultantes, por lo que sugirieron que esta PCHT no era Importante en la 

formación de esporas. 

En general podemos decir que la relación de las PCHT con el proceso de 

esporulación es controversial. Uno de los objetivos de este trabajo fué 

determinar si en C. perfringensse producía esta relación. 

c) PCHT Y TERMOTOLERANCIA. 

Muchos de los tratamientos físicos usados en el procesamiento de los 

alimentos están destinados a matar o disminuir de número de microorganismos 

contaminantes y deteriorantes. Sin embargo, si el tratamiento no es lo 

suficientemente severo, la población m i c r ó b i c a puede ser dañada pero 

después recuperarse y sobrevivir (landalo, J.J. y ZJ. Ordal, 1966). 

Existe evidencia que sugiere que las PCHT están Involucradas en la 

adquisición, mantenimiento y disminución de la termotolerancia. es decir que 

cuando las células son expuestas a un choque térmico moderado por un 

t iempo específico, se produce la Inducción de resistencia a temperaturas que, 

bajo condiciones normales, resultarían letales para la célula (Bunning, V.K. et a!. 

1990). 

Lj y Werb (1982) al estudiar el efecto de choques térmicos subletates 

sobre la adquisición de termotolerancia en células eucarióticas {fibroblastos de 

hámster chino), observaron que un choque térmico de entre 41 y 46°C 

incrementaba de 102 a 104 veces la tolerancia de las células a un tratamiento 

térmico letal; -además demostraron que esta resistencia- al calor se prolongó ' 
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hasta más de 36 h después del choque subletal. Ellos establecieron además 

que dos proteínas, con masas de 70 y 87 kDa eran especialmente abundantes 

durante este proceso. Por otra parte, cuando Laszlo (1988) realizó estudios con 

las mismas células, estableció q u e la HSP 70 era la única proteína involucrada 

en la tolerancia al calor. 

Sin embargo en trabajos con Saccharomyces cerevisiae realizados por 

Smith y Yaffe (1991). se observó que las PCHT no eran importantes para la 

adquisición de termotolerancia. Estas deducciones las hideron al obtener una 

mutante carente de expresión de PCHT que si podía adquirir resistencia térmica 

después de un choque térmico moderado. Sin embargo, en ese mismo año 

Sánchez y Lindquist, establecieron que la PCKT 104 era necesaria para la 

inducaón de termotolerancia en S. cerevisiae. Por lo que la relación entre 

PCHT y termotolerancia hasta ese momento resultaba incierta. Esta 

controversia motivó a más grupos de investigadores para trabajar en el tema. 

Cuando Piper (1993) estudió la relación entre PCHT y adquisidón de 

termotolerancia en esa misma levadura (S. cerevisiae) encontró que solo unas 

cuantas PCHT estaban involucradas en el proceso termotolerante. 

Berg et ai (1987) cuando trabajaron con levaduras psicrofílicas 

(Tríchosporum puiiufans y Sporoboiomyces saimonicofoi) establecieron que la 

Inducción de las PCKT eran indispensables para la adquisición de 

termotolerancia. Además determinaron que la respuesta tolerante se 

prolongaba 4 h después del choque térmico. 

Otra evidencia de la importancia de las PCHT en la adquisición de 

termotolerancia viene de trabajos realizados por Koishi et a/(1992) en una línea 

celular humana de carcinoma de colon. Ellos utilizaron un inhibidor de la síntesis 

de todas las PCHT (quercetina) y observaron que también se inhibía la 

adquisición de tolerancia al calor. 

Cuando el estudio de la relación PCHT y termotolerancia se extendió a 

los organismos procariotes se observó algo similar a lo encontrado en 
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eucariotes. Mackey y Derrick (198ó) trabajaron con SaimoneBa thompson y 

demostraron que la resistencia al calor (de 50, 52,55,57 o 59°C) se incrementó 

de 2.Ó hasta 20 veces cuando sometían a la bacteria a un choque térmico 

moderado d e 37 a 42, 45 o 489G.-ün año después estos mismos investigadores 

establecieron que la capac idad protectora debida al choque térmico subletal 

también era observada cuando el ensayo lo realizaron en alimentos. Ellos 

sugirieron que este fenómeno de resistencia producido por el choque térmico 

puede tener grandes implicaciones para la sanidad de los alimentos. 

Trent et af (1990) realizaron ensayos de termotolerancia en el organismo 

termófilo Sulfolobussp, y determinaron que un prechoque térmico a 70°C hizo a 

las células, hasta ó veces más tolerantes a 92°C en comparación con los 

controles que no recibieron dicho tratamiento. Ellos encontraron que la síntesis 

de proteínas se detenía parcialmente y que solamente tres proteínas podían 

detectarse. La más abundante tenía un peso molecular de 55 kDa, en tanto 

que las otras tenían masas de 28 y 35 kDa. Ninguna de ellas mostró identidad 

inmunológica con las PCHT GroEL y DnaK de £ coli. por lo que sugirieron que las 

proteínas sintetizadas no jugaban un papel crucial en el proceso de 

termotolerancia. Sin embargo un año después Dean y James realizaron 

mutaciones al gen que codif ica para la PCHT DnaK de £ cotí. Ellos 

establecieron que una deleción pequeña del gen permitía crecer a las células 

a altas temperaturas, en tanto, que una mutación mayor impedía su 

crecimiento. Por lo anterior, ellos concluyeron que la proteína DnaK era 

necesaria en el proceso de termotolerancia. 

Para determinar si el fenómeno de adquisición de termotolerancia por 

efecto de un choque térmico subletal ocurría en organismos filogenéticamente 

distanciados, Trent et a/(1994) aplicaron choquestérmicos subletales a Bacillus 

caldolyticus (eubacteria), Sulfulobus shibatae (arqueobacteria) y Jhermom/ces 

íanugínosus (eucariote). Ellos establecieron que el choque térmico si inducía 

tolerancia térmica. Sin embargo, cuando analizaron las proteínas involucradas 



en la resistencia, establecieron que los organismos sintetizaban diferentes 

proteínas. Para B. caldolyticus se observó que la proteína dominante tenía un 

peso molecular de 70 kDa. en tanto que la de S. shibatae, era de 55 kDa, En el 

caso de T. tanuginosus se producían dos proteínas principales con masas de 31 

y 33 kDa. 

Cuando K. Bunning et ai (1990) realizaron experimentos similares con 

Listeria monocytogenes y Salmonella thypimurium . Establecieron que S. 

thypimurium presentaba adquisición de termotolerancia después de un 

choque térmico moderado; sin embargo con L monocytogenes la tolerancia 

mostrada no fue significativamente diferente a la de los controles. Por lo 

anterior sugirieron que en esta bacteria na se presentaba la relación choque 

térmico-termotolerancia. Contrario a esas observaciones en ese mismo año. 

Farber y Brown, cuando realizaron los experimentos de tolerancia al calor de 

Listeria en muestras cárnicas, establecieron que un choque térmico de 48"C 

por 120 min producía termotolerancia a 64°C. Además determinaron que la 

tolerancia se prolongaba hasta por 24 h posteriores al choque térmico inicial. 

En general la relación entre la adquisición de termotolerancia y las PCHT 

ha sido estudiada y encontrada en otros organismos como Cianobacterias 

(Blondín, P.A., et al, 1993), Lactobacillus bulgaricus (íeixeira. P.. et al. 1994), 

Salmonella enteritidis (Humphrey, T.J. et al. 1991) y Streptococcus thermophifus 

(Auffray. Y., etai, 1995). 

Recientemente Boutibonnes et al (1995) establecieron que en 

Lactococcus /acte subsp. (actis IL1403 se presentaban dos tipos de adquisición 

de termotolerancia. uno de ellos era dependiente de la síntesis de PCHT, en 

tanto que otro era independiente. Además ellos mencionaron que en la 

respuesta dependiente de PCHT los homólogos de las proteínas GroEL , DnaK y 

la PCHT 104 no jugaban un papel importante. 

Los organismos esporulados pueden soportar condiciones adversas, y 

posteriormente germinar y desarrollarse en el entorno en que se encuentran. 
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Como ya se mencionó, hay evidencias que establecen la importancia de las 

PCHT en el proceso de esporulación bacteriana. Debido a esto, varios 

Investigadores estudiaron el efecto de un choque térmico subletal sobre la 

adquisición de tolerancia al calor en esporas. Tal fue el caso de Etoa y Michiels 

(1988). quienes demostraron que si las esporas de B. stearothermophilus eran 

sometidas a un choque térmico de Ó3°C adquirían resistencia para sobrevivir a 

tratamientos térmicos extremos (121°C). 

Sedlók. M., etal. (1993) demostraron que un choque térmico aplicado a 

células de B. megaterium durante el proceso de esporulación, incrementaba 

la termotolerancia de las esporas resultantes. 

En trabajos realizados por Roy et ai (1981) en donde sometieron a 

calentamiento progresivo controlado, a un producto cárnico contaminado 

con C. perfringens. se determinó que las células eran más resistentes al calor 

que aquellas que no recibieron esa adaptación térmica. Esto podría semejarse 

a una condición parecida a aquella producida por un choque térmico 

subletal. 

Por otra parte, se conoce que las esporas de C. perfringens formadas a 

43°C son más termotolerantes que las producidas a 37CC y estas a su vez que 

las formadas a 32°C (García-Alvarado, J.S.. et ai.. 1992). Con todo lo anterior, y 

siendo C. perfringens un patógeno de alimentos, la relación existente entre la 

aplicación de cambios térmicos y la adquisición de termotolerancia. tanto en 

células vegetativas como en esporas, resulta de gran interés, por su posible 

influencia en la cal idad sanitaria de alimentas, por lo que uno de los objetivos 

de este trabajo fue abordar este aspecto. 

d) PCHT COMO ANTIGENOS INMUNODOMINANTES. 

El papel de las PCHT en inmunidad es sumamente extenso. Se ha 

establecido que las PCHT tienen funciones importantes en diferentes aspectos 

de la inmunidad. Evidencias recientes sugierén que ciertas PCHT participan en 
« 



la síntesis de inmunoglobulinas humanas y en la presentación y procesamiento 

del antígeno durante la respuesta Inmune. Además las PCHT de una amplio 

espectro de patógenos, figuran entre los principales antígenos reconocidos por 

el sistema inmune. Finalmente estas proteínas se han visto involucrados-en 

procesos de autoinmunidad tales como artritis reumatoide (Jaattela. M y D. 

Wissing, 1992). 

Durante las infecciones bacterianas, la interacción entre el patógeno y el 

hospedero genera situaciones de estrés para ambos organismos. Como 

respuesta a estas condiciones adversas está bien establecido que se sintetizan 

proteínas del estrés, las cuales permiten a la célula sobrevivir los procesos de 

tensión. Se ha encontrado que algunas de las. proteínas del estrés del 

patógeno son antígenos inmunodominantes e incluso son factores de 

virulencia. Esto ha hecho pensar a muchos investigadores en la posibilidad de 

utilizarlas como vacunas prometedoras contra un grupo de enfermedades, 

debido a la gran homología entre estas en los diferentes organismos. Sin 

embargo, un gran problema al que se han enfrentado los investigadores es 

que dichas vacunas también pudieran actuar contra las PCHT del mismo 

organismo al que se quiere proteger, lo cual provocaría problemas 

autoinmunes. 

Varios grupos de investigadores trabajan hoy en día a fin de encontrar 

una PCHT o alguna fracción inmunodominante específica de células 

procarióticas para la elaboración de la 'vacuna del futuro' (Morimoto, R.I., et 

al 1990; Young, D.B., 1992). Así de acuerdo con esto, una serie de grupos de 

investigadores han estado determinando la presencia y las características de 

las PCHT inmunodominantes de varios organismos tales como Mycobactenum 

tuberculosis (Young. D.B. y T.R. Garbe, 1991). M. feprae (Jaattela, M y D . Wissing, 

1992), Brucella me/itiensis (Spencer. S.A., et a/.. 1994), 8. abortas (Young. DB 

1992), Haemophitus ducrey (Brown, T.J., et al. 1993), Sa/monella typhimurium 

(Ensgpaber, M. y M. Loos. 1992). Cándida albicans (Young, D B.. 1? j, 



Campylobacter jejuni (Wu, Y.L., et a!.. 1994). Borrelia burdorferi, Brugia maiay, 

Chamydia trachomatis, CoxieHa pneumophila, Plasmodium falciparum, 

Schistosoma monsoni, Treponema pallidum y Trypanosoma cruzi (J aeritela, M y 

D. Wissing, 1992), entre otras.--Urro-característica importante es que la mayoría 

de las PCHT inmunodominantes que se han encontrado, pertenecen a las 

familias PCHT 60 y PCHT 70. La información anterior se encuentra resumida en la 

tabla 1. 

El papel de las PCHT en autoinmunidad es apoyada por las siguientes 

evidencias: a) las PCHT inducen la formación de autoanticuerpos en el 

hospedero, b) los pacientes con varios desórdenes autoinmunes, como lupus 

eritematoso sistèmico y artritis reumatoide, tiene autoanticuerpos contra PCHT, 

c) la PCHT 60 de micobacterias estimuia el crecimiento de células T en tejido 

sinovial de pacientes con artritis reumatoide y d) se pueden encontrar niveles 

elevados de PCHT 60 en cartílagos y en nodulos reumatoides de pacientes con 

artritis reumatoide, pero no se localizan en pacientes sanos (Jaattela, M y D. 

Wissing, 1992). 

Debido a la importancia de las PCHT y las características inmunológicas 

que presentan en los organismos estudiados, y tomando en cuenta la 

importancia de C. perfríngens como causante de varias enfermedades, 

consideramos de gran interés determinar si el microorganismo posee proteínas 

del choque térmico inmunodominantes. por lo que uno de los objetivos de este 

trabajo trata este aspecto. 



Tabla 1. PCHT que son antigénicás en varias enfermedades de animales y 

humanos. 

Patógeno Enfermedad PCHT encontrada 
(kDa) 

Brucella abortus brucelosis 60 

Brucella meHtiensis brucelosis porcina 62 

Borrelia burgdorferi enfermedad de Lime 60 

Brugia maiay filariasis 70 

Campylobacter jejuni gastroenteritis 65.45, 12 y 10 

Candida albicans candidiasis 90 

Chlamydia pneumoniae neumonía 60 

Chlamydia psitad psitacosis 60 

Chlamydia trachomatis tracoma 60 

Coxieifa burnetii fiebre Q 60 

Haemophilus ducrey chancroide 58.5 

Legionella pneumophila enfermedad de los 
legionarios 

60 

Mycobacterium tuberculosis tuberculosis 60,70 y PCHT de 
bajo peso 

Mycobacterium leprae lepra 60, 70 y PCHT de 
bajo peso 

Plasmodium falciparum malaria 70,90 

Salmonella typhimurium salmonelosis 66 

Schistosoma monsoni esquistosomiasis 70 

Treponema pallidum Sífilis 60 

Trypanosoma cruzi enfermedad de chagas 70 



HIPOTESIS | 

Clostridium periringens responde al choque térmico provocando 

alteraciones en la síntesis de proteínas, en la producción de toxinas y en la 

resistencia al calor. 



OBJETIVOS j 

1 - Determinar el efecto de un choque térmico sobre el crecimiento de 

células vegetativas y en esporutacfón. 

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

bacteria. 

3.- Determinar el efecto de un choque térmico sobre la producción de 

énterotoxina y fosfolipasas C de C. perfiingens. 

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

de células vegetativas y esporas. 
« 

5.- Estudiar el efecto de un choque térmico sobre el patrón de proteínas 

produáads por la bacteria. Determianr los pesos moleculares y la 

localización subcelular de las proteínas específicas. 

6.- Determinar la producción de homólogos de GroEL y DnaK en C. 

perfringens. 

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

en animales enfermos de gangrena gaseosa. 
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MATERIAL Y METODOS 

MANTENIMIENTO DE LAS-CEPAS. 

Las cepas de C. perftingens utilizadas en este trabajo fueron la FD-1041 

(enterotoxigénica) obtenida del Dr. Stanley Harmon del Centro para el Control 

de Enfermedades de E.U.A. y la c e p a FD-1 (no. .enterotoxigénica) 

proporcionada por el Dr. Ronald G. Labbé de la Universidad de Massochusetts. 

E.U.A. 

Las bacterias al ser recibidas se inocularon en caldo con tiogico lato y se 

incubaron a 37QC durante 16 h. A partir de estos cultivos, para c a d a cepa se 

inocularon tubos con medio de carne cocida según Robertson (Wiliis. A.T.. 

1960). y se incubaron a 37°C durante 72 h. Estos cultivos se guardaron a -2CTC 

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

INOCULO 

A partir del cultivo de reserva se tomó una alícuota y se añadió en un 

tubo con 10 mi de caldo con tioglicolcrto e inmediatamente se colocó en un 

baño de a g u a a 75°C por 15 mln (con el fin de activar el proceso de 

germinación de las esporas). Posteriormente se enfriaron con agua a 

temperatura ambiente y se incubaron a 37"C por 16 h. 

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO. 

a) CELULAS VEGETATIVAS. 

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

con tioglicolato recién preparado, Los cultivos fueron incubados a 37 y 43°C en 

un baño d e agua , y cuando alcanzaron la parte media de la fase logarítmica 

( A ^ 0.6-0.8, en un espectrofotómetro Sequoia-Turner modelo 540) se 
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transfirieron a baños de agua a 50, 52. 55. 56. 58, 60 y 65°C por diferentes 

intervalos de tiempo, Posteriormente los cultivos fueron retornados a la 

temperatura de incubación original (37 o 43°C). hasta completar un total de 8 

h. 

Durante todo este proceso se midió el crecimiento de los cultivos c a d a 

hora mediante lecturas espectrofotométricas y cuenta viable en placa. Esta 

última consistió en realizar diluciones decimales de alícuotas de los cultivos y 

después de sembrarlas en cajas Petrl. agregarles media nutritivo con agar (1.5% 

tripticasa peptona. BBL, 1.0% extracto de levadura Difco y 1.5% agar. Difco). 

Después que las cajas solidificaron se incubaron en el sistema de anaerobiosis 

Gas-Pack Plus (BBL) a 37°C durante 24 a 48 h (Heredia. N.L. etaf.. 1992). 

b) CELULAS EN ESPORULACION. 

Se activaron las cepas de la manera descrita anteriormente y se 

inocularon (1%) tubos con 2 mi de medio de Duncan y Strong (DS) previamente 

reducido y suplementado con rafinosa como el carbohidrato del medio 

(García-Alvarado. J.S., et al, 1992). Antes de inocular los tubos fueron 

alcalinizados mediante la adición de 1.25% de una solución de carbonato de 

sodio estéril 0.66 M. Los tubos se incubaron a 37 o 43°C en un baño de agua y 

cuando alcanzaron una A ^ 0.1-0.2 (alrededor de 3 h cuando la incubación 

fue a 37°C, o 2 h cuando se realizó a 43CC) fueron transferidos a un baño de 

agua a 50°C o 52*C. Ahí fueron mantenidos por 30 min. Terminado este t iempo, 

los cultivos se retomaron al baño de agua a 37 o 43°C y se continuó la 

incubación por un total de 8 h. 

Durante todo este t iempo se tomaron alícuotas c a d a hora y se realizó 

cuenta viable en placa. El procedimiento utilizado fue como se especificó en el 

punto anterior. 



EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA FORMACION DE 

ESPORAS. 

CULTIVO: 

Para esto se utilizaron ambas cepas las cuales se activaron de la manera 

ya descrita. La forma de cultivarse se realizó de la manera especificada en el 

punto inmediato anterior, sin embargo, para este ensayo los choques térmicos 

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

DETERMINACION DE ESPORAS 

A lo largo del cultivo se tomaron muestras cada hora y se colocaron en 

agua con hielo. Posteriormente se colocaron en un baño de agua a 75°C por 

15 min, con el fin de eliminar a las células vegetativas y dejar sólo a las esporas. 

Enseguida se realizaron diluciones decimales para después determinar cuenta 

viable utilizando el medio nutritivo con agar y las condiciones de incubación 

descritas anteriormente. 

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCIÓN DE 

TOXINAS. 

a) ENTEROTOXINA. 

CULTIVO. 

Para este fin se utilizóla cepaenterotoxigénica FD-1Q41, la cual se activó 

de la manera descrita anteriormente. De esta se inocularon (concentración 

final 1%) tubos con 2 mi de medio DS y se incubaron en un baño de agua a 

43°C. 

Cuando los cuitivos tenían 1 o 3 h de incubación, se les aplicó un choque 

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

« 
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incubación original (43°C) hasta completar un total de 8 h. A lo largo de este 

procedimiento se tomaron muestras c a d a hora para determinar ia 

concentración de enterotoxina presente. 

EXTRACTO CELULAR: 

Debido a que la enterotoxina se acumula intracelularmente. fue 

necesario obtener el extracto celular. Para esto los cultivos se centrifugaron a 

10,000 x g por 15 min a 4°C, utilizando una centrífuga IEC modelo HN-SII. El 

paquete celular obtenido se lavó mediante centrifugación y eliminación del 

sobrenadante, en dos ocasiones con amortiguador de fosfatos 20 mM. pH ó.8. 

Posteriormente las células se rompieron por ultrasonido utilizando 50 unidades 

de intensidad, c o n intérvalos de un minuto de actividad y uno de descanso en 

un sonicador Biosonik (modelo BIO-II). El procedimiento se mantuvo hasta 

obtener aproximadamente un 95% de esporas libres. Posteriormente la muestra 

se centrifugó a 12,000 x g por 20 min a 4°C. Al sobrenadante obtenido 

(extracto celular) se le determinó la cant idad de enterotoxina. 

DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA ENTEROTOXINA 

(CONTRAINMUNOELECTROFORESIS) 

Esta técnica se desarrolló de acuerdo a la metodología descrita por Naik 

y Duncan (1977) con algunas modificaciones, las cuales se describen a 

continuación. 

Se utilizó una solución de agarosa tipo III (alta electraendosmosis) al 0.0ó% 

disuelta en amortiguador de barbital 0.06 M r pH 8.6. De esta solución se 

añadieron 39 mi a una placa de vidrio de 14 x 14 cm previamente recubierta 

con una fina c a p a de agar al 1% disuelto en e! mismo amortiguador. 

Después que la agarosa solidificó, se hicieron 5 hileras de pozos dobles 

con un diámetro de 4 mm, distanciados 5 mm entre c a d a pozo y 1.3 c m entre 

cada hilera. 
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Los estándares de enterotoxlna. producidos en nuestro laboratorio 

(Heredia. N.L et a!. 1994), que contenían 25, 12,5, ó.2, 3.1. 1.6. 0,8. 0.4 y 0.2 

pg/ml. así como las muestras a examinar fueron colocadas OOmD en los pozos 

de las hileras más cercanas al cátodo. El suero antienterotoxina se diluyó 1:2 y 

se aplicó en los pozos de las hileras más próximas al ánodo, en la misma 

cantidad que el antígeno. 

Inmediatamente después se realizó una electroforesis horizontal, en una 

cámara hechiza utilizando el amortiguador de barbitol en los reservorios y se 

utilizó papel filtro como puente entre la placa y los reservorios. Se aplicaron 12 

mA por 30 min. 

Las placas se colocaron en seguida en una cámara húmeda y se 

mantuvieron a temperatura ambiente por 12 a 14 h. Posteriormente se 

determinó la presencia de bandas de precipitación. La concentración de 

enterotoxina se obtuvo al comparar la última concentración del estándar que 

mostró banda, con la última dilución de la muestra en que se observó zona de 

precipitación. 

b) FOSFOLIPASA C: 

CULTIVO: 

Para este punto se utilizó la cepa FD-1041, la cual fue act ivada de la 

manera anteriormente descrita. De esta se inocularon al 1% (concentración 

final del inoculo) tubos con 2 mi de caldo con tioglicolato o caldo infusión 

cerebro y corazón (Difco) recién reducido. Los cultivos se incubaron en un 

baño de agua a 37°C. Al obtener una A ^ de 0.8-0,9 (alrededor de las 3 h de 

incubación) fueron sometidos a un choque térmico de 50°C por 30 min. 

Posteriormente se retomaron a la temperatura de incubación original (37"C) y 

el procedimiento se continuó hasta completar 8 h totales. 

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

centrifugaron a 15,000 x g por 20 min a 4°C. Posteriormente se recuperó el 
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sobrenadante del cultivo, al cual se le determinó la toxina. Este se colocó en 

tubos limpios (1 mi) y fueron liofilizados a fin d e concentrar la muestra. Una vez 

así se a lmacenaron a -2Q°C hasta que se realizó la determinación de 

fosfolipasa C. 

DETERMINACION DE LA EXOTOXINA: 

Los sobrenadantes secas fueron resuspendidos en 200 ĵI de a g u a 

destilada estéril y en ellos se cuantificó la fosfolipasa presente mediante los 

métodos siguientes: 

i) Mé todo mod i f i cado d e difusión. 

Este ensayo fue reportado por Wigley (1990). y consistió brevemente en 

lo siguiente: c o m o sustrato se utilizó fosforil colina (Sigmc Chemical Co) a una 

concentración de 5 mg/ml. resuspendido en amortiguador Tris-HCI 30 mM pH 

7.4 con 1 m M d e NaCI, 1.1% de agar agar y 0.01% de azida de sodio c o m o 

conservador. La suspensión se calentó hasta la disolución del agar y se vac ió 

en cajas Petri hasta formar una c a p a de 1.5 mm de grosor, posteriormente se 

hicieron pozos d e 3 mm de diámetro. En estos se colocaron 5 Mi d e los 

sobrenadantes a probar o d e diferentes concentraciones de un estándar de 

fosfolipasa C (Sigma Chemical Co). 

Las cajas se incubaron a 37°C por ó h. al término de lo cual se midieron 

los halos de opalescencia alrededor de c a d a pozo y se correlacionó con los 

diámetros mostrados por los estándares. 

Método tu rb¡ di métr ico modi f icado d e Van Heyningen. 

Este ensayo se basó en el método descrito por Van Heyningen, 

perfeccionado por Mollby et a/(Jolivet. C e f o/1988) y modi f icado en nuestro 

laboratorio. Este se basa en la medición de un incremento en la turbidéz de 

una suspensión de lecitina después de su incubación con fosfolipasa C. 
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El método consistió brevemente en lo siguiente: o 100 yl de los 

sobrenadantes de los cultivos se adicionó un mi de la solución de trabajo del 

sustrato (0.9 g de lecitina de soya suspendida en 25 mi de amortiguador Tris-HCI 

20 mM pH 7.2 con 0.158 M de NaCI y 2A% de colato de sodio. La solución de 

trabajo consistió en diluir 1 ó mi de esta solución en 100 mi de amortiguador 

Tris-HCI 20 mM pH 7.2 con 0.158 mM de NaCI, 10 mM de acetato de calcio y 0.2 

mM de Cloruro de zinc). Los tubos fueron mezclados e incubados por 1 h a 

37°C, Al finalizar este t iempo la reacción se detuvo por la adición de JO pl de 

EDTA 0.2 M. El incremento en la turbidéz fue cuantlficado a 510 nm en un 

espectrofotómetro Coleman Júnior (mod 340). 

Una unidad de actividad se definió arbitrariamente como la cant idad de . 

enzima que causaba un incremento en la turbidéz de 0.2 unidades de 

absorbancia por hora. 

Método colorimétrico de p-nitrofenil fosforil col ina 

Para este método desarrollado por-Sato, Chiba y Sato (1989), se preparó 

una solución de p-nitrofenilfosforilcolina (Slgma Chemical Co) a una 

concentración de 10 mg/ml. Se colocaron 50 mI de esta solución en una 

microplaca (Dynatech) de 96 pozos y se hicieron reaccionar con 100 de (os 

sobrenadantes a probar o de los estándares, La mezcla se incubó a 37QC por 

60 min al cabo de lo cual se detuvo la reacción mediante la adición de 100 \i\ 

de EDTA 5 mM. La densidad óptica de los pozos se determinó a 405 nm en un 

espectrofotómetro para microplacas (BioTek modelo EL 311). 
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período de 30 min. Terminado este t iempo, las células se sometieron a los 

ensayos de termotolerancia a 55°C. 

c) MEDICION DE I A TERMOTOLERANCIA 

Esporas: 

Las suspensiones d e esporas lavadas se ajustaron a una densidad ópt ica 

de 0.5 (600 nm. en el espectrofotómetro Sequoia Tumer modelo 340). Se 

tomaron alícuotas de 1 mi y se colocaron en tubos de 13x 100. 

Los tubos fueron colocados a 85°C en un baño de a g u a en el caso de la 

c e p a FD-1 y a 95°C para la FD-1041 por diferentes intervalos de tiempo. 

Para determinar la cant idad de esporas sobrevivientes en las 

suspensiones calentadas, se realizó una cuenta viable en p laca de la manera 

descrita anteriormente. 

Tomando en cuenta que durante el proceso de calentamiento siempre 

ocurre una reducción decimal c a d a cierto t iempo, el cual es constante, una 

reducción dec imal en el número be esporas sobrevivientes siempre es causada 

por el mismo número de minutos de calentamiento, y se puede usar ese valor 

c o m o una medida de resistencia al calor. Este t iempo es conoc ida como valor 

"D' (Gara'a-Alvarado, J.S.. etai. 1992). 

Eso significa que si graficamos el t iempo de calentamiento a una 

temperatura particular contra el log10n (donde n es el número de esporas 

sobrevivientes en cierto t iempo), resultaría una finea recta, que representaría 

una relación descrita c o m o exponencial 

Para el trazado de la línea recta, se empleó el método de regresión lineal 

y para comparac ión d e pendientes se utilizó el análisis de distribución de T 

para muestras pequeñas. Los experimentos se hicieron al menos por dupl icado 

y de c a d a uno se realizaron al menos fres repeticiones. 
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Células vegetativas: 

Inmediatamente después del choque térmico, las células se transfirieron 

a un baño de a g u a a 65°C. Allí se dejaron por intervalos de t iempo diferentes y 

posteriormente se determinó la sobrevivencia de tarcélulas mediante cuenta 

viable de la manera ya descrita. El valor 'D* se determinó d e las gráficas de 

muerte térmica. 

DURACION DE LA TERMOTOLERANCIA ADQUIRIDA DE CELULAS 

VEGETATIVAS. 

Para determinar la duración de la termotolerancia adquirida, una vez 

terminado el choque térmico, los cultivos en medio de tioglicolato se 

retornaron a la temperatura de incubación original (43°C). Allí fueron 

mantenidos por 1, 2 o 3 horas. Después de este t iempo, se determinó la 

termotolerancia a 55°C de la manera descrita anteriormente 

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS. 

a) ENSAYO DE INCORPORACION DE ^S 

Para determinar la concentración d e isótopo a utilizar se realizaron 

curvas de incorporación. Para esto se act ivó la c e p a FD-1041 de la manera y a 

especificada y a partir de ella se inocularon tubos con 2 mi de caldo con 

tioglicolato y se incubaron a 37 o 43°C en un baño de agua. 

Al llegar a la parte media de la fase log (A^, d e 0.6-0.8. en el 

espectrofotómetro anteriormente especificado), los cultivos fueron transferidos 

a 50 o 52°C. Después de 5 min se agregaron 12.20,50, 75 o 100 pCi/ml de una 

mezcla d e metionina y citfeína marcadas con ^S (Trans *S-label, ICN 

42 
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Biomedicals). y se continuó la incubación por 25 min más. Para finalizar el 

mareaje se adicionaron 40 pg/ml de metionina no radioact iva y las muestras se 

colocaron en un baño de a g u a con hielo (2-4°C). 

Para determinar la incorporación del isótopo durante el mareaje, se 

tomaron alícuotas del cultivo c d d a 5 min y se colocaron en un baño de hielo 

por 15 min. Después se tomaron 5 pl de la muestra y se colocaron en el centro 

de un filtro d e fibra de vidrio (Whatman, GF/A). Una vez que la muestra se secó, 

el filtro se co locó en una caja Petri con ácido triclaroacético al 30%, en donde 

se mantuvo por 5 min con agitación ocasional. Terminado este tiempo los filtros 

se lavaron utilizando solución salina al 0.85%. Después estos se colocaron en 

otra caja Petri con etanol al 95%. por 5 min. 

Finalmente los filtros se secaron y posteriormente se colocaron en un 

frasca para centel leo al cual se le agregaron 5 mi de difenilaxazol (Sigma) al 5% 

disuetto en tolueno. Se determinó la radioactividad en los frascos mediante un 

contador d e centel leo líquido Tm Analytic Deíta (mod. 300) leyendo por 5 min 

c a d a uno. En el aparto utilizó el estándar d e azufre para las lecturas.. 
s 

b) METODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR 

Se probaron diferentes métodos c o n el fin d e solubilizar las células para el 

análisis de proteínas: 

1) N-octil- B-D- aalactopiranosa: 

Se preparó una solución de N-octl-0-D-galactopiranosa al 2% en a g u a 

bidestilada. Se mezcló con un volumen igual d e suspensión de células y se 

dejaron incubando por 30 min a 37°C. 

2) Amortiguador de muestra 4 X de electroforesis en condiciones disociantes. 

Algunos autores lo utilizan como amortiguador para la solubilización 

celular, Esta solución se compuso de p-mercaptoefanol al 20%. SDS al 10% (p/v), 

azul de bromofenol al 0.02% (p/v). gliceroi al 40% (p/v) y TRIS al 3% (p/v), todo 



con un pH final de 6.8. Esta solución se añadió (1:1) a una suspensión de 

células, se agitó inmediatamente para después se colocó en un baño de agua 

a 95-100°C por 2 a 3 min (Lopes Gomes, S., et al. 1986; Wallington, E.J. y P.E. 

Lund, 1994). 

3) Amortiguador Tris-HCI PH 8.0 

Este consistió en resuspender el paquete celular procedente de 2 mi de 

cultivo en un volumen igual de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8.0 e incubar la 

mezcla a 37°C por un t iempo de 40 min (Holmquist, L., et al. 1993). 

4) Amortiguador Tris-Ha PH 8.0 con C a C l y NaCI, 

En este método se resuspendió el paquete celular de 2 mi de cultivo en 

un volumen igual de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8.0 el cual contenía 2 mM 

de CaCI2 y 0.3 mM d e NaQ. Después de una agitación suave, la mezcla se 

incubó a 37°C por 30 min. 

« 

5) Método de Abraham v Rood. 

El método consistió en la resuspención del paquete celular procedente 

de 2 mi d e cultivo, en un volumen igual de amortiguador TES (Tris-HCI 30 mM pH 

8.0, EDTA 5 mM y 50 mM de NaCI) con sacarosa al 25%. Posteriormente se 

adicionaron 0.4 mi de una solución de lisozima de huevo (10 mg/ml en TES). La 

mezcla fue incubada a 37°C por 30 min. Terminado este tiempo se adicionaron 

0.8 mi d e una solución d e EDTA 250 mM y se incubó de nuevo a la misma 

temperatura por 5 min. El procedimiento de de rompimiento se finalizó con la 

adición de 0.5 mi de una solución de SDS al 10% y una incubación adicional de 

5 min a 37gC (Abraham. J.LyJJ.Rood. 1995). 
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6) Método modi f icado de Qoronfleh v Streios. 

Se realizó una modif icación al método original reportado por estos 

autores (1897), y consistió en resuspender el paquete celular procedente de la 

centrifugación de 2 mi de cultivo en 2 mi de amortiguador Tris-HC! 30 mM pH 

7.6, al cual se le adicionó lisozima de huevo (concentración final 500 Mg/ml) y 

DNAsa (concentración final 50 (jg/ml). Después de homogeneizar el paquete 

en esta solución, se incubó a 37CC por 30 min, e inmediatamente después la 

suspensión fue conge lada a -20°C por 12 a 14 h. 

c) ANALISIS DE PCHT TOTALES. 

Para la determinación d e proteínas totales, las suspensiones obtenidas en 

el paso anterior, se les añadió un volumen igual de amort iguador-de muestra 

4X (mencionado en los métodos de lisis celular) y después se colocó en un 

baño de a g u a a 95-100°C por 2 a 3 min. 

d) DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PCHT 

Debido a que la respuesta al choque térmico fue mas intensa cuando el 

cultivo se incubó a 37°C y se sometió después a 50°C, los experimentos de esta 

sección se realizaron a 37°C. 

Los cultivos se centrifugaron a 13,000 x g a 4°C. Los sobrenadantes se 

recuperaron y congelaron a -20CC hasta su procesamiento. Las células 

cultivadas se desintegraron mediante el método d e Quaronfleh y Streips 

(especificado anteriormente). Después la suspensión fue ultracentrtfugada a 

223,000 x g a 4°C por 2 h utilizando una ultracentn'fuga Dupont-Sorval (mod. 

Ultra 80). Enseguida se recuperó cuidadosamente el sobrenadante (extracto 

celular o fracción citosólica) y el precipitado (envoltura celular). Este último fue 

resuspendido en solución salina al 0,85% y fue centri fugado nuevamente. El 

precipitado lavado se secó mediante la utilización de un concentrador Savant 

(modelo SC-110). La fracción citosólica y el sobrenadante del cuttivo-fueron 
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colocados en volúmenes de 1 mi en tubos eppendorff y se secaron d e la 

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

uso. 

En todas las' fracciones (sobrenadante del cultivo-,""extracto celular y 

envoltura celular) se cuantif lcó la radiactividad presente (ccp) utilizando el 

ensayo de incorporación anteriormente ci tado. 

e) ELECTROFORES1S EN GEL DE POUACRILAMIDA. 

Para determinar la cant idad de proteína presente en las muestras 

marcadas se trató de utilizar el método de ác ido bicinconínico (Pierce). Sin 

embargo, la alta concentración de-lisozima utilizada para el rompimiento 

celular por el mé todo de Abraham y Rood impidió la determinación certera de 

proteína en las muestras marcadas. Debido a lo anterior, las muestras fueron 

ajustadas a 20.000 c p m cuando el método de rompimiento fue el de Abraham 

y Rood. Cuando la muestra fue solubilizada por el método de Quoronfleh y 

Streips, los sobrenadantes, los extractos y las envolturas celulares fueron 

ajustados (mediante dilución con agua bidestilada) a 200,000 c p m para el 

caso de envolturas y extractos celulares y de 600,000 c p m para los 

sobrenadantes. Todas las muestras se mezclaron con un volumen igual de 

amortiguador de muestra 4X (especificada anteriormente) y se mantuvieron en 

un baño de agua hirviendo por 2 a 3 min. Después los tubos se centrifugaron a 

10,000 x g por 5 min para eliminar el material insoluble. 

Para la separación d e las proteínas se siguió la metodología descrita por 

Mames (1981) con ligeras modificaciones. Esta consistió brevemente en lo 

siguiente: la muestra (25-50 til) se sometió a electroforesis en un gel de 

poliacrilamida discontinuo en condiciones disociantes, con un gel separador al 

10 o al 12.5% de 1.0 mm de grosor y un gel concentrador al 2.5%. Se aplicaron 

120 V para la concentración de las proteínas y 150 Volts para su separación. El 
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gel sé mantuvo a 15°C mediante un sistema de enfriamiento de la cámara de 

electroforesis. 

Después de la electroforesis. el gel se co locó en una solución colorante 

(azul Coon¡assís"R-250 al 0.1% . metanol al 50% y ácido acét ico al 10%) durante 

un t iempo promedio de 3 h con agitación continua. Para eliminar el exceso de 

colorante del gel se colocó en una solución desteñidora (ácido acét ico al 10%) 

con agitación constante y varios recambios. El proceso de tinción se realizó 

con el fin d e determinar la ubicación de los marcadores de peso molecular y 

señalarla mediante una punción del gel con una pipeta Pasteur. 

Como marcadores de peso molecular se utilizaron anhidrasa carbónica 

(PM 29 kDa), albúmina de huevo (PM 45 kDa), albúmina bovina (PM óó kDa). 

fosforilasa B (PM 97.4 kDa) y p-galactosidasa (PM 116 kDa). Estos se adquirieron 

en la Compañía Sigma Chemical Co. 

f) FLUOROGRAFIA 

Este método se realizó para intensificar la señal radioact iva y así poder 

tener mejores resultados. 

Después de la separación de proteínas por la electroforesis y el teñido de 

los geles, estos fueron colocados en una solución de dimetilsulfóxido (DMSO. 

Sigma Chemical Co) concentrado por 45 min con agitación constante. Al 

término de este t iempo, se hicieron dos recambios más can la misma solución. 

Posteriormente el gel se co locó en una solución d e difena oxazol (PPO. 

Sigma Chemical Co) al 22% disuelto en DMSO. El gel se mantuvo en esta 

solución c o n agitación constante durante 12 a 14 h. Enseguida el gel se lavó 

con agua por 15 min con recambios y agitación constantes (Harlow, E. y D. 

Lañe, 1988). 



g) SECADO DEL GEL 

Una vez realizada la fluorografía el gel se colocó en una solución que 

contenía metanol al 20%. ácido acético al 7% y glicerol al 5%, por 20 min con 

agitación constante. 

El gel se deshidrató utilizando un secador de geles marca BioRad (mod. 

543). Sobre el soporte poroso de este aparato se colocaron varias capas de 

papel filtro secas y posteriormente una previamente humedecida con agua 

destilada. Sobre esta última se colocó el gel embebido previamente en la 

solución de gl icerol metanol y ácido acético. El gel y las tiras de papel se 

cubrieron con una película de plástica a fin de evitar que la radiactividad se 

pusiera en contacto con el aparato, eliminándose con esto problemas de 

contaminación. Enseguida se aplicó una temperatura de ó0°C y un vacío de 1 

x lO^torr utilizando una bomba de vacío Presicion (mod. D150) por 1.5 h. 

h) AUTORRADIOGRAFIA. 

Una vez que el gel se secó, se colocó en la base d e un cassette' de 

exposición, sobre d e éste se acomodó una película Kodak X-Omat y arriba de 

esta ultima se agregó una placa intensificadora de señal (Dupont). Todo este 

procedimiento se realzó en un cuarto obscuro. 

El cassette se envolvió en una película de plástico y se mantuvo entre 

-20® y -70°C por un tiempo promedio de 1 sem. Después ka película se reveló en 

forma manual d e la siguiente manera: esta se colocó en una solución 

reveladora (GBX, 'developer and replenisher" Kodak, d e la cual se tomaron 103 

mi y se aforaron a 473 mi con aguo destilada) por 2 min, posteriormente se 

pasó a una solución ("stop bath', Kodak, del cual se tomaron 20 mi y se 

aforaron a 500 mi con agua destilada) por 30 seg para detener la reacción. En 

seguida se colocó en una solución fijadora (GBX "fixer and replenisher" Kodak, 

de la cual se tomaron 103 mi y se aforaron a 473 mi con agua destilada) por 



otros 2 min y después en un recipiente con flujo de agua constante, para 

posteriormente secarse por exposición al aire. • 

DETERMINACION DE HOMOLOGOS DE DnaK Y GroEL EN C. 

perfringens. 

Tanto las proteínas totales, como las del citosol. región membranal y 

sobrenadante se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (proceso conocido 

como electrotrasferencia) y posteriormente se realizó la inmunodetección. 

a) ELECTROTRANSFERENCIA 

Inmediatamente después del corrimiento electroforético el • gel fue 

colocado en un amortiguador equilibrador (compuesto por Tris-Ha 25 mM pH 

6.8, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v) por 15 a 20 min. 

Para este experimento se utilizó una cámara marca BioRad (mod. 

200/0.2). Sobre la p laca del portagel que va hacia el lado del cátodo, se 

colocó una esponja prehumedecida con el amortiguador equilbrador (Tris 25 

mM, pH 8.3, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v). Inmediatamente después 

una hoja de papel fiHro, también humedecido con el mismo amortiguado! y 

posteriormente el gel ya equilibrado. Sobre el gel se colocó una membrana o'o 

nitrocelulosa (con tamaño de poro de 25pm, Sigma Chemical Co) previamenic» 

humedecida y sobre esta otra hoja de papel fittro y otra esponja húmeda, ü 

emparedado fue colocado en la cámara de transferencia, la cual estaba llena 

con amortiguador equilibrador frío. El sistema se corrió a-3ó0 mA por 4 h cor» el 

sistema refrigerante encendido a 4°C. 
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b) DETECCION !N MU NOENZ1M ATICA 

Una vez concluida la transferencia, la membrana d e nitrocelulosa fue 

colocada en solución Blotto (Tris-HCI 20 mM pH 7.5 con NaCl 500 mM y leche 

descremada en polvo al 5% p /v ) y se mantuvo por 12-16 h o'rerrrperatura 

ambiente y con agitación constante. 

Posteriormente se eliminó esta solución y se lavó en tres ocasiones con 

TTBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 500 m M y Tween 20 al 0.05%). La membrana 

posteriormente se colocó en contacto con los sueros anti GroEL de £ coli 

(proporcionado por el Dr. Cari Batt de Cornell University) y /o anti DnaK de L 

factis (proporcionado por el Dr. Robert McMacken de la Universidad John 

Hopkins;, los cuales se diluyeron 1:500 en TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5 y NaCl 500 

mM) con 1% de gelatina. El sistema se incubó por 3 h a temperatura ambiente 

con agitación constante. Una vez concluido este t iempo, se lavo de nuevo por 

tres ocasiones con TTBS y posteriormente se adicionó el anticuerpo anti IgG de 

conejo conjugado con peroxidasa (Sigma Chemical Co), el cual se diluyó 

1:2500 en TBS con gelatina al 1%. El sistema se dejó en agitación por espacio de 

3 h a temperatura ambiente. Después de 2-3 lavados se adicionó el sustrato de 

la enzima 4-cloro-l-naftol (BioRad) y peróxido de hidrógeno (Sigma Chemical 

Co), el cual se de/ó en incubación por 30 a 60 min a temperatura ambiente, 

con agitación constante hasta la aparición de bandas color magenta. 

DETERMINACION DE PCHTQUE ACTUAN COMO ANTIGENOS 

INMUNODOMINANTES EN UN CUADRO DE GANGRENA GASEOSA. 

a) INDUCCION DE UN CUADRO GANGRENOSO EN UN MODELO ANIMAL. 

EN COBAYO: 

Esto se realizó siguiendo el método descrito por Stevens et af (1987) con 

algunas modificaciones. 

t 
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Se utilizó la c e p a FD-1041, la cual fue act ivada de la manera descrita 

anteriormente. Con este cuitivo se inocularon tubos con 10 mi de caldo con 

tioglicoiato recién preparado, y se incubó a 37°C. Cuando los cultivos 

alcanzaron una A ^ d e 0-.ÉH-.-6; se centrifugaron a 10.000 x g y los precipitados 

fueron resuspendidos en 1 mi de solución salina estéril. Se tomaron 200 |jI (1 x 105 

UFC) de esta suspensión celular y se inocularon en la extermidad posterior 

derecha de un cobayo macho de 250 gm de peso, el cual previamente fue 

sangrado para obtener el suero control. 

El animal permaneció en observación constante por espacio de 7 días. A 

lo largo de este t iempo se examinó el avance del proceso inflamatorio y la 

aparición d e lesiones características. 

Cuando el animal presentó la lesión, se tomó muestra d e esta y se 

sembró en cajas d e Petri con agar TSN (triptosa sulfito neomicina, BBQ selectivo 

para C. perfringens, y se incubó en anaerobiosis a 37°C por 24 a 48 h. 

Las colonias negras características de C. perfringens fueron Inoculadas 

en caldo con tioglicoiato y se realizaron las pruebas bioquímicas confirmatorios 

(movilidad, reducción de nitratos a nitritos, producción de indol y fermentación 

de lactosa). Una vez que se demostró que el cuadro infeccioso fue provocado 

por la bacteria, a l - cabo de 15 días después de la inoculación se tomo una 

segunda muestra de suero, al cual se le determinó la presencia de anticuerpos 

contra las PCHT. 

EN CONEJO. 

Esto se llevó a c a b o modificando el método de Stevens et af (198/). 

Básicamente el método fue muy similar al de la inducción de la gangrena 

gaseosa en el cobayo. Las células se activaron y cultivaron de la manera 

anteriormente descrita. El ajuste se realizó en forma similar, sin embargo, en 

este caso las células (procedentes de 10 mi de cultivo) fueron resuspendidas en 

1 mi de CaCI2 al 5%. 
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Se tomaron 160 \i\ (6.5 x 10* UFC/mQ de esta suspensión y se Inocularon en 

la extremidad posterior izquierda de un conejo blanco macho de 1.7 Kg. Se 

registraron los signos que el animal presentó con el t iempo. Cuando se 

desarrolló la lesión característica purulenta, se determinó la presencia de C 

pertringens, en el á rea infectada, mediante el procedimiento descrito en el 

punto anterior. El animal fue sangrado a los 15 y 30 días. 

b) DETECCION DE PCHTINMUNODO MINANTES. 

La Inducción d e las PCHT se hizo mediante un choque térmico de 37 a 

50°C de la manera y a descrita. La células se rompieron utilizando la técnica de 

Quoronfleh y Streips modif icado y las muestras se sometieron a electroforesis y a 

electrotransferencia de la manera ya descrita. 

Pora la inmunodetecciónm se utilizó el suero de los animales enfermos 

diluido 1:500 en TBS con 1% de gelatina. Como control se analizó el suero del 

animal antes de la inoculación con la bacteria. Posteriormente se agregó anti 

IgG de conejo o cabayo conjugado con peroxidasa diluido 1:2500 en TBS. CI 

sistema se incubó por 3 h a temperatura ambiente y agitación constante. Una 

vez concluido, se lavó en 3 ocasiones con TTBS. finalmente se adicionó el 

sustato de la enzima (4-ckxo-l-naftol y peróxido de hidrógeno), el cual se 

incubó por 30 min hasta la aparición de bandas color magenta. 

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION. 

Las células correspondientes a la primera y tercera hora de incubación 

en el medio DS fueron analizadas para deteminar si en estos tiempos ya habían 

iniciado el porceso d e esporulacián. 

Las células provenientes de 2 mi de cultivo se obtuvieron por 

centrifugación (10,000 x g por 15 min a 4°C) y fueron lavadas 2 veces con 

amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.8. Posteriormente» se resuspendieron en 



una solución de glutaraldehido al 2.5% en el mismo amortiguador y se 

mantuvieron a 4°C por 14-16 horas. Después de lavarse con amortiguador de 

fosfatos, la muestra se envevió en 200 pl de agar noble al 2% disuelta en 

amortiguador de fosfatos. Enseguida la muestra se fijó con tetrdxtdo de osmio al 

1% disuelto en el amortiguador de fosfatos durante 12 a 15 horas a 4°C. 

Posteriormente la muestra se deshidrató en una serie de soluciones de 

etanol al 20,50,70 y 95% durante 15 min en c a d a concentración, y finalmente 

en una solución al 100% durante 30 min. Después el material se infiltró en resina 

EM bed disuelta en etanol en las siguientes proporciones y tiempos: 1:2 por 60 

min, después 1:1 durante 2 horas, luego 2:1 por 12 a 15 horas, y al final resina 

pura durante 3 horas. La temperatura usada para la infiltración fué de 70°C. 

Los cortes se tiñeron con acetato de uranilo al 5% (p/v) durante 15 min y 

después con acetato de plomo al 0.4% (p/v) temabién durante 15 min. 

Las muestras se examinaron utilizando el microscopio electrónico de 

trasmisión marca Joel modelo JS-100 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

METODO DE BRADFQRD. 

Se siguió el procedimiento descrito por este autor (1976), el cual consistió 

en: tomar lOOpI de la solución problema o estándares y añadir 5 mi del reactivo 

de Bradford (que está compuesto por 100 mg de azul brillante Comassie G-250, 

50 mi de metanol al 95% y 100 mi de ácido fosfórico al 85% (p/v); la mezcla se 

aforó a 1 litro con agua bidestilada). La solución se mezcló inmediatamente 

con ayuda de un agitador eléctrico y se dejó reposar por 15 min. Se determinó 

la absorbancia a 595 nm. Como estándares se utilizaron diferentes 

concentraciones de albúmina sérica bovina. El contenido de proteínas en las 
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muestras se determinó mediante una c i í v a estándar (Ver F íg . la) . En todos ios 

casos se hicieron triplicados. 

MbíODO DEL ACIDO BICINCONINICO 

Para esta técn ica se utilizó el sistema comercial de la Compañía Pierce. 

Este consiste en una solución de ácido bianconínico (reactivo A) y una solución 

preparada de sulfato d e cobre al 4% (reactivo B), 

El método consistió en adicionar 100 \A de la muestra a probar o de los 

estándares de proteínas usados a 2 mi del reactivo de trabajo recién 

preparado (1 volumen de solución B y 60 volúmenes de solución A). Después 

de una agitación suave, los tubos se incubaron a 37aC por 30 min en un baño 

de agua. Posteriormente se determinó la absorbancia a 5ó2 nm. En todos los 

casos se hicieron triplicados. 

En este análisis también se utilizó albúmina sérica bovina como estándar. 

El contenido de proteínas en las muestras se determinó mediante una curva 

estándar (Ver Fig. I b ) . 
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fig. I. Curva estándar para la determinación cte proteínas por el método de Bradford (A) y 
BCACB). 



r e s u l t a d o s ] 

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO. 

g) Células vegetativas. 

Se probaron diferentes condiciones de choque térmico a fin de 

establecer aquella temperatura capaz de provocar un daño subletal en la 

célula, de tal manera que permitiera una recuperación posterior. Cuando estas 

fueron incubadas a 43°C y se sometieron a un choque térmico de 65.60.58 y 

5ó°C por diferentes intervalos de t¡empo (10. 20 y 30 min), se observó un daño 

en las células, manifestado por la disminución o fatta de crecimiento. Las 

células de estos tratamientos no pudieron recuperarse(Fig. 2 y 3). por lo que se 

supuso que dicha condición provocaba daños irreparables para la célula. Los 

resudados obtenidos mostraron un comportamiento similar en las dos cepas 

estudiadas. 

Al probar un choque térmico de 55°C se observó una disminución de la 

densidad óptica inmediatamente después del choque, pero posteriormenle 

fueron capaces de recuperarse (Fig. 4a). Cuando realizamos la curva de 

crecimiento mediante cuenta viable nos dimos cuenta que aunque las células 

aparentemente se recuperaban debido a un aumento de la absorbancla, su 

número no se incrementaba notablemente indicando que esta temperaturc 

impedía una buena recuperación celular (Rg. 4b). 

Debido a esto, hubo que probar otras temperaturas menores. Cuando e' 

choque se aplicó a 52 y 50°C por 30 min encontramos que se producía ur 

disminución del crecimiento inmediatamente después de apl icado el c h o q u 

térmico, sin embargo tiempo después las células mostraron un aumento er i 

número (Fig. 5 a y b). llegando o alcanzar números semejantes a los del con rol 



Tfc.-npo (h) 

B 

Rg. 2. Curvas de crecimiento de C. perfringens cepa FD-1041 sometido a un choque térmico 
de 65°C (A) o 60°C (B) por diferentes intervalos de tiempo. 
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Rg 3 Curvas de crecimiento de C. pertringens cepa FD-lOdl sometido a un choque térmico 
de 58aC (A) o 56°C (B) durante diferentes intervalos de tiempo. 



Rg. 4. Curvos de crecimiento espectrofotométrica (A) y de células viobtes <B) de C. pertmgens 
FD-1041 curvado a 43*C y sometido a un choque térmico de 55°C.por 30 rrun. 
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Twipofr) 

5. Curvas de crecimiento de C. pcrfrhgens FD-1041 incubado a 43'C y sometido a un 
cheque térmico de 50° (A) o 52°C (B) poí 30 min. 



Cuando estos experimentos se realizaron a 37°C, encontramos que un 

choque de 52°C provocaba muerte celular sin recuperación del crecimiento 

(Rg. 6), en tanto que un choque de 50°C (Fig. 7) hacia disminuir la población, 

sin embargo t iempo después era capaz de recuperarse hasta alcanzar 'niveles 

semejantes a los del control. 

En base a lo anterior, escogimos tres condiciones d e choque térmico 

subletah cuando las células se incubaban a 43 °C, el choque térmico podía ser 

de 50 o 52°C por 30 min, en tanto que para las células incubadas a 37°C, el 

choque debía ser de 50°C por 30 min. 

Tiempo (h) 

Rg. 6. £urva de crecimiento de C. perfringens FD-1041 cultivado a 37°C y sometido a un 
choque térmico de 52°C por 30 min. 
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Rg. 7. Curva de crecimiento de C. períhngens FD-IOdl cultivado a 37°C y sometido a un 
choque térmico de 5Q°C por 30 min. 

b) Crecimiento en un medio de esporulación. 

Después de haber determinado las condiciones del choque térmico 

subletal para células vegetativas de C. perftingens. realizamos los ensayos para 

determinar esas condiciones en células en esporuladón. Para esto se utilizaron 

los tratamientos similares a los del punto anterior. 

Nuestros resultados indicaron que las células de ambas cepas incubadas 

a 37°C y sometidas a un choque térmico de 50°C por 30 min mostraron una 

pequeña disminución del crecimiento inmediatamente después del estrés 

térmico, especialmente la c e p a FD-1041. Sin embargo, posteriormente ambas 

cepas se recuperaron y alcanzaron niveles de crecimiento similares a los del 

control (Rg. 8 y 9). 

m 



Cuando la temperatura de incubación fue de 43°C y se aplicó un 

choque térmico de 50°C o de 52°C se observó la misma tendencia que 

cuando la incubación fue de 37°C y se apGcó un choque térmico de 50°C/30 

min. es decir que el choque térmico provocó una ligera disminución de la 

población, sin embargo t iempo después las células fueron capaces de 

recuperarse hasta niveles similares a los del control (Fig. 10-12). 

Tiendo (h) 

Rg, 8. Curva de crecimiento de C. perfringens FD-l cuftivado en medio de especulación DS, . 
incubada a 37° C y sometido a un choque témico"de"5Cf C por 30 min. 



lampo (h) 

Rg. 9. Curva de crecimiento de C. perfringens FD-lOdl curvado en medio DS a 37°C y 
sometido a un choque térmico de 50*C por 30 mln. 

Tiempo (0) 

Rg 10. Curva de crecimiento de C. perftrtgens cepa FD-1 cultivado en medio de DS a 43°C y 
sometido a choques térmicos de 50" o b2°C por 30 rrÉi." 
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fig. U. Curva de crecimiento cíe C. pmftingens FD-1CMI cuttlvado en medio de DS a 43°C y 
sometido a un choque térmico de 50a a 52"C por 30 mln. 

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA FORMACION DE 

ESPORAS. 

Este ensayo se realizó incubando tas cepas a 37° o 43°C y aplicando 

choques térmicos de 50° o 52°C durante las primeras 5 h de incubación. Los 

resultados obtenidos en este punto se encuentran en (as figuras 12 a la 17, y 

para más claridad están resumidos en (as tablas 2.3 y 4. 

Establecimos que cuando las células se cultivaron a 37°C y recibieron un 

choque térmico de 50°C en las primeras horas de incubación, especialmente 

lo segunda y tercera, obtuvimos un retraso en (a aparición de esporas y la 



cantidad resultó menor a la obtenida por el control (Fig. 12 y 13). Este efecto se 

observó en ambas cepas , sin embargo, fue un poco más pronunciado en la 

cepa FD-1 (Fig. 12). Cuando el choque térmico se aplicó en horas posteriores, 

es decir, cuando presumiblemeníe-el proceso de esporulación ya se había 

desencadenado, las células se comportaron d e una manera similar al control 

(Fig. 12 y 13, Tabla 2) y los niveles de esporas a las 7 horas eran también similares 

a las mostradas por el control. En los experimentos en donde cultivamos a las 

células a 43°C, encontramos un comportamiento similar al que mostraron las 

células incubadas a 37°C (Fig 14 a 17, tablas 3 y 4), es decir, las células de 

ambas cepas que recibieron un choque térmico (50 o 52°C). durante las 

primeras horas d e incubación, presentaron un retraso en la aparición d e 

esporas. Sin embargo, cuando el choque térmico se aplicó en horas 

posteriores, el comportamiento fue similar al control. Al igual que para los 

cultivos incubados a 37°C, los niveles d e esporas, hasta las 7 horas, fueron 

ligeramente más bajos en aquellos tratamientos en que se presentó el retraso 

del proceso. Además también el retraso y la disminución en la cantidad d e 

esporas fue más pronunciado en la c epa FD-1 (Fig. 14 a 17. Tablas 3 y 4). 

Fig. 12. Producción de esporas de C. perfringens c epa FD-1 cultivada a 37°C y sometida a un 
choque térmico d e 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubación. 
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Rg. 13. Producción de esporas de C. perfríngens c epa FD-1041 cultivada a 37°C y sometida a 
un choque térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubación. 

i 
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Fig. 14. Producción d e esporas de C. perfríngens c epa FD-1 cultivada a 43°C y sometida a un 
choque térmico de 50°.C/30 min a diferentes tiempos de incubación. 
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Rg. 15 Producción d e esporas d e C. perfríngens c e p a FD-1041 cultivada 43°C y sometida a un 
choque térmico d e 50°C/30 min a diferentes tiempos d e incubación. 

B 

fig. 16 Producción d e esporas d e C perfríngens c e p a FD-1 cultivada a 43°C y sometida a un 
choque térmico d e 52°C/30 min a diferentes tiempos d e incubación. 
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Rg. 17. Producción d e esporas d e C. perfnngerts c e p a FD-0411 cultivada a 43°Cy sometida a 
un choque térmico d e 52°C/30 min a diferentes tiempos d e incubación. 



Tabla 2. Producción do esporas de C. perfnngens cepas FD-1 y FD-1041 cultivadas a 37'C y 
sometidas a un choque térmico de 50°C a «aferentes tiempos de incubación. 

T I E M P O D E APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h) 
HOCO DE 

TECaCMUI ESKKM 

Esporas/mi F D - 1 Esporas/ml F D - 1 0 4 1 

CONTROl 1 2 3 4 5 ' CONTROL 1 2 3 4 5 
L NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 

2 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 

3 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 

4 5.1 x 
10s 

1.2 x 
IO1 

i . 3 x 
IO1 

2.5 x 
IO1 

2.9 x 
IO4 

4.5 x 
IO5 

NE NE NE NE 2,3 x 
IO4 

1.9 x 
IO4 

5 6.2 x 
10* 

2.9 x 
IO3 

8.3 x 
10' 

3.4 x 
IO4 

6.3 x 
IO4 

1.4 x 
IO1 

1.4 x 
IO4 

8.9 x 
10s 

3.4 x 
IO3 

NE 6.1 x 
10s 

3,7 x 
IO4 

6 4.5 x 
10* 

1.4 x 
IO6 

3.1 x 
IO2 

4.5 x 
10s 

9.8 x 
IO4 

-5,7 x 
IO4 

3.3 x 
10' 

6.3 x 
IO4 

8 3 x 
IO4 

5.4 x 
IO4 

4.3 x 
IO4 

6.5 x 
IO4 

7 9.8 x 
IO4 

1.9 x 
IO4 

5.4 x 
IO5 

1.0 x 
10s 

1.0 x 
IO7 

6.9 x 
IO7 

5.8 x 
10' 

8.5 x 
IO7 

6.3 x 
IO4 

8.3 x 
10s 

6.5 x 
IO4 

3.4 x 
IO7 

NE: no se detectaron esporas (< lO'UFC/mO 



Tabla 3. Producción de e s p o r a de C. perfringens cepas FD-1 y FD-lQdl cultivadas 43"C y 
sometidas a un choque térmico de 5CPC a dferentes tiempos de incubación. 

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (ta) 
TIEMPO DI 

IDCTBCCKW llCES-OKAi 
Esporas/ml FD - 1 Esporas/ml FD - 1041 

BONTROt 1 2 3 4 5 CONTROL 1 2 3 4 5 
1 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 

2 NE NE NE NE NE NE NE NE N E NE NE NE 

3 NE NE NE NE NE NE 1.4 x 
io3 

NE N E 1.1 X 
IO1 

3.4 x 
IO3 

2.0 x 
IO3 

4 2.8 x 
10* 

9.2 x 
IO1 

NE 8.4 x 
IO4 

5.0 x 
IO4 

1.0 x 
10* 

2.3 i 
10* 

1.3 x 
ltf 

1.8 x 
10* 

2.1 x 
10* 

2.4 i 
10* 

1.9 x 
IO7 

5 9.8 x 
10* 

4.5 x 
10* 

L2x 
IO4 

9.5 x 
10» 

6.5 x 
10* 

2.1 x 
IO7 

3.1 x 
IO7 

2.1 x 
IO7 

1.9 x 
IO7 

LO x 
IO7 

2.3 x 
IO7 

2.1 x 
IO7 

6 3 .11 
10T 

8 J x 
10* 

5.7 x 
10* 

8.3 x 
10s 

U i 
IO7 

4.0 x 
IO7 

5.4 x 
IO7 

1.5 x 
IO7 

5 J x 
IO7 

4.9 x 
IO7 

4.7 x 
IO7 

3.9 x 
IO7 

7 2.4 x 
IO7 

1.0 X 
IO7 

1.3 x 
10* 

9.1 x 
IO4 

1.0 x 
IO7 

2.3 x 
to' 

7.0 x 
IO7 

63 i 
IO7 

5.4 x 
IO7 

6.1 x 
IO7 

5.1 x 
IO7 

5.7 x 
IO7 

ME: no se detectaron esporas (< lQ'UFC/ml) 



Tabla 4, Producción de esporos de C. períringens cepas FD-l y FD-1041 cultivadas 43CC y 
sometidas a un choque térmico de 52°C a diferentes tiempos de Incubación. 

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h) 
TUMPO 

DE 
o mea as 
ŒBFOKA3 

FD-1 FD-1041 

CONTROL 1 2 3 4 5 CONTROL 1 2 3 4 5 

1 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE N E NE 

2 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE N E N E 

3 NE NE NE NE NE NE 1.4 x 
IO3 

NE NE NE NE NE 

4 2.8 x 
10e 

1.1 X 
IO3 

NE 1.3 x 
10* 

5.7 x 
10* 

4.3 x 
10* 

2.3 x 
10s 

NE NE 2.3 x 
10s 

5.7 x 
10* 

4.9 x 
10* 

5 9.8 i 
10* 

8.5 x 
10* 

5.3 x 
10* 

3.0 x 
10s 

6.5 x 
10* 

8.3 x 
10* 

3.1 x 
IO7 

1.8 x 
10* 

5.9 x 
10s 

1.9 x 
10' 

6.1 x 
10s 

5 3 x 
10* 

6 3.1 x 
10" 

7.3 x 
10* 

2.1 x 
10s 

7.5 x 
10s 

2.1 x 
IO7 

3.2 x 
IO7 

5.4 x 
IO7 

4.3 i 
10* 

6 3 x 
10* 

2.4 x 
IO7 

7.6 x 
10* 

6.5 x 
10* 

7 2.4 x 
IO1 

4.5 x 
IO7 

1.9 x 
10* 

2.4 x 
10* 

5.8 x 
10T 

5.4 x 
10* 

7.0 x 
IO7 

6.5 x 
IO7 

7.1 x 
10* 

5.0 x 
IO7 

3.5 x 
IO7 

9.7 x 
10* 

NÉ: no se d e t e c t a r o n esporas (< lCVUFC/ml) 



EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCION DE 

TOXINAS. 

a) ENTEROTOXINA. 

Cuando se realizó este ensayo se utilizó la cepa FD-1041. la cual se 

incubó a 37°C y se sometió a un choque térmico de 50°C por 30 min a la 

primera y tercera hora d e incubación. Estos tiempos se seleccionaron debido a 

que mediante observaciones al microscopio electrónico (Fig. 18 y 19), las 

células se encon t raban en diferentes estacfíos celulares, es decir, a la primera 

hora de incubación los cultivos se encontraban en crecimiento vegetativo (Fig. 

18). en tanto q u e a la tercera hora y a habían iniciado el proceso de 

esporulación (Fig. 19)." 

Los resultados indicaron que un c h o q u e térmico apl icado a la primera 

hora de incubación provocaba un retraso d e dos horas en la síntesis de 

enterotoxina, a lcanzando su más alto nivel d e producción a las 7 horas, en 

comparación c o n e l control que fue a las 5 horas. Sin embargo, no se observó 

alteración en el nivel d e producción de enterotoxina, ya que la cantidad fue 

semejante a la mostrada por el contíol (Fig. 20). 

Cuando el c h o q u e térmico se apl icó a la tercera hora de incubación no 

observamos retraso e n la producción d e enterotoxina. ya que su máximo nivel 

se obtuvo a las 5 horas, igual que el control. Sin embargo, encontramos que la 

cantidad de enterotoxina fue menor en relación con el control. 



F\g. 1B. Fotografia al microscopio eiectrónico de trasmisión d e células d e C. perfringens c e p a 
FD-104A, cuttivadas durante 1 hora a 37°C en medio DS CB.500 X) 

Rg. Ì9. Fotografia al microscopio eiectrónico de tiasmisión d e céluias d e C. perfringens c e p a 
FD-104\. cuttivadas durante 3 horas a 37°C en medio DS (8,500 X) 

>42*1 
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b) FOSFOLIPASA C. 

Para realizar esíé ensayo se cultivó a la- c e p a F01041 en el medio de 

tióglicolato. Sin embargo en este medio n o se d e t e c t ó la act ividad de la 

toxina. Debido a esto, probamos otros medios d e cu l t ivo . 

Encontramos que en el caldo infusión d e cerebro y corazón sí se 

detectaba la presencia esta toxina, por lo q u e . estos experimentos se 

realizaron utilizando ese medio de cultivo. 

Cuando probamos los métodos r e p o r t a d o s pa ra la detección de 

fosfolipasa, solo el método modificado de di fusión (Fig. 21) y la modif icación al 

ensayo de Van Heyningen produjeron resul tados satisfactorios. Sin embargo el 

último método resultó más preciso, por lo q u e f u e el seleccionado para la 

cuantificación de la fosfolipasa C. 

Central 
— c h o q u e térmico i h 
—A-- Choque térmico 3 h 

Twnpo 

fig. 20. Producción de enterotorina de C. perfringens c e p a FD-IOdl sometida a un choque 
téimico de 50*Cpor 30 min a J a primera o tercera hora*de incubación. 



ívg. 21. Halos producidos por la acción de fosfolipasa C en el método modificado de difusión, 
cantidad de toxina es proporcional al tamaño del halo observado. 

Nuestros resultados indicaron que las células que recibieron el choque 

térmico mostraron un retraso en la producción de fosfolipasa C. Dicho retraso 

fue de 3 horas, sin embargo, la cantidad de toxina producida por las células 

flotadas fue semejante a la obtenida por los controles (Fig. 22). 
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Rg. 22. Producción de fosfoípasa C por C. perfringensFO1041 sometida a un choque térmico 
de 50°C por 30 min. 

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA TERMOTOLERANCIA DE 

ESPORAS Y CELULAS VEGETATIVAS. 

Estos ensayos se realizaron incubando las cepas a 43CC, debido a que, 

como se ha reportado, la adquisición de termotolerancia tiene implicaciones 

muy importantes en el control sanitario de alimentos y siendo este 

microorganismos un patógeno causante de una intoxicación alimentaria, la 

utilización de esa temperatura de incubación nos puede aproximar a las 

condiciones en que se pudieran encontrar los alimentos, que son vehículos 

potenciales de este patógeno. 
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q) Esporas. 

Las esporas obtenidas resultaron de cultivos a los que se les realizó el 

, i»v>que térmico (50°C por 30 min) a la primera (crecimiento vegetativo), 

>*¿junda o tercera (proceso d e esporulación) hora de incubación. Los ensayos 

jt? termotolerancia se realizaron a 85°C para la cepa FD-1, mientras que para 

la cepa FD-1041 se utilizó 95°C, debido a que esta cepa mostró mayor 

resistencia al calor. 

Las curvas d e muerte térmica para la cepa FD-1 se encuentran en las 

figuras 23 y 24. Solo se muestran las curvas de esta cepa, ya que ambas cepas 

mostraron un comportamiento similar. Eri estas se observa la sobrevivencia d e 

las esporas tratadas por calor a medida que transcurre el tiempo. En tas dos 

cepas probadas encontramos que las esporas que recibieran el choque 

fórmico a la primera hora de incubación, mostraron mayor resistencia al calor 

en comparación con los controles. Este efecto fue menos marcado o no se 

presentó al aplicar el tratamiento a la segunda hora de incubación (Fig. 23). 

Cuando el choque térmico fue apl icado a la tercera hora de incubación, las 

esporas resultantes fueron más sensibles que las no tratadas (Fig 24). 

A partir d e las curvas obtenidas se determinaron los valores de leatlidad 

'D' para los diferentes tratamientos. Estos se encuentran resumidos en la tabla 5. 

En el caso de la c e p a FD-1 encontramos que el choque térmico aplicado a la 

primera hora elevó casi al doble la tolerancia de las esporas. Cuando el 

tratamiento fue a la segunda hora, casi no se observó incremento en la 

termotolerancia, sin embargo, si se encontró diferencia significativa (P > 0.05) 

entre los tratamientos y controles. 
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Fig. 23 Efecto de un choque térmico (50°C por 30 min) aplicado a ka primera (A) o segunda 
(6) hora de incubación de células en esporuiación de C. pertringens FD-1. sobre la 
teimotolerancia de esporas resultantes. 
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Fig. 24. Efecto de un choque térmico (50°C por 30 min) aplicado a la tercera hora de 
incubación de células en esporulaclón de C. perfringens FD-1. sobre la termotolerancia de 
esporas resultantes. 

Cuando estudiamos la cepa FD-1041 y el choque térmico se aplicó a la 

primera hora de incubación, las esporas resultantes fueron casi dos veces mas 

termotolerantes que los controles. Sin embargo, cuando el tratamiento se 

aplicó a las 2 horas las esporas tratadas fueron mas sensibles que las que no 

recibieron el choque. Finalmente, al igucri que para la cepa anterior, cuando el 

tratamiento térmico fue a las 3 horas, las esporas resultantes fueron también 

más sensibles que las controles 



Tabla 5. Efecto de un choque térmico a diferentes Semp^j^jrante ta incubación de células 
de C. perfríngens. sobre la termotolerancia de las esporas formadas. 

.. :.;• i'-;v:.-? FD-1 DjgCmin) FD-1041 DçjfCmin) 

HORA DE APLICACION 
•:': CHOQUE TERMICO; : j 

!:GONTROL CHOQUE 
TERMICO 

CONTROL CHOQUE 
TERMICO 

1 24 46 55 92 

2 24 28 55 38 

3 24 20 55 27 

b) Células vegetativas. 

Al igual que en las esporas, las células vegetativas mostraron una 

tendencia muy similar, por lo que solo se muestran los resultados obtenidos de 

la cepa FD-1041. las cuales se encuentran esquematizados en la figura 25 y 26. 

Se encontró que la adquisición de termotolerancia como resultado de 

un choque térmico previo fue muy notoria para la cepa FD-1, la cual resultó ser 

8.5 veces más tolerante que el control. En el caso de la cepa FD-1041, también 

se observó este efecto, aunque en forma más discreta, ya que las células 

tratadas fueron 2 veces más resistentes al calor. Los valores D para cada 

muestra están detallados en la tabla ó. 
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U t a 6. Termotolerancia al calor (55°C) d e células vegetativas d e C. perfríngens después d e 
que fueron sometidas y no sometidas a un c h o q u e térmico previo. p e r T n n g e n s d e s p u e s d e 

DK(min) 

FD-1 
' 8 § i r 

FD-1041 

TIEMPO DESPUES D & 
CHOQUE TERMICO (h) 

CONTROL CHOQUE 
TERMICO 

CONTROL CHOQUE 
TERMICO 

0 9 8 5 5 10 

1 10 29 3 6 

2 ~ • 12 23 4 6 

3 16 11 7 6 

La adquisición d e termotolerancia d e la c e p a FD-1 se mantuvo aún a 

dos horas posteriores al choque térmico previo, aunque disminuyó con el 

tiempo. A la tercera hora no se encontró diferencia significativa entre las 

células con el prechoque y los controles. 

En el caso de la c e p a FD-1041, la termotolerancia se de tec tó hasta las 3 

horas después del choque térmico previo, aunque a ese tiempo esa era solo 

0.6 veces mayor que la d e los controles ( T a b l a 6). 
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Rg. 25. Curvas de muerte térmica a 55°C de células vegetativas de C perfringens FD-1041 
después de que fueron sometidas a un choque térmico previo de 50°C por 30 min. El ensayo 
de termotolerancia se realizó inmediatamente (A) o 1 h después de! choque (B). 
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Fig. 26 Curvas de muerte térmica a S5°C <Je células vegetativas de C. perfringens FD-1041 
después de que fueron sometidas a un chocpje térmico previo de S0°C por 30 min. El ensayo 
de termotclerancia se realizó 2 (A) o 3 h (B) cíespués del choque, 



EFECTO DE UN CHOQUE TERMICA SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS 

a) CONCENTRACION DE ISOTOPO. 

Debido a la gran variabilidad que había en la literatura acerca d e las 

concentraciones de Isótopo usadas en experimentos parecidos, se probaron 

concentraciones iniciando con 12 pCi/ml. Sin embargo, no se detectó 

incorporación, par lo que se probaron mayores cantidades que incluyeron 20, 

50 y 75 pCi/ml. pero que resultaron también con pobre incorporación. 

Cuando utilizamos 100 pCi/ml encontramos q u e las células si 

incorporaban el isótopo (Fig. 27) y que como era d e esperarse, era 

dependiente del tiempo. 

Tiempu (miri) 

Rg 27. Curva de incorporación de Trans-Sx-iabel por células de C. perfringenf durante un 
choque térmico de 50°C 



b) METODO DE ROMPIMIENTO CELULAR. 

Una vez que se estandarizó la concentración de isótopo a utilizar, 

ensayamos los diferentes métodos reportados para el rompimiento d e la célula. 

Probamos una serie de metodologías, d e las cuales solamente el método 

de Abraham y Rood. y el de Qoronfleh y Streíps modificado en nuestro 

laboratorio fueron los que mostraron resultados positivos. Sin embargo, en el 

primer método la muestra se diluyó mucho y se dificultaba concentrar debido 

a la gran cant idad de detergente utilizado. En el segundo método, la muestra 

proteínica se diluyó menos, además fue posible concentrarla para tener una 

cantidad adecuada de proteínas en los análisis. 

c) ANALISIS DE LOS PERFRILES PROTEINICOS. 

i) Células vegetativas. 

Se realizó el análisis de las proteínas d e las células incubadas a 43°C y 

sometidas a un choque térmico de 50 o d e 52°C por 30 min y de las cultivadas 

a 37°C con un choque de 50°C por 30 min. 

Como se verá mas adelante, los patrones proteínicos variaron 

dependiendo del método de solubilización celular usado. 

Nuestros resultados indicaron que un choque térmico indujo la 

producción de PCHT en C. perfringens. D icha respuesta lúe similar cuando las 

células se incubaron a 37 o 43°C y recibieron los choque térmicos ya 

mencionados. Sin embargo, la síntesis de PCKT fue más marcada cuando las 

células se incubaron a 37°C y recibieron u n choque de 50°C que cuando se 

incubaron a 43°C y se' trataron a 50 o 52°C. 

Utilizando el método de solubilización d e Abraham y Rood. se demostró 

la inducción de cí menos 5 proteínas c o m o respuesta al choque térmico (.Fig. 

28). Los pesos moleculares para estos polipéptidos fueron de 101. 84. 79. 72 y 00 

kDa. De estas. 4 (101.84.79 y 72 kDa) se produjeron en forma muy aumentada 
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Fig. 28. Autoradiografía d e perfiles proteínicos d e C. perfringens. Las células fueron incubadas 
a 37°C y sometidas a 50°C (A), control a 37°C (B). Células incubadas a 43°C y sometidas a un 
choque térmico de 50°C (C) y 52°C(D), control a 43°C (E). La migración y medidas (en kDa) d e 
los es tándares d e proteínas se indican en el lado derecho. Las proteínas celulares fueron 
solubilizadas por el método d e Abraham y Rood. 



durante el choque térmico. E n tanto que la de 60 kDa, mostró una inducción 

apenas apreciable. 

Cuando las células f u e r o n ratas por el método d e Qoronfleh y Streips. se 

observó la inducción d e 8 PCHT. cuyos pesos moleculares fueron 101,84,79,72. 

60, 37, 27 y 11 kDa (Rg. 29). Al igual que con el método de solubilización 

anterior las PCHT de 100. 84, 7 9 , 72 kDa se produjeron en cantidades elevadas, 

en tanto que las otras (de 60, 37, 27 y 11 kDa) se indujeron en menor 

proporción. 

ii) Células en medio de esporutación. 

En estos experimentos las células se rompieron mediante el método de 

Quoronfleh y Streips. Encontramos que cuando el choque térmico se apilcó a 

la primera hora de incubación se detectaron 3 PCHT cuyos pesos moleculares 

fueron de 101. 79 y 72 kDa. e n tan to que las células que recibieron el choque 

térmico a la tercera hora, se observaron 2 proteínas especialmente marcadas, 

la de 101 kDa y la de 84 kDa ( H g . 30). 

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PCHT. 

De acuerdo con el anáfisis de los patrones proteínicos de las fracciones 

de envoltura celular, citosol y sobrenadante del cuftivo (Fig. 29) encontramos 

que las PCHT de 101, 84. 79. 72, 60, 27 se localizaron principalmente en la 

fracción membranal. Las PCHT d e 79 y 60 kDa también se encontraron en la 

región citosólica, donde a d e m á s se detectó la PCHT de 11 kDa. En el 

sobrenadante se detectó a l a PCHT de 72 kDa y además en cantidades muy 

pequeñas a las PCHT de 84 y 7 9 kDa. 
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Fig 29. Autoradiografía de perfiles proteínicos de C. perfrmges c e p a FD-1041. Proteínas totales 
incubadas a 37°C y sometidas a 50°C(A), control a 37°C(B). Fracción citosótica. control (C) y 
choque (D), los E y F. la fracción membranal, control (E) y choque (F) y el sob renadan te del 
control (G) y choque (H). La migración y medidas (en kDa) d e los es tándares d e proteínas 
están indicados del lado izquierdo. 
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Fig. 30. Autoradiogratía de perfiles proteínicos d e C. perfrhgens FD-1041 cuftivada en un medio 
de esporulación (DS). Las células se incubaron a 43°C y se sometieron a 50°C a la primera (B). 
y tercera (D) hora d e incubación; A y C representan a los controles respectivos La migración y 
medidas (en kDa) d e los estándares de proteínas están indicados del lado derecho 



DETERMINACION DE HOMOLOGOS DE DnaK y GroEL de C. 

perfringens, 

cfl Células vegetativas. 

Se realizó la electrotransferencia de las proteínas de cultivos sometidos a 

un choque térmico, y posteriormente se hizo la inmunodetección de los 

homólogos utilizando suero anti DnaK de LactobaciHus facfís y anti GroEL de £ 

calí. Se realizaron experimentos separados utilizando c a d a suero y 

posteriormente se hizo una mezcla de ambos (Fig. 31). 

Nuestros resultados indicaron que C. perfringens si produce homólogos 

de las proteínas DnaK de Lactobac&us ktcfis y GroEL d e E cotí. Los pesos 

moleculares encontrados de estos homólogos fueron de 84 kDa para el caso 

del homólogo de DnaK y de 60 kDa en el caso de la GroEL (Tabla 7). 

Se observó además que el homólogo de DnaK se sintetiza en grandes 

cantidades durante el periodo estresante, en tanto que el nivel d e inducción 

del homólogo de GroEL es más bajo. ¿ 

Cuando se estudió la localización de estos homólogos se observó que i 

ambas se encontraban en las 3 fracciones, aunque en mucha mayor cant idad 

en la envoltura celular. 

b) Células en medio de esporuiación. 

Se observó que en las células a las que se les aplicó el choque térmico a 

la primera hora de incubación, no se detectaron homólogos contra ninguna 

de las proteínas mencionadas, sin embargo, cuando el choque térmico se 

aplicó a la tercera hora encontramos una PCHT de 84 kDa que reaccionó 

contra la DnaK de L iactis. 
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Fig. 31. Detección inmunológica d e homólogos d e DnaK d e L lactis y GroEL d e £ cotíen C. 
perfringens FD-1041. Para esta fotografía se utilizaron proferías d e células sometidas a un 
choque térmico d e 50°C por 30 min (carril B). Control (carril A). 



Tabla 7. Identificación Inmunológkra de homólogos de GroEL de £ cofíy DnaK de L /actiser 
C. perfringens FD-1 (MI . 

PROTEINAS DE C. 
perfringens 

PESO MOLECULAR 
ESTIMADO (kDa) 

IDENTIDAD CON NÍVELDE 
INDUCCION 

Homólogo de GroEL 60 
GroEL de £ cotí 

(63 kDa) + 

Homólogo de DnaK 84 
DnaK de Uactls 

(69 kDa) +++ 

+ baja inducción 
•++ alta inducción 

DETERMINACION DE PCHT QUE ACTUAN COMO ANTIGENOS 

INMUNODOMINANTES. 

a) INDUCCION DE UN CUADRO GANGRENOSO, 

A los 3 días de la inoculación de los cobayos, estos mostraron un cuadro 

diarréico, sin embargo se recuperaron para el cuarto día. Además se observó 

inflamación en el área d e Inoculación. A los 7 días de inoculación se presentó 

una lesión purulenta en el mismo sitio. El área circundante presentaba un color 

negro y había licuefacción del tejido muscular. A partir d e esta lesión se logró 

el aislamiento y confirmación del microorganismo (fig. 32). 

En el caso de conejos, después de la inoculación pudimos detectar 

inflamación de los ganglios de la extremidad en donde se hizo la Inoculación, y 

para los 7 días se presentó una lesión pequeña en esta región (Fig. 33). Se 

realizó el aislamiento e identificación de C. perfringens d e la lesión, tal como se 

mencionó para el cobayo, corroborando que la lesión fue causada por la « 

bacteria. 



Rg. 32. Colonias típicas de C. perfringensaisladas de la lesión producida en cobayos después 
de la inoculación con la bacteria 

b) DETERMINACION DE PCHT INMUNODOMINANTES. 

Se realizó la inducción de las PCHT mediante la metodología ya 

mencionada. Posteriormente se rompieron las células y sus proteínas fueron 

separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa. 

La inmunodetección se realizó utilizando los sueros de los animales, tanto 

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

(suero final). 



Fig. 33. Lesión producida por la inoculación de C. perfringens FD-1041en la extremidad 
posterior de un conejo. La fotografía fué tomada a las 2 semanas de la inoculación. 

En el análisis d e reactividad del suero d e cobayo inicial (antes del inoculo 

con la bacteria) con las proteínas d e C. perfringens. por medio de la 

inmunodetección se observó la presencia d e b a n d a s teñidas en el papel d e 

nitrocelulosa. Se determinó que los pesos moleculares d e dichas proteínas eran 

194, 150, 133, 120, 84 y 60 kDa. (fig. 34). Se probó el suero inicial d e 3 cobayos 

diferentes y en todos los casos, los sueros iniciales mostraron el mismo patrón d e 

bandas. 



Rg. 34. Inmunodetección d e protenas de C. perfringens utilizando suero d e cobayo antes de 
ser inoculado con la bacteria. Carril (B) son proteínas de células sometidas a un choquo 
térmico y (A) control. 
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Debido a que todos los cobayos se habían adquirido en el mismo lugar, 

pensamos que tal vez, e n el criadero se habían expuesto al microorganismo 

anteriormente. Rara descartar esa posibilidad se realizaron los experimentos 

utilizando animales adquiridos en otro criadero. Los resultados que obtuvimos 

fueron similares en todos los casos. 

Para descartar la posibilidad d e que esas proteínas se encontraran solo 

en organismos de la misma especie, los experimentos los realizamos también en 

onejos. Al probar el suero inicial de conejos obtuvimos resultados similares, en 

donde se detectaron proteínas c o n los mismos pesos moleculares de las 

observadas en los cobayos. 

Cuando analizamos la reactividad de los sueros después de presentarse 

la gangrena se obtuvo una mayor cant idad de bandas y diferencias muy 

notorias entre los tratamientos (choque térmico) y los controles (Rg. 35 y 36). 

Encontramos, tan to en los sueros de los cobayas (Rg. 35), como los de 

conejos (Fig. 36) una mayor reactividad con las proteínas de C perfringens. En 

este caso se observaron diferencias entre los patrones de proteínas de la 

bacteria cuando fue sometida al choque térmico y los del control. Se 

encontraron 4 bandas (correspondientes a 101, 79,60 y 37 kDa) cuya síntesis se 

incrementaba durante el choque térmico. 
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Rg. 35. Inmunodetección de proteínas de C. perfríngens utilizando suero de conejo después 
de ser inoculado con la bacteria. Carril (A) son proteínas de células sometidas a un c h o q u e 
térmico y (B) control. **** 



Fig. 36. Inmunodetección d e proteínas d e C. perfringens utilizando suero d e cobayo después 
de ser inoculado con la bacteria. Carril (B) son proteínas de células sometidas a un choque 
térmico y (A) control. 
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Rg. 37. Localización subcelular de PCHT inmunodomhantes de C. perfringens FD-1041. 
Proferías de la región citosólica sin tratamiento (A) y con el choque térmica (B); de la 
envoltura celular sin tratamiento (C) y con choque térmico (D); sobrenadantes del cultivo sin 
tratamiento CE) y con choque térmico (F). 

Cuando analizamos la localización subcelular d e dichos antígenos 

inmunodominantes, encontramos que la d e 101 kDa se localizó en membranas. 

Las PCHT d e 60 y 79 se localizaron tanto en membrana, como en citosol y en el 

sobrenadante. La PCHT de 37 kDa se localizó solo en citosol (Fig. 37). 



d i s c u s i o n 

Esta investigación fue realizada utilizando dos temperaturas de 

incubación, ya que ambas las consideramos de gran Importando, una d e ellas, 

la ópt ima del microorganismo, es decir 43°C y la otra, del cuerpo humano 

(37<,C), lugar donde la bacter ia causa una serie d e patologías ya 

mencionadas. 

En este trabajo encontramos que un choque térmico provoca una serie 

de alteraciones en este microorganismo. Estos cambios se presentaron en 

muchos niveles: desde alteraciones en el crecimiento, en la producción de 

factores d e patogenicidad. en la capacidad d e sobrevivencia, y en la 

producción d e proteínas y d e ántígenos inmunodominantes. 

Durante los experimentos para la determinación de las condiciones 

idóneas del choque térmico encontramos que cuando las células vegetativas 

.se incubaban a 43°C y el choque térmico era de 50° o 52°C por 30 min. se 

presentaba una disminución en la viabilidad celular, sin embargo, t iempo 

después la población se incrementaba hasta alcanzar niveles semejantes a ios j 

del control. Esto mismo se observó cuando las células se incubaron a 37°C y \ 

recibieron un choque térmico d e 50"C por 30 min. 

En el caso de las células cultivadas en medio de esporulación, se 

obtenía también una disminución del crecimiento inmediatamente después 

del choque térmico y posteriormente las células se recuperaban. Este 

experimento se realizó debido a que se ha reportado que el medio en donde 

se encuentren las células p u e d e influir en la respuesta al choque (Gage, D.J. y 

F.C. Neidhardt, 1993), sin embargo la respuesta de crecimiento observada fue 

similar al d e las células vegetativas. 

Se ha sugerido que la disminución del crecimiento observada se puede 

deber, por un lado a la muerte de algunas células, y por el otro, a una 
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reducción del nivel d e síntesis d e proteínas normales en las células 

sobrevivientes (Morimoto, R.1 et al. 1990). Se sabe que durante este intervalo se 

sintetizan casi exclusivamente las PCHT, y aunque estas t ienen una gran 

cantidad d e funciones,-torito en condic iones normales c o m o en é p o c a de 

estés, no se ha reportado que ellas sean suficientes para dar inicio a ciclos 

celulares nuevos. De todas las PCHT caracterizadas solamente a la DnaK se ha 

involucrado en la iniciación de la síntesis d e DNA (Hupp, T.R., et ai. 1990). 

Debido a las enfermedades q u e causa este organismo, consideramos de 

gran importancia estudiar el e fec to d e este estrés sobre algunos factores de 

pcrtogenicidad c o m o son las esporas y las toxinas más importantes. 

C u a n d o estudiamos el e f e c t o de un choque térmico sobre la 

esporulación de la bacteria encont ramos resultados muy interesantes. 

Observamos que un choque té rm ico apl icado en las primeras horas de 

incubación p rovocaba un retraso e n la aparición de esporas, o una 

disminución en su número. C u a n d o el choque térmico se dio en tiempos 

posteriores no se observó efecto a l g u n o en las células sometidas al tratamiento 

térmico. 

Se h a establecido que el p r o c e s o de esporulación consiste en una 

secuencia d e etapas (espedf¡camert te 7), en donde los primeros estadios son 

íeversibles, pero a partir del estadio 3 e l proceso se vuelve irreversible (Moat, 

A,G. y J.W. Foster, 1988). Es probable q u e durante las primeras horas en que 

aplicamos el c h o q u e térmico el p roceso d e esporulación na se había iniciado 

o se encon t raba en algún estadio reversible ya que así se ha reportado en la 

literatura, además que en observaciones al microscopio electónico no se 

observó ningún indicio de esporulación. por lo que suponemos que el 

tratamiento térmico provocó un retraso en la aparición de esporas. Cuando el 

tratamiento fue en horas posteriores ( c u a n d o presumiblemente el proceso d e 

esporulación y a se había iniciado en l a mayoria de las células) no detectamos 

ningún e fec to cuando lo comparamos c o n el.control. 



En nuestro trabajo incluímos el estudio del efecto de un choque térmico 

sobre la producción de' dos de las toxinas más importantes d e bacteria que 

causan problemas en humanos: la enterotoxina y la fosfolipasa C. La primera es 

la responsable de una serie de patologías a nivel intestinal, d e las cuales la 

intoxicación alimentaria es la más frecuente (Labbé. R.G., 1991) y la fosfolipasa 

C una de las principales responsables de los daños celulares provocados en la 

gangrena gaseosa (Mollby, R. e / a / , 1976). 

Cuando estudiamos el efecto de los tratamientos térmicos sobre la 

producción d e enterotaxina encontramos que este era dependiente de la 

hora en que se aplicaba dicho tratamiento. Por un lado, cuando e) choque 

térmico se aplicó a ta primera hora d e incubación se produjo un retraso en la 

aparición de esta toxina, sin embargo, no se detectó alteración en la cant idad 

final producida. 

Desde hace tiempo se ha establecido una relación muy estrecha entre 

el proceso de esporulación y la producción de enterotoxina, Incluso se ha 

establecido que la enterotoxina es el producto de uno d e los genes específicos 

de la esporulación (Duncan, C.L, et al, 1972). Los resultados obtenidos en este 

trabajo concuerdan con esa aseveración, debido a que tanto el proceso de 

esporulación como el de la producción de enterotoxina se retrasaran cuando 

el choque térmico se aplicó en las primeras horas d e incubación. Además, 

cuando el choque térmico se aplicó a la tercera hora, la producción de 

enterotaxina no se retrasó, sin embargo, la cantidad d e esta fue menor que la 

producida por las células control. Cuando comparamos estos resultados con los 

obtenidos en la esporulación, observamos que también la cant idad de esporas 

se diminuyó en estetiemjpo. 

Pensamos que el efecto de retraso observado tanto en ka esporulación 

como en la producción de enterotoxina se puede deber a I) que el choque 

térmico provocó que la célula disminuyera su tasa de multiplicación durante el 

periodo de estrés, 2) que durante la condición de estrés la síntesis de proteínas 



se vio a fec tada, o 3) que el choque térmico hubiera provocado algún d a ñ o 

celular. Posteriormente cuando el tratamiento estresante cesó, la maquinaría 

biosintética volvió a la normalidad, o la síntesis d e proteínas se reactivó o la 

reparación d e la célula se completó, sin embargo, esto trajo como 

consecuencia un retraso en el proceso global. 

Para estudiar el e fecto de un choque térmico sobre la producción de 

fosfolipasa C utilizamos dos medios de cultivo, entre ellos el caldo con i 
tioglicolato. Sin embargo no se detectó actividad de fosfolipasa durante el 

cultivo. Esto es comprensible ya que se ha reportado que la síntesis de esta 

toxina se ve disminuida grandemente en medios que contengan grandes 

cantidades d e carbohidratos (mayor de 0.5%). y que el tioglicolato d e sodio 

también inhibe su producción (Smith. LD. y B.L. Williams. 1975). Ambos 

compuestos son constituyentes de este medio de cultivo. 

Otro medio utilizado, el infusión de cerebro y corazón produjo buenos 

resultados. En este observamos que un choque térmico también influye en la 

producción d e esta toxina ocasionando un retraso en su aparición, sin 

embargo la cant idad de ella no se vio afectada. Suponemos que quizá feiie 

efecto se d e b a a las mismas causas descritas anteriormente. 

El proceso d e adquisición de termotolerancia tiene un Impacto muy 

grande en el control sanitario de alimentos. Se ha observado que choque? 

térmico provoca resistencia a temperaturas normalmente letales para los 

células. Muchos d e los procesos de control sanitario utilizan la temperatura y • 

durante su preparación el alimento recibió un choque térmico, esto pudiere 

conferirle resistencia a los procesos de control a que se someterá 

posteriormente (landolo, J.J. y Z.J. Orda, 196ó). Tomando en cuenta quo C 

perfríngens es un patógeno de alimentos, el estudio de aquellos factores qu 

pudieran favorecer la sobrevivencia de la bacteria resultaba muy intere.r 

En este t rabajo encontramos que en células tanto vegetativas como I 

primeros estadías d e la esporulación, un choque térmico inducía la adquisición 



cíe termotolerancia de ias células o las esporas. Además que en célalos 

vegetativas esta tolerancia al calor se mantenía alrededor d e 2 h. Estos 

hallazgos son importantes si tomamos en cuenta que el calor es el principal 

factor de control microbiano en alimentos. 

Al estudiar la síntesis de proteínas durante el choque térmico, fue 

necesario estandarizar una serie de metodologías. La mayoría de los 

investigadores ha utilizado para este tipo de experimentos, a la S^-metíonina 

como el marcador de polipéptidos. Nosotros pensamos que las utilización de 

una mezcla de aminoácidos (SM-metionina y S^-cisteina 85:15) nos daría una 

señal más fuerte, ya que serian dos los aminoácidos que podrían ser integrados 

en las proteínas al competir con los existentes en el medio d e cultivo. La 

concentración de isótopo utilizada por otros investigadores en experimentos 

similares ha sido muy variable, por lo que fue necesario determinar la cantidad 

adecuada en nuestro caso. La concentración que utilizamos (lOOpCi/mO fue 

alta en comparación con la mayoría de los reportes. Creemos que eso se 

debió a que el microorganismo se encontraba creciendo en un medio muy 

rico (caldo con tioglicolato), el cual contienía grandes cantidades de 

peptonas, por lo que los aminoácidos marcados tuvieron que competir con los 

del medio. 

Posteriormente fue necesario encontrar un método adecuado para 

lograr el rompimiento y solubilización celular. Está reportado que esta bacteria 

requiere de tratamientos severos para lograr su lisis (tabbé, R.G.. 1992). De los ó 

métodos ensayados, solo 2 produjeron resultados satisfactorios. 

Cuando estudiamos los perfiles de proteínas en células vegetativas 

encontramos que había diferencias en la cantidad de PCHT dependiendo del 

método de rompimiento utilizado. Cuando se utilizó el método de Abraham y 

Rood solo se pudo detectar con claridad la presencia de 5 PCHT, 4 d e las 

cuales se sintetizaban en grandes cantidades y una en forma escasa. Sin « 

embargo utilizando el método de Quoronfleh y Streips fue posible detectar 8 



PCHT,. Aquí también se observaron las mismas proteínas que en el método 

anterior, pero ademas otras 3 que se sintetizaron en bajas concentraciones. 

Esta diferencia pensamos que se debió a que al utilizar el método de Abraham 

y -Rood se diluyó mucho la muestra y no fue posible concentrarla debido a la 

gran cant idad de detergente y lisozíma, en tanto que con el otro método la 

muestra s¡ se concentró, por lo que las proteínas que se encontraban en muy 

bajas concentraciones, pudieron ser detectadas. Además probablemente se 

pudo producir algún tipo de daño de las proteínas por alguno de los 

componentes del método de Abraham, por lo que estas proteínas se 

desnaturalizaron y no pudieron ser detectadas. 

Una característica interesante es que el número de las PCHT inducidas 

fue similar cuando el choque fue de 43° a 50° o 52°C. que cuando fue de 37° a 

50°C; sin embargo la sntesis fue mayor en esta úftima. Pensamos que eso 

ocurrió debido a que las condiciones estresantes fueron más severas, por lo 

que la respuesta fue mayor. 

Cuando estudiamos la localización subcelular de estas PCHT 

encontramos que se ubican principalmente en la envoltura celular (ó PCHT), en 

menos proporción en crtosol (2 PCHT) y en sobrenadante (3 PCHT). Esto 

concuerda con varios reportes que indican que muchas PCHT se encuentran 

ligadas a membrana y algunas han sido relacionadas con exportación de 

proteínas (Schiesinger, M.J., 1988), 

Cuando la respuesta al choque térmico se estudió en células en 

esporulación encontramos una menor cantidad de PCHT. Cuando el 

tratamiento térmico se aplicó a la primera hora de incubación, en donde 

presumiblemente solo había células vegetativas, pudimos detectar 3 PCHT 

cuyos pesos moleculares correspondieron a 3 de las principales producidas en 

el crecimiento vegetativo. 

Por otra parte cuando el choque térmico se efectuó a las 3 horas de» 

incubación, es decir cuando la mayoría de las células ya habían iniciado el 
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proceso d e esporulación, solo se detectaron 2 proteínas, una de las cuales se 

encontró cuando el choque fue a la primera hora. Estos experimentos podrían 

•poyar los trabajos realizados por Todd et a! (1985) con B. subfíüs. Ellos 

establecieron que la respuesta al choque térmico se incrementaba en los 

estadios tempranos de la esporulación, pero at parecer no jugaban un papel 

muy importante durante el proceso en sí. 

Debido a la gran importancia de las PCHT GroEL y DnaK, pensamos que 

la búsqueda de sus homólogos en C. perfringens sería de gran interés. Cuando 

realizamos nuestros ensayos, tanto en el caso de DnaK como d e GroEL, 

detectamos varias proteínas homologas, sin embargo, una se sintetizaba 

principalmente. Establecimos que el homólogo principal de la DnaK de L tactis 

mostró un peso molecular de 84 kDa. Además encontramos que el homólogo 

principal de GroEL de £ coíi fue de 60 kDa. 

Algunos autores han reportado la presencia de varios homólogos de 

estas proteínas de diferente peso molecular y localización en la célula (Lema, 

M.W, y A. Brown, 1995; Engel, J.N. et ai., 1990; Wallíngton, E.J ,*y P A lund. 1994; 

etc). Se ha sugerido que estas proteínas pueden ser un producto degradado o 

una forma modif icada (Engel, J.N., etaf., 1990). Otros autores han sugerido que 

puede ocurrir una asociación funcional devestas proteínas o a la existencia-de 

epftiopes conservados en varias proteínas, los cuales son reconocidos por el 

antisuero (Boutibonnes, P. etaL 1993). 

Cuando analizamos la presencia d e estos homólogos en célUas en 

esporulación. encontramos que solo el homólogo de DnaK de L factis se 

detectó en los cultivos a los que se les aplicó el choque térmico a las 3 h. 

Nuestros resultados concuerdan con lo encontrado por Tood et of (1985) 

quienes detectaron la presencia de la PCHT DnaK solamente en los estadios 

tardíos del proceso de esporulación. 

Cuando estudiamos la localización subcelular d e estos homólogos 
« 

establecimos que se encuentran principalmente en membrana, lo cual 



concuerda con la localización reportada por algunos autores para estos 

homólogos (Lema. M.W. y A. Brown, 1995; Bukau. B.. etaL 1993). 

Muchos grupos de investigadores están buscando PCHT inmunogénicas 

comunes en organismos patógenos que difieran de las de l hombre a fin dé" 

elaborar la "Vacuna del futuro". Para el análisis de las PCHT Inmunodominantes 

de C. perfringens en un cuadro de gangrena gaseoso primero indujimos ta 

enfermedad en conejos y cobayos. Esta se presentó alrededor d e una semana 

después de la inoculación, produciéndose un cuadro local 

Se obtuvo suero dos semanas después d e la inoculación, y a que se ha 

reportado que a este tiempo, la respuesta hmune está compuesta 

principalmente por IgG (Rose, N.R., etaL. 1986). 

La ¡nmunodetección de (as PCHT arrojó resultados inesperados debido a 

que los sueros iniciales de los cobayos (no Inoculados) mostraron reactividad en 

contra de algunas proteínas de C. perfringens, aunque aparentemente nunca 

habían estado en contacto con la bacteria. Para descartar algún problema de 

contaminación qué tuviera el criadero en donde adquirimos a los animales, 

analizamos cobayos de otros lugares y encontramos la misma respuesta 

anterior. Otra posibilidad que nos explicara los resultados obtenidos estaba en 

el conjugado utilizado. Pensamos que posiblemente efproceso d e purificación 

de este reactivo no había sido muy bueno, pot lo que se podían dar 

reacciones inespecíficas. 

Para descartar esta posibilidad realizamos los experimentos utilizando 

conejos. Sorprendentemente cuando el análisis lo realizamos usando el animal 

nunca inoculado y utilizando otro conjugado específico para este animal, 

encontramos las mismas proteínas que obtuvimos cuando analizábamos a los 

cobayos no inoculados. De acuerdo a todo esto podemos suponer que existen 

reacciones inespecíficas ai probar esta técnica. 

Por otra parte, cuando analizamos suero de animales enfermos 

encontramos patrones de proteínas diferentes a los de los animales sanos y a 



los controles. Se observó que C. perftingens produce al menos 3 PCHT que 

pueden actuar como antígenos inmunodominantes, 3 d e las cuales se 

localizan en la envoltura celular y una en citosol. 

Se ha-reportado que las principales PCHT inmunogénicas pertenecen a 

la familia d e los 60, 70 o 90 kDa. Sin embargo, en Mycobacterium tuberculosis 

se han encontrado algunas PCHT de bajo peso molecular que son 

inmunodominantes (Jaattela, M. y D. Wissing, 1992). Las proteínas 

inmunodominantes encontradas tuvieron un peso molecular de 101. 79.60 y 37 

kDa. Nuestros resultados concordaron con esto, ya que fue posible encontrar 

PCHT de la familia de los 70 y 60 kDa y de bajo peso molecular (37 kDa). 



c o n c l u s i o n e s 

De acuerdo a los resultados obtenidos aceptamos la hipótesis propuesta, 

ya que se determinó que C. perfringens responde a un choque térmico 

induciendo la síntesis de PCHT, provocando alteraciones en la producción de 

fosfolipasa C y enterotoxina y produciendo tolerancia al calor. 

De acuerdo a las condiciones en que realizamos los experimentos 

concluimos que: 

1.- Los choques térmicos de 43° a 50° o 52°C y de 37® a 50°C provocan un 

daño subletal en la célula. 

2.- Un choque térmico aplicado en las primeras horas de incubación provoca 

la disminución y el retraso en la aparición d e esporas. 
« 

3.- Un choque térmico aplicado en las primeras horas de irvcubacón provoca el 

retraso y la disminución de enterotoxina. 

4.- Un choque térmico produce un retraso en la detección de act ividad de 

tosfolipasa C. 

5.- Un choque térmico aplicado en las primeras horas de incubación provoca 

la producción de esporas más termotolerantes. 

6.- Las células vegetativas adquirieron tolerancia al calor como resultado d e un 

choque térmico. Este efecto se mantuvo al menos por 2 h. 



7.- Las células vegetativas de C. períríngens responden a un choque térmico 

mediante la inducción d e 8 PCHT (101, 84, 79, 72. 60. 37. 27 y VI kuajT ta 

mayoría de las cuales se localizan en la envoltura celular. 

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

72 kDa como respuesta ai choque térmico. 

9.- Las células vegetativas de C. perftingens producen un homólogo de GroEL 

de £. cofí con un peso molecular de 60 kDa. El homólogo de la DnaK de L. facfís 

tiene un peso molecular d e 84 kDa. Ambas se localizan principalmente en la 

envoltura celular. 

10.- Solo se detectó el homólogo de la PCKT DnaK en las células en 

esporulación. 

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

inmunodomínantes cuyos pesos moleculares fueron 101.79,60 y 37 kDa. 



PERSPECTIVAS S O B R E FUTURAS I 

INVESTIGACIONES EN EL TEMA | 

a) Se sabe que el calor es un método rutinario en el control sanitario de 

los alimentos. En este trabajo se demostró que tanto las células vegetativas 

como esporas al ser sometidas a un choque térmico subletal adquieren 

termotolerancia. Sería interesante deteimlnar si este mismo efecto se produce 

también en los alimentos, en donde pueden influir otros factores, tales como 

cantidad de agua, naturaleza y composición del alimento y flora microbiana 

existente. 

b) En algunos microorganismos se ha demostrado que un choque 

térmico provoca adquisición de tolerancia a olías condiciones estresantes, 

tales como salinidad y acidéz, entre otras, llamándosele a este efecto 

'respuesta cruzada". Tomando en cuenta que C. perfringens es un pa tógeno 

que puede estar sometido constantemente a esas condiciones de estrés, sería 

de interés determinar sí ese efecto ocurre en este microorganismo a fin de 

entender más sobre la patogénesis de la bacteria. 

c) Para producir la intoxicación alimentaria, la bacteria en el al imento 

debe sobrevir la exposición al oiré, asi como al entorno ácido del estómago, 

para después llegar al intestino donde produce la enterotoxina y causa la 

enfermedad. Pensamos que seria de mucha importancia caracterizar la 

respuesta al choque ácido, así como crt choque aeróbíco a fin de entender 

como es que el microorganismo sobrevive en estos ambientes. 



T&sis Doctoral Norma L. Heredia Perspectivas 

d) Ya que en este trabajo se determinó que C. perfringens responde a un 

choque térmico induciendo la síntesis de PCHT, sería interesante purificar y 

secuenciar dichas proteínas y así poder determinar si existe homología 

funcional con las PCHT producidas por otros microorganismos. Así también sería 

importante la identificación de los factores que regulan la síntesis de estas PCHT 

a fin de entender mejor esta respuesta. 

e) En este trabajo se indujo un cuadro gangrenoso e n conejos y cobayos 

y determinamos que C. perfringens produce 4 PCHT inmunodomínantes, sin 

embargo, consideramos que sería importante determinar si estas mismas PCHT 

son producidas en humanos enfermos de gangrena gaseosa. Por otra parte, el 

establecer si estas proteínas confieren inmunidad contra la infección por la 

bacteria, podría dar herramientas valiosas para el control d e las enfermedades 

que produce. 

\ 
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