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Tesis Doctoral ) Norma L. Heredia Resumen

| RESUMEN, I

C. perfringens €s una bacteria causante de varias enfermedades en el

hombre y animales. Dentro de ellas, son de gran importancia la Qongrena
gaseasa Y la intoxicacion alimentaria.

Se sabe que los organismos responden a condiciones destavorables,
tales como un aumento de temperatura, mediante la induccion de un grupo
de proteinas llamadas proteinas del choque témico y la adquisicion de
tolerancia al calar. Esas protetnas se han involucrado con una sefie de procesos
metabdlicos, tales como esporvlacion bacteriana y termotolerancia, ademds
pueden actuar como factares de virulencia y antigenos inmunodominantes en
una gran cantidad de enfermedades. -

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

Se establecid que un choque témico de 43 g 50°C, 43 a §2°C o0 37 a
50°C  provocd una disminucidn de crecimiento moderado, pero
posteriormente las células fueron capaces de recuperarse y alcanzar niveles
semegjantes al confrol. Se encontrd que esos tratamientos produjeron
alteraciones en el proceso de esporulacion y de produccion de toxinas.
Cuando el choque témico se aplico en las primeras horas de su incubacion, se
pudo observar un retraso y disminucion en la cantidad de esporas: tambien se
produjo un retraso en la produccicn de enterotoxina y de fosfalipasa C.

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

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

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

Se establecid que C. perfiingens produce homalogos de las PCHT GroEL
de £ coli y DnaK de L /acfis Los pesos moleculares de dichos homdalogos
fueron 60 vy 84 kDa respectivamente. Estas proteinas se localzaron
principalmente en la envoltura celular,

Por ofro lado, al inducir un cuadro de gangréena gaseosa, se
identificaron 4 PCHT inmunodominantes de C. perfiingens. E! peso molecular de
astas fue de 101, 79, 60, y 37 kDa.
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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 (PCHT) and the acquisition of thermotolerance. Those
proteins can act as virulence factors and immunodominant antigens in a variety
of diseases.

C. perfiingens causes severdl 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. peringens, would be of
importance far the control of the bacteria. or the diseases that it produces.

We demonstrated that heat shock induced by a shift in temperature
from 43 to 50°C, 43 to 52°C or 37 to 50°C provoked a moderate decrease of
viabile cells, but the cells recovered and reached similar levels as the control,
Those treatments produced afterations 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 spares. This treatment also resutted in a delay in
the production of enterotoxin and phospholipase C.

The heat shock induced the acguisition of thermotolerance in vegetative
cells, and this resistance lasted at least two h. The tfreatment applied during the
first h of incubdtion of a cuffure of sparulating cells produced spores more
thermotolerant than the control.

The effect of heat shock on protein synthesis was examined by analysis of
Ssulfur pulse-labeled proteins. Eight PCHT whose molecular weights were 101,
84, 79, 72, 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
cylosol, and the PCHT of 84, 79 and 72 kDa in the supernatant. in sporulating
cells, only the PCHT of 101, 79 and 72 kDa were detected.

Two PCHT of C. perfingens were found immunologicaly related to GroEL
of £ cofiand DnaK of L. factis. The molecular weights of those proteins were 60
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and 84 kDa respectively. These polypeptides were located mainly in the celiular
envelope.

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

. e
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| INTRODUCCION I

Esta bien establecido que uno de las principales problemas mundiales en

el area de salud son las enfermedades alimentarias. En México y en otros paises
en desarrollo, este problema se agrava en muchos casos por la presencia de
desnutricion y falta de atencion médica.

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

El principal método de control microbiano en alimentos se basa en la
utilizacion de caler. Sin embargo muchos microorganismos han desamollado
mecanismos de adaptacion que les permite sobrevivir a tratamientos que de
otra manera serian letalss.

C. perfingens es Uuno de los principales microorganismos que causan
enfermedades alimentarias. Esto se ve favorecido par le amplia dispersion en la
naturaleza y por las caracteristicas propias de la bacteria. Este organismo
causa ademds gangrena gaseosa, que es ofra enfermedad de gran
importancia. Ambos padecimientos son de distribucian mundial y afectan a
todas las clases sociales.

En la actudlidad, los métodos de conirol de la bacteria y de tratamiento
de las enfermedades que produce, aun tienen grandes limitantss, Por este
motivo, en éste trabgjo generamos conocimiento que podhia ayudar a

proponer alternativas y generar ideas para solventar la problemdatica existente.
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& !ECEDENTES I

Clostridiurn perfingens es quizd la bacteria patdgena mas ampliamente

distribuida ya que e&s encontrada en el suelo, polvo e intestino del hombre y
animales (Mafches. J.R. el al 1974). Esta caractenstica facilita la
contaminacion de alimentos, asi como la infeccidn en hombre y en animales
(Yamagishi, T., et af, 1976).

Este microorganismo, tambien llamado C. we/chi, tiene fomna bacilar, es
gram positivo, formador de esporas, encapsulkado. no movil y productor de
una variedad de toxinas y enzimas, Ias cuales juegan un papel crucial en Q
patogénesis (Hatheway, C.L. 1990), Las cepas de la bacteria se han clasificado
en cinca tipos (A a [a E) de acuerdo a la praduccion de 4 taxinas extracelulares
(alfa, beta, épsilon e iota). Sin embargo, la mayoria de las infecciones en
humanos son causadas por las cepas del tipo A, aunque en algunas ocasiones
se ha visto involucrado el tipo C (Smith, LD., ef af 1984).

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

Este microorganismo causa una serie de patologias en humanos vy
animales. Se ha reportado que en el hombre es el principal causante de la
gangrena gaseosa (Smith, L.D &f o/, 1984), sin embargo también se conoce
que ¢s el responsable de una de lgs foxrinfecciones por alimentos mas
importantes, ya que estudios epidemiologicos revelan que C. perflingens se
encuenfra entre las § primeras causas de enfermedades alimentarias
bacterianas (Sutton, R.G.A. ef o/ 1965; Tood, E.C.D., 1978,; Hatheway. C L. ef o/,
1980; Shandera, W.X., 1983; Borrielo, E.P. ef of. 198S5; Shamp, J.C M., 1988; Centers
for Disease Control, 1990), Ademgs, .puet.de causar enteritis necrofica y diarreqa
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infecciosa asociada a la administracion de antibidticos (Labbé, R.G. 1989;
Borriello, S.P. ef al, 1984 Larson. H.E. ef ol 1984). Poi viivu lado también se ha

relacionado con el sindrome de muerte fuminante infantil (Murrel, T.S.C.. et al

1987). En cuanto ~cn enfermedades en-arimales se ha reporfado que causa kK
disenteria del cordero, la enfermedad dsl rnindn pulpos© en cabras. la
enterofoxemia de ovejas. de bomegos y de ganado vacuno, etc. (Smith , LD.
el al 1984).

PRINCIPALES ENFERMEDADES EN EL HOMBRE CAUSADAS POR C.
' perfingens

a) GANGRENA GASEOSA (MIONECROSIS CLOSTRIDIAL).

Esta enfermedad ha estado asociada estrechamente con C. perfirigens
durante los Gitimos noventa anos, aunque se ha reportado que algunos casos
esporddicos han sido causados por ofros microorganismos del género, entre los
que se incluyen principalmente C. novyr y C. sepficum (Holland, KT1. of df,
1987).

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

En general, los sinftomas aparecen bruscamente y siguen a un petic do de
incubacién de 6 a 72 h después de ocurrida la lesion. La zona afeciciia se
muestra edemdatosa v la piel presenta un color bronceado con exuda« 10N de
un fliquido obscuro fransparente. Ademnds existe gas en el tgjido subculuneo y

2
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en los musculos. Hay lesion de los nervios periféricos, por lo que en ocgasiones el
paciente no se da cuenta del ovance de la enfermedad, extendiéndossle
hasta causar bacteremia y su muerte (Swartz, M.N., 1985).

Todas las éepas de los cinco tipos de C. perfringens producen la
fosfolipasa C, la cual es una de las principales responsables del cuadro de
gangrena gaseosa. Sin embargo, durante el progreso del proceso patologico
otras toxinas también pueden actuar, lo que agrava el cuadro clinico ( Mollby,
R. et of, 1976).

La fosfolipasa C es unag proteina ftemoestable que hidroliza
fosfatidilcolina a fosforilcolina y 1.2-diacilglicerol, aunque se ha encontrado que
también dafecta otros fosfolipidos corﬁo esfingomielina y lisofostatidilcolina
(Krug, E.L. y C. Kent, 1984). La toxina tiene un peso molecular de 30 kDa cuando
se determina mediante cromatagrafia de exclusion molecular, y un punto
isoeléctrico de 5.5 (Smith, C y J.P. Arbuthnott, 1974).

Dentro de la actividad biologica de esta toxina esta bien establecido
que tiene actividad dermonecrdtica, hemolitica ¥y letal para una gran
variedad de animales de laboratorio  (Steme, M.. et al. 1944). La accion
hemolitica se provoca por la hidrdlisis de los fosfolipidos en la membrana de las
células hemdticas, [0 que origina el rormpimiento de los eritrocitos ya debilitados
(Meduski, J.W. y P. Hochstein, 1972)

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

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

fragmentos son excretados en la orina. Cuando la inoculacion esntramuscular,
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se dificultta establecer los efectos de esta taxina en forma independiente.

Aparentemente ko toxina debe de fijarse en el sitio de inoculacion, ahi afecia
la membrana plasmdtica de las células musculares, y subsecuentements hay
degeneracion de estructuras subcelulares como  mitocondrnias, reficuio
endopldsmico y membrana nuclear (Smith, L.D y B.L. Wiliams, 1984).

Detido a que C. perfingens es el principal causante de esta
enfermedad, el estudio de los factores que pudieran influenciar la sintesis de la
fosfolipasa C sefian de gran importancia. Tomando en cuenta que se
desconoce el efecto de condiciones esfresantes sobre este factor de
patogenicidad, uno de los objetivos de oste trabgjo abordo este aspecto.

b) ENFERMEDADES AUMENTARIAS.

La toxiinfeccidon almentaria y la diarea infecciosa son provocados por
la gaccion de una enterotoxing en el fracto gastrointestinal. La toxina esta
estrechamente relacionada con el proceso de esporulacion de ka bacteria
(Labbé, RG. 1989).

las enfermedades dalimentarias producidas por C.  peringens
generalmente ocumen dal ingerir alimento contaminado con uno O una
combinacion de los siguientes eventos: a) células vegetativas (calculéndose
que se requieren entre 4 a ¢ x 10° UFC), cuando un nimero considerable de
ellas pasan el entomo acido del estdmago, llegan al ambiente alcalino del
intestino delgado y alli comienzan el procesa de esporulacion y producen
conjuntamente la enterotoxina; b) ¢élulas en esporulacion. (as cuales pueden
praducit intracelularmente [a enterotoxina durante su estancia en el alimenia y
despues liberada ya en el tracto intestinal. y ©) enterotoxina preformada.
aungque este resuta el menos probable, ya que en experimentos con
voluntarios se requirid la ingesta de 8 mg de toxina pura y ademdas de la
neutralzacion del jugo gastrico para poder inducir la sintomatologia (Skjslkvale,
R. et al 1977).

e
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Generalmente la toxi-infeccion alimentaria aparece 7 a 12 h después de

ingerir el alimento contaminado, aunque -en algunas ocasiones puede
dresentorse incluso 2 h despuds de la ingestion del producto (Robinson, J.A. &f
al. 1969). La enférmedcld se caracteriza por cdlico ekdeminal severo y una
diarrea profusa, puede presentarse también nausea y vomito; la fiebre y el
dolor de cabeza estan generalmente ausentes (Sutton, R.G.A. y B.C. Hobbs,
1965).

La diarrea infecciosa también se presenta con dolor abdominal severo,
vomito y en muchas ocasiones las heces son sanguinolentas. La duracién de
esta enfermedad es airededor de 11 dias (Larson. H.E. v S.P. Borriello, 1988). Un
namero importante de estas diareas se originan después de que los pacientes
han recibido tratamientos con antibidticos (Borrielto, S.P. et a/ 1984). Se plensa
que esta enfermedad es pr’oducida por una sobrepoblacidn de C. perfringens
en ¢l intestino donde continuamente liberan la enterotoxina (Larson, H.E. y S.P.
Borriello, 1988).

Debido a la impartancia de estas enfermedades la enterotoxina ha sido
objeto de extensos estudios y se ha establecido que es una profeina termolabil
(Duncan, C.L. y DH. Strong. 1969). de una sola cadenda (Labbé. R.G., 1981)
compuesta por 309 aminodcidos {(Granum, P.E. y O. Harbitz, 1984). con un peso
maolecular de 34,262 daltones y un punio isceléctiico de 4.3 (Yatis, WW. C.
Castimpolas, 1975).

Se han redlizado estudios sobre el modo de accidn de esta toxina en las
enfermedades diarreicas vy s& ha establecido que el sitio de fiiacion s la
membrana de las célukas epiteliales del borde de cepillo del intestina, en
donde se une a un receptar de naturaleza proteinica, el cual se ha sugerido
que tiene un peso molecular de 50 kDa. A l1os 2 0 3 min de la union ocurre la
iNnsercion de la toxina en la membrana y en ese sitio redlza su accidn, ya que
no hay evidencia de que ocuma interndlizacion de ésta (McClane. B.A. ef ai

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

-
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aparicion de burbujas y de poros en la membrana. Estos Gltimas en presencia

de calcio se hacen muy grandes, 0 que origina alteraciones en la
dermeqbilidad membranal, que incluyen meodificaciones en el fiujo de iones,
aminoqacidos ¥ nucledtidos (McDonel. J.L. 1988). Esto provoca ki salida de
agua, iones y pequenas moléculas, que produce un desequilibrio osmaotico, ka
inhibicion de la sintesis de macromoléculas ¥ del metabolismo energético,
ademas de dano morfoldgico y eventualmente muerte celular (Wnek, A.F., ef
al 1989,

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

aspecto

LA ESPORULACION DE C. perfiingens.

El estudio de la esporulacion bacteriana ha adquirido gran importancia
ya que un gran ndmero de toxinas, enzimas y anfibidticos se producen durante
este proceso en muchas especies de los géneros Clostrdium y Baciius
(Schaeffer, P.. 1969). Ademas. la capacidad de formar esporas favorece de
manera considerable la sobrevivencia del microarganismo en sus diferentes
habitats.

Las esporas se forman en la bacteria mediante un proceso que involucra
todo un conjunto de cambios morfologicos y fisiclogicos en el microorganisme.

Este conjunto de cambios se inicia como respuesta a dlguna de |as

siguientes condiciones:

1l
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Q) disminucion en el medic de cultiva de las fuenfes de carbano, nitrtdgenao o
fosforo. Las células vegetativas se multtiplican en el medio de cultivo, hasta que
se reduce la cong:enftqcién de alguno de |os nutrientes arriba mencionados, v
esto es reconocido por ka célula como una senal para iniciar el proceso de
esporulacion.

b) fatta de un aminodcido esencial en el medio de cultivo: la disminucion
sUbita de unc a mas aminoacidos puede provocar una respuesta severa que
implica el ceso de la sintesis de proteinas ¥ ARN. Esto provoca también una
activacidn en la produccidon de ©E)ppPGpp y de la actividad de
deshidrogenasa-IMP, lo que resutta en una disminucidn de la concentracion de
nucledtidos de guanina, que conduce dl inicio del proceso de. esporulacion
(Freese. E., 1981).

¢) inhibicion directa de la sintesls de nucledtidas dé guanosina: se ha
comprobado que la decoining, un inhibidor de |a sintesis de GMP. es capaz de
promover la espordlacion de Bacilus subliis (Mitani, 1. ef af, 1977) y de C.
perfingens (SacksL.E., 1980). Ademds Llabbé y Nolan (1981 y 1987)
establecieron que ki cafeina, que inhibe (a via de las pentosas, mostrd
estimulacion del proceso de esporulacion.

En el género Bacilus Ia secuencia de cambics meorfologicos que ocurren
durante la esporulacion se han dividido en siete etapas. las cuales son muy
similares a las observadas para C. perfingens. y difieren solo en aspectos
menores (Hoeninger, J.F.M. ef af, 1968; Roper, G. et al, 1978). Estas etapas se
caracterizan principalmente por los siguientes eventos, primero: formacion de
un flomento axial de cromating; segundc: invaginacion de la membrana
celular para la formacion del septo de division; lerceto: englobamiento de ia
pre-espora por [a membrana celular; cuarto: depdsito de peptidoglicano para
formar el cortex; quinto: formacidn de las capas de la espora; sexto:
maduracion de la espora y seéptimo: liberacion de la espora de la célula madre
(Mandelstam, J. ef<al 1988).
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La espora es una forma celular de gran resistencia que difiere de su
progenitor (a celuia madre) en el grado de tolerancia a diferentes
condiciones, tales como al calor, en donde es 100,000 veces mds resistente: o
la uz ultravioleta vy- <-la-radiacion ionzante, ya que se ha visto que resiste mas
de 100 veces que la célula vegetativa, y a ofras condiciones tales como ka
desecacion. y 1a exposicion a desinfectantes y otros gquimicos (Khoury, P.H. ef
al. 1987).

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

En algunas especies del género Bacilus s& ha demostrado qua entre
mayor sea la temperatura de esporulacion, mayor serd la tolerancia a altas
temperaturas de las esporas formadas (Lechowich, RV. y ZJ. Ordal, 1962),
Recientemente, Garcia-Alvarada et af (1992) establecieron que este
comportamiento se presentaba también en C. perfmingeans. Elos demostraron
que las esporas formadas a 43°C eran mas termotolerantes que las producidas
a 37°C y estas a su vez mds resistentes que las formadas a 32°C.

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

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

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

Desde hace tiempo se ha reportado una relacién estrecha entre la
produccién de enterotoxina y Ia esporulacion de k bacteria (Craven, S.&. ef of.
1981). Sin embargo se ha descrito que peguenas cantidades de enterotoxina
son producidas por células vegetativas no esporuladas {Goldner, SB. et o/
1986). Afortunadaments estas cantidades son tan pequendas gue no son de
importancia como causa de intoxicaciones alimentarias por el microorganismo
(Skjelkvale, R. y T. Uemura, 1977).

Se ha demostrado que la enterctoxing empieza a sintetizarse én los
estadios tempranos del proceso de espordlacion, acumulédndose
infracelularmente. para después ser liveradd junto con la espora madura <l
rmedio extracelular (Labbé, R.G. 1977). Se habia reportado que la enterctoxina
era parte estructural importante de las capas de ka espora (Friecben, W,y C.L.
Duncan, 1975). Sin embargo. Ryu y Labbée encontraron que estas estructuras
contienen solo cantidades muy pequenas de enterotoxina ( Ryu, S. y RC.
Labbé, 1989), lo cudl sugiere que asta proteina carece de un papel estructural
importante en fas cubiertas esporaies.

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

Cl‘) GENERALIDADES.

En general los organismos deben adaptarse a una gran variedad de
condiciones ambientales tanto fisicas, como quimicas ¢ biolégicas, kas cuales
en muchas ocasiones provocan estados de estrés para las células. Se ha
establecido que casi todos los organismos responden a estas condiciones de
tensibn mediante (a induccién de la sinfesis de un grupo de proteinas
conocidas como proteinas del estrés. Se piensa que la funcion de estas
proteinds es proteger a las céiulas del cambio adverso. el cual pudiera ser letal
(Morimato, R.| ef al 1990).

Ya que ka temperatura s uno de 10s principales factores que gobiernan
el crecimiento y el metabolismo de las células, no es sarprendente que |a
induccién de estas proteinas haya sido ampliamente estudiada en respuesta a
cambios en este parametro. El primera que reportd esta respuesta fue Tissieres
et ol (1974), cuando trabgjaron con Drosophiia y elevaron la temperatura
ambiente 5 grados armiba de su rango nomal, ¥ observaron la sintess de un
grupo de proteinas como respuesta este cambio. A estos péptidos les lamaron
proteinas del choque témico (PCHT) (FarberJ.M. y B.E. Brown, 1990). Como
resutado de ia condicion estresante se ha observado que junte con la
activacion de los genes que codifican para las PCHT, se inhibe la expresion de
la mayoria de los otros genes.

Se ha establecido que algunas de las PCHT y en general las proteinas del
estrés son también sintetizadas en otras condiciones adversas tales, como
ancyia, adicidon de czida de sodio, cambios en el pH (Heyde, M. y R. Portqlier,
1990), condiciones adversas de oxigeno (Begonia, G.B. y M.L Salin, 1991),
campios de presion (Qoronfleh, MW, y U.N. Streips, 1987). la exposicion q luz
ultravioleta, infeccion viral, transfarmaciones malignas, inflamacion (Kaufmann,
S.H. ef al 1990), presencia de 2 4-dinitrofenol (Heyde, M. R. Portalier, 1990). de
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agentes oxidantes (Fam, S.B. y T. Kogoma, 1991). y de alcoholes y de metales
pesados Watson, K. 1990), entre otros.

' Las principales PCHT han sido clasificadas en cuatro familias de acuerdo
a los pesos mo]ecu!mes que presentan: a) PCHT de alto peso molecuiar.
variando entre 83 y 90 kDa; b) PCHT 70, cuyos pesos varian entre 66 y 78 kDa: ¢)
PCHT 60. que han sido encontradas en bacterias. mitocondrias y Cloroplastos y
$9 les ha llamado “chaperoninas’ (Hemmingsen. S.M. of o/, 1988) y d) PCHT de
bagjo peso molecular, la cual comprende un diverso grupo cuyos pesos varian
entre 15 a 30 kDa. Ademas, se han encontrado algunas PCHT de pesos
moleculares muy aitos (100 a 110 kDa) con propiedades diferentes a las de las
otras familias anteriormente mencionadas (Subjeck. J.R. ef o/, 1983).

Estd bien establecido que en condiciones nommales no estresantes fa
mayoria de as PCHT estan presentes en bajas concentraciones en kas células, lo
que sugiere que en todo tiempo tisnen funciones indispensables, sin embargo,
durante la situacion de esirés su sintesis se incrementa hasta 100 veces,
disminuyendo posteriormente cuando cesa la condicion tensionante (Palter,
K.B.. et al. 1986). '

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

Se habia establecido que los organismos eucarioticas poseen al menos
dos copias de la mayoria de los genes que codifican para las PCHT, en tanto
que los procariotes poseen una ¢aopia unicq de estos genes (Marimoto, R et
al. 1990). Sin embargo, un ano mas tarde. on 1991, G. Gugielmi ef ol
ostablecieron la presencia de muttiples genes cadificantes para croteinas de la
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familia de &0 kDa en Streptornyces albus. Esta misma observacion fue hecha
por Wallington y Lund (1994) cuando trabgajaron con Rhizobium leguminosarum.

. La respuesta al choque térmico ha sido estudiada en una gran cantidad
de orgonisrnos.‘ Se -ha establecido que ftiene dos caractansticas muy
importantes: 1) esta respuesta es practicamente universal, debido a que en
tados los organismos estudiados ha sido encontrada, con excepcidn de Aydra
oligactis (Bosch, 1.C.G., ef &, 1988). Sin embargo la induccion de PCHT varia
grandemente en relacion al numero y a la cantidad de proteinas producidas
en las diferentes formas de vida, y 2) las PCHT presentan un alto grado de
conservacion evolutiva, especiaimente la familia de los 70 kDa, ya que se ha
reportado una hoemologia del 70% entre 'l,c proteina de 70 kDa del humano vy la
de O melanogasiery de un 50% con la proteina homologa de £ cofi Tado lo
anterior ha sugerido una evoluciéri de un dominio proteinico comun (Morimoto,
R, ef ai, 1990).

Se ha deteminado que la respuesta al chogue térmico puede ser
variable de un organismo a otro e incluso en organismos de a misma especie,
tal como 0 demostraron Morange ef of (1993), cuando trabajaron con
especies de Usterna. Sin embargo, lo que estd bien establecido es la importante
funcion protectiva que todas ellas llevan g cabeo (Monmeoto, R.1., ef of. 1990).

Gomes ef a/ (1986) realzaron experimentas con Caulobacter crescentus.
Ellos establecieron que la bactaria era capaz de inducir 20 diferentes PCHT
cuando se incubaba a 30°C y recibia un choque témico de 40°C. En estudios
redlzados por Teracciano ef of (1988) con Closfidium acefobufylicum se
encontrd la induccion de 11 PCHT cuando ka temperatura se cambiaba de 28
a 45°C. En 8. subtilis se detectaron 26 PCHT distintas cuando fue sometida a un
cambio térmico de 37 a 50°C (Amosti, D.N., ef ol 1986).

Una respuesta mas limitada fue observada por J. Engel ef al (1990)
cuande trabagjaron con Chiomydia frachomaiis. Ellos encontraron la induccion
de 5 PCHT cuando las celulas recibieron un choque térmico de 37 a 45°C. Se

-
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ha es’roblecido que algunas arqueobacterias también presentan una respuesta
al estrés térmico, induciéndose airededor de 6 PCHT cuando kas células son
sometidds a condiciones extremas de temperatura (Conway de Macario, E. ¥
-A-Macario, 1994).

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

Al someter a Sfrepfococcus themnophilus a un chogque témico de 42 o
52°C, se indujo la produccién de al menos 22 PCHT (Auffray, Y., ef af. 1995).
Este mismo investigador habia tro_baiodo anteriormente (1992) con
Lactobacillus lactis y establecid que un cambio témico de 30 a 40°C induce al
menos 16 PCHI.

En £ cofi que es la bacteria mas extensamente estudiada se ha
establecido que se sintetizan entre 17 y 20 proteinas cuando la temperatura de
incubacion se cambid de 28 a 42°C (Neidhart, F. y R.AA. Van Bogelen, 1987),
Como lo demuesiran estos resultados, la cantidad y el tipo de PCHT es variable
con el organismo. De todas las PCHT de £ cof existen dos que han sido
ampliamente caracterizadas, ik GroEL y la DnaK. Se ha encontrado gque ambas
se sintetizan vy tienen funciones en condiciones nomales, sin embargo. durante
un periodo de estrés |a sintesis se incrementa de 20 a 100 veces (Merimeoto, R.l.,
et al., 1990).

La PCHT DnaK es una proteina muliifuncional, con un peso molecular de
49 kDa., por lo que se considera que pertenece a la familia de PCHT 70. Es una
proteina inducible, que durante un proceso de estrés celular puede llega a
constituir el 4.3% del total de proteina celular (Herendeen, S.L.. et al 1979).

Terracciano, ef al/ (1988) trabajando con Closiidium acetobuiylicum,
demostraron en este organismao |a sintesis de un homodlogo a la DnaK de £ coy,

cuyo peso molecular fue de 74 kDa. Auffray, of of (1995) observaron que en
Streptococcus themmopilus. el homdlogo de esta proteina tiene un peso
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molecular de 72 kDa y en Lactobaciius iactis de 70 kDa (Auffiay, Y. ef ol 1992).

En tanto que Todd et of (1985) establecieron que en Bacilus subtils el homdloge™ =
era de 84 kDa.

Se ha observado que esta proteina tiene un alto grado de conservacion

evolutiva. La proteina de £ cof presenta un §7% de homologia con la proteina
producida por Drosophila melanogaster (Bardwell, J.C.A. y E.A. Craig. 1984), Por
su parte, Varela y Jerez (1992) establecieron que el homdlego de DnaK de
Thiobacillus ferroxidans presentaba un 80% de identidad con la proteina de £
cof.

La proteina DnaK es considerada una chaperona molecular ya que se
ha visto que tiene funcion mediodoré: en el ensamblaje correcto de Ias
proteinas oligomaricas, también se ha sugerido que catalza interacciones
proteinicas intra e intermoleculares (Guglielmi, G. ef o 1991). Se ha establecido
que esta proteina tiene otras funciones celuiares idéenticas en procariotes y
eucariotes tales como la disociacion de agregados proteinicos y el
mantenimiento de algunos polipéptidos en estado no plegado, o que facilita
la translocacidén a través de la membrana y posteriomnente el aceleramiento
del plegamiento y cligomerizacion. Ademds se ha visto que es indispensable
para la replicacion del fage lambda in vivo (Maonmaoto, Rl ef ol 1990), Por ofro
lado, se ha establecido que la presencia de esta proteina es indispensable
para el crecimiento de £ coff a altas temperaturas (Oean, D.O. y R. James,
1991).

Se sabe que esta proteina en células eucarnidticas esta localzada en
rmitocondrias, cloroplastos. reficulo endoplasmico, nuclee y citosol. Tambien en
trabgjos con Orosophita s& ha establecido que la PCHT esta localzada en
citosal y posteriormente migra a nicleo como resultado de un esiimulo
estresante (Morimoto. Rl et a/ 1990).

En relacion con la localizacion de DnaK en células procaridticas existia

confusion, ya que primero se reportd que se encontraba en la N

13



Tesis Doctoral ) Norma L. Heredia Antecedentes
membranal (Zylicz, M. ef ol 1983), y posteriormente Kostyal ef al (1989)

demosttd esta proteinG™ én membranag, sin® embargo, se esiablecido que
cantidades significativas se encontraban también en citosol.

Recientemente Bukaws et of (1993)cuando reciizaron trabajos de
inmunalocalizacion con particulas de oro bajo el microscopio electronico,
establecieron que la PCHT DnaK se locdliza principaimente en cifosol, aunque,
un 24% de esta PCHT se encuentra asociada a membrana. Estos investigadaores
encontraron ademdas gue un choque térmico Ne induce relocalizacion de esta
PCHT, tal como se habia reporiado para Drosoohila.

La PCHT Grofl. es una profeina que pertenece a la familia de PCHT &0,
Se ha determinado que ftiene forma de.onino compuesta por 14 subunidades
idénﬂcéxs. cada una con un peso moiecular de 58 kDa., las cuales se mantienen
unidas mediante interacciones no covalentes (Zeilstra-Ryalls, J. ef al. 1991).

Cuando estudicron a Helicobacter pyiord, Dunn, et of (1994)
estableciaron que este posee Una profeind de 54 kDa homologa a la GroEL de
£. coli. Par su parte, Zeilstra-Ryalls ef al (1991) demostraron que €l homdlogoe de
esta protelina en Mycobacterium spp. posee un pesc molecular de 65 kDa. En
tanto que Todd gt o/ (1988) observaron que en 8. subliis, el homalogo posee un
peso molecular de 69 kDa.

Otres grupos de investigadores han establecido que ef homdlogo de
Sirepformmyces aibws tiene un peso molecutar de 5 kDa (Mazodier, P.. et o
1991). el de Caulobacter crescenfus, 62 kDa (Lopes, S. ef al. 1986), el de
Campylobacier jejuni 62 kDa (Tokata, T, ef o/, 1995); el de Strepfococcus
therrmophitus, 67 kDa (Auffray, Y. et al, 1995); el de Laclobacilus lacts, 63 kDa
(Auffray, Y. ef o, 1992) vy el de Legionella pneumophila, 60 kDa (Lema. MW. y
A. Brown., 1995), o

Una caracteristica impartante, es que en un mismo organisma se ha
encontrado la presencia de varias proteinas de diferentes pasos moleculares
que son homadlogas a la GroEl de £ cofi. Lo anterior fue observado- por E,
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Wallington y P. Lund (1994) cuando trabajaron con Rhizobium legurninosarum.
Ellos observaron que la bacteria posee dos proteinas, una de 60 kDa y otra de
58 kDa que reaccionan con anticuerpos monoclonales ditigidos contra la PCHT
GroEL de £ cofi Asi también G. Gugliemi ef af (1991) demostraron que -en
cuatro especies de Sfrepfomnyces existen tres proteinas que reaccionan con
anticuerpos manocionales contra la proteina GroEL de £. cofi

Se ha establecido que esta proteina no solamente presenta un alto
grado de conservacion estructural, sino también funcional. Varios autores han
enconfrado que es indispensable para el crecimiento a fodas las temperaturas
y que probablemente tenga un popel imporante en los procesos de
replicacion del ADN y en la transcripcion. Ademas de que facilita el
plegamiento post-transcripcional, el ensamblaje vy en dalgunos casos el
transporte de proteinas oligoméricas a traveés de la membrana (Khandekar, S.S.
et al 1993). Asi también se ha especulado que esta proteina pueda actuar
como el antigeno causante de enfermedades autoinmunes, debido a la alta
homologia de esta prateina en las diferentes formas de vida (Cohen, |.R.. 1921},

Se han redlizado estudios para determinar la kocalizacion celular de esta
PCHT a fin de entender mas su funcion. A diferencia de la localizacion de la
PCHT DnaK en células procaridticas, en trabgjos realzados por Eschweiler ¢/
en 1993, la GroEl se ha encontrado tanto en membrana como en regn
citosdlica. Recientemente Lema y Brown (1995) establecieron que esta PLH™ -
encuantra principalmente en membrana en [legionella pneumophiks n
embargo pequenas cantidades son también detectadas en ¢itosol,

Podemos considerar que la ¢antidad de informacion que se fiene
hacerla de las PCHT, sus caracteristicas y 10 presencia de homdlogos contra las
principales PCHT de £ co# es muy amplia, sin embargo no existen repc! s
sobre la caracterizacion de Ia respuesta al choque témico en C. perrr ige s

por lo que en este trabagjo abordamos este tema.
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En general las PCHT se han estudiado intensamente y se ha establecido

que estdn involucradas en una serie de procesos biologicos, tales como
eéporulocién, adquisicion de temnotolerancia, problemas autoinmunes,
factores de patogenicidad, etc. La relacion existerie-entre las PCHT y estos
procesos se revisard en forma independiente a continuacion.

b) PCHT Y ESPORULACION.

Existen evidencias que sugieren que ks PCHI pueden jugar un papel
importante en el proceso de esporulacion bacteriona. Una hipéresis a estq
relacion menciona que el proceso de esporulacion es en si una condicidn
estresante ejercida sobre la célula, ya que el proceso se inicia cuando algin
factor nutricional esta ausente del medio de cultivo.

Lo primera evidencia que establece esta relacidon viene de trabajos
readlzados por Piggot y Coote (1976) quienes encontraron que un factor
regulador de la expresion de las PCHT requiere la presencia de unas proteinas
caodificadas por genes, que juegan un papel muy importante durante el
proceso de esporulacion,.

Sin embargo. en un frabajo desarollado por Streips y Pclio (1985) en que
utilizaron mutantes incapaces de esporular de 8. subfiis. se observd que estas
cepas producian la mayoria de las PCHT sintetizadas por las bacterias que si
espordlaban, por lo que sugirieron que las PCHT no jugaban un papei crucial en
la esporulacidon de la bacteria.

En ese mismo ano Todd ef oftambién estudiaron la presencia de PCHT en
celulas esporulantes de Baciius. Ellos detectaron que cuando qgplicaban a las
células en esporu‘lc.icién un choque témico de 30 a 43°C, se inducia la sintesis
de 4 PCHT principales, cuyos pesos moleculares eran de 84, 69, 32 v 22 kDa.
Ademas ellos encontraron que en los estadios tempranos del proceso de
esporulacion se detectaban erincipalmente las PCHT de 84 y 32 kDa. En este
estudio se establecio ademas que el homdlogo de la PCHT GroEL de £ cof

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

En 1990 Stinadova ef a/ establecieron que ka PCHE 70 , que se sintetizaba
en grandes cantidades en 8 megafenum . no incrementaba los niveles de
esporas resuttantes, por lo que sugirieron que esta PCHT no era importante en |a
formacién de espords.

En general podemos decir que la relacion de kas PCHT con el proceso de
esparulacion es cantroversial. Una de los objetivos de este trabajo fué

determinar si en C. perfringens se producia esta relacion.

c) PCHT Y TERMOTOLERANCIA.

Muchos de los tratamientos fisicos usados en el procesamiento de los
alimentos estan destinados a matar o disminuir de ndmero de microorganismos
contaminantes y detericrantes. Sin embarge, s el tratamiento no es o
suficientemente severg, la poblacion microbiana puede ser danada pero
después recuperarse y sobrevivir (landalo, J.J. y ZJ. Ordal, 1966).

Existe evidencia que sugiere que las PCHT estan involucradas en la
adquisicion, mantenimiento y disminucion de la termotolerancia, es decir que
cuando las células son expuestas a un choque témico moderado por un
tiempo especitico, se produce la Induccidn de resistencia a temperaturas que.
bagjo condiciones normales, resuttarian letales para la célula (Bunning. VK. ef af
1990).

L y Werb (1982) al estudiar el efecto de choques termicos subletales
sobre la adquisicion de termotolerancia en células eucarioticas (fibroblastos de
hamster chino), observaron que un choque témico de: entre 41 y 46°C
incrementaba de 10% a 10° veces la tolerancia de las células a un tratamiento

térmico letal; ademdas demostraront que esfta resistencia al calor se prolengd *

23



Tesis Doctoral No _Heredia An entes

hasta mds de 36 h después del choque subletal. Ellos establecieron ademas
que dos proteinas, con masas de 70 y 87 kDa eran especialmente abundantes
durante este procesa. Por otra parte, cuando Laszlo (1988) realzd estudios con
las mismas celulas, establecio que la HSP 70 era la Unica proteina involucrada
en la tolerancia al calor.

Sin embargo en frabgjos con Saccharomyces cerevisiae relzados por
Smith y Yaffe (1991). se observd que las PCHT no eran importantes para [a
adquisicion de termatolerancia. Estas deducciones las hicieron al obtener una
mutanta carente de expresion de PCHI que si podia adquirir resistencia térmica
después de un choque térmico moderado. Sin embargo, en ese mismo afno
Sanchez y Lindquist, establecieron que la PCHI 104 era necesaria para la
induccion de termotolerancia en S cerevisige. Por lo que la relacion entre
PCHT y temotolerancia hasta ese mornén’ro resultaba incierta. Esta
controversia motivo a mas grupos de investigadores para trabajar en el tema.,

Cuando Piper (1993) estudio ka relacidon entre PCHT y adquisicion de
termotolerancia en esa misma levadura (S. cerevisiag) encontrd que solo unas
cuantas PCHT estaban involucradas en el proceso termotolerante.

Berg ef a/ (1987) cuando ftabgjaron con levaduras psicrofilicas
(Tichosporum pulivlans y Sporobolomyces salmonicolon establecieron que Ia
induccién de las PCHT eran indispensables para la adquisicion ds
termotalerancia. Ademas determinaron que la respuesta tolerante se
prolongaba 4 h después del chogue térmico.

Otra evidencia de la importancia de las PCHI en la adquisicion de
termotolerancia viene de trabajos recalizados por Kaishi ef af (1992) en una lineq
celular humana de carcinoma de colon. Ellos utilizaron un inhibidor de la sintesis
de fodas las PCHT (quercetina) y observaron que también se inhibia la
adquisicidén de tolerancia af calor.

Cuando el estudio de la relacion PCHT y termotolerancia se extendio a
los organismos procariotes se observd algo similar a lo encontrado en

-
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eucariotes. Mdckey y Derrick (1986) trabajaron con Saimonefia thompson y
demostraron que la resistencia al calor (de 50, 52, 55, 57 o 59°C) se incrementd

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

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

Trent ef a/ (1990) realizaron ensayos de termotolerancia en el organismo
" term&filo Suffolobus sp. y determinaron que un prechoque témico a 70°C hizo a
las células_hasta 6 veces mas tolerantes a 92°C en comparacion con los
controles que no recibieron dicho tratamiento. Ellos encontraron que la sintesis
de broteinas se detenia parcialmente v que solamente tres proteinas podian
detectarse. La mds abundante tenia un peso molecular de 55 kDa, en tanto
que las otras tenian masas de 28 y 35 kDo.. Ninguna de ellas mostrd identidad
inmunolégica con las PCHT GroEL y DnaK de E. col, por lo que sugitieron que las
profeinas sinfefizadas no jugaban un papel crucial en el proceso de
termotolerancia.  Sin embargo un afo después Dean y James realizaron
mutaciones al gen que codifica para la PCHT DnaK de £ cof Ellos
establecieron que una delecidn pequena del gen permitia crecer a las células
a altas temperaturas, en tanto, que una mutacidbn mayor impedia su
crecimiento. Por lo anterior, ellos concluyeron que la proteina DnaK era
necesaria en el proceso de termotolerancia.

Para determinar si el fenémeno de adquisicion de termotolerancia por
efecto de un choque térmico subletal ocurria en organismos filogenéticamente
distanciados, Trent ef a/(1994) aplicaron choques1érmicos subletales a Bacillus
caldolyticus (eubacteria), Sulfufobus shibatae (arqueobactefia) y Thermomyces
lanuginosus (eucariote). Ellos establecieron que el choque térmico si inducia

tolerancia térmica. Sin embargo, cuando analzaron las proteinas involucradas
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en la resistencia, establecieron que los organismos sintetzaban diferentes
proteinas. Para 8. caldolyficus se observd queia proteina dominante tenia un
péso molecular de 70 kDa, en tanfo que la de 3. shibafae, era de 55 kDa. En el
caso de T. lanuginosus se producian dos proteinas principales con masas de 31
y 33 kDa.

Cuando K. Bunning et o/ (1990) redlizaron experimentos similares con
Listeriac monocyfogenes y Salmonelia thypimurum . Establecieron que &
thypimurium presentaba adquisicion de termotolerancia después de un
choque térmico moderado; sin embargo con L monocytogenes la tolerancia
mostrada no fue significativaments diferenfe a la de los controles. Por lo
anterior sugirieron que en esta bacteria na se presentaba la relccién choque
termico-termotolerancia. Confrario a esas observaciones en ese mismo ana,
Farber y Brown, cuando redlizaron los experimentos de tolerancia al calor de
Listeria en muestras camicas, establecision que un choque térmica de 48°C
por 120 min producia termotalerancia a 64°C. Ademas determinaron que o
tolerancia se prolongaba hasta por 24 h posterioras al choque témico inicial.

En general la relacion entre la adquisicion de temotolerancia y las PCHIT
hq sido estudiada y encontrada en ofros organismos como Cianobacterias
(Blondin, P.A., ef al, 1993), Lacfobacillus bulgaricus (Teixeira, P., ef al. 1994),
Salmonella ententidis Humphrey, TJ. a8 al, 1991) y Straptococcus thermophifus
(Auffray, Y., ef af, 1995).

Recientemente Boutibonnes ef a/ (1995) establecieron que en
lactococceus lactis subsp. factis IL1403 se presentaban dos tipos de adquisicion
de termotalerancia, uno de ellos era dependiente de la sintesis de PCHT, en
tanto que otfro era independiente. Ademas ellos mencionaron que en la
respuesta dependiente de PCHT los homdlogos de las proteinas GroEl . DnaK y
la PCHT 104 no jugaban un papel importante.

Los organismos esporulados pueden soportar condiciones adversas, y

posteriormente germinar y desamrollarse en el entorne en que se encueniran.
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Como ya se menciond. hay evidencias que establecen la importancia de las
PCHT en el proceso de esparulacion bacteriana. Debido a esta, varios
in‘vestigcdores estudiaron el efecto de un choque térmico subletal sobre la
adaquisicién de tolerancia al calor en esporas. Tal fue el caso de Etoa y Michiels
(1983). quienes demaostraron que si las esporas de 8. sfearothermophiius eran
sometidas a un choque térmico de $3°C adquinan resistencia para sobrevivir a
tratamientos témicos extremos (121°C).

Sedldk, M., et a/ (1993) demostraron que un choque témico aplicado a
células de 8. megaternumn durante el proceso de esporulacion, incrementaba
la termotolerancia de las esparas resultantes.

En trabqjos recizados por Roy ef of (1981) en donde somsetieron a
calentamiento progresivo confrolado, a un producto camico contaminado
con C. perfringens. se determind que ias células eran mas resistentes al calor
que aquellas que no recibieron esa adaptacion termica. Esto podria semejarse
a una condicion parecida a aquella producida por un chogue térmico
subletal.

Por ofra parte, se conoce que las esporas de C. perfiingens formadas a
43°C son mas termatolerantes que las producidas a 37°C y estas a su vez que
las formadas a 32°C (Garcio-Alvarado, J.S., efal, 1992). Con todo lo anterior, y
siendo C. perfringens un patdogeno de dlimentas, 1a relacion existente entre la
aplicacion de cambios térmicos y la adquisicion de termotolerancia, tanto en
células vegetativas como en esporas. resulta de gran interés, por su posible
influencla en la calidad 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 fienen funciones importantes en diferentes aspectos

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

27



Tesis Doctoral Nomma L. Heredia Antecedentes

la sintesis de inmunoglobulinas humanas y en ka presentacion y procesamiento
del antigeno durante la respuesta inmune. Ademas ias PCHT de una amplio
espectro de patégenos, figuran entre los prncipales anfigenos reconocidos por
el sistema inmune. Finclmente estas proteinas se han visto involucradas—ean
pracesos de autcinmunidad tales como artritis reumatoide (Jaattela. M y D.
Wissing. 1992).

Durante las infecciones bacterianas, ka interaccion entre el patégeno v el
hospedero genera situaciones de estrés para ambos organismos. Como
respuesta a estas condiciones adversas esta bien establecida que se sintetizan
proteinas del estrés, las cuales perm‘rren_ a la célula sobrevivir 1os procesos de
tension. Se ha encontrado que algunas de las proteinas del estrés del
patdgeno son antigenos inmunodominantes e incluso son  factores de
virulencia. Este ha hecho pensar a muchos il:xvesﬁgadorgs en la posibilidad de
utilizarias coma vacunas prometedoras contra un grupe de enfermedades,
debido a la gran homologia enfre estas en ks diferentes organismos. Sin
embargo. un gran problema al que se han enfrentado los investigadores es
que dichas vacunas tambien pudieran achuar contra las PCHT del mismo
organismo al que se quiere proteger. lo cual provocaria problemas
autoinmunes.

Varios grupos de investigadores frabdjan hoy en dia g fin de encontrar
una PCHT <« alguna fraccion inmunodominante especifica de células
procaridlicas para la elaboracién de la *vacuna del futuro' (Morimoto, RI.. of
al 1990: Young, D.B.. 1992). Asi de acuerda con esto, una serie de grupos de
investigadores han estado determinando ka presencia y as caracteristicas de
las PCHT inmunodominantes de varios organismos fales como Mycobactenum
tubercuwlosis (Young. D.B. ¥ T.R. Garbe, 1991). M. keprae (Jaattela, M y D. Wissing.
1992). Brucella melifiensis (Spencer, S.A., el of, 1994), 8. aborfus (Young, D B
1992), Haemophilus ducray (Brown, T.J., ef al. 1993), Salmaonelia fyphimurium
(Ensgraber, M. y M. Loos, 1992). Cdanaida albicans (Young, OB., 1

-

23



Tesis Doctoral ‘ Norma L. Heredia Antecedentes
Campylobacter jejuni Wu, Y.L., ef al. 1994), Borrelia burdorferi, Brugia malay.
Chamydia frachomatis, Coxiella pneumophila, Plasmodium falciparum,

Schistosoma mansoni, Treponema pallidumy Trypanosoma cnzi (Jaattela, M y
D. Wissing. 1992). entre otras. Yra-caracteristica importante es que la mayoria
de las PCHT inmunodominantes que se han encontrado, pertenecen a las
familias PCHT 60 y PCHT 70. La informacion anterior se encuentra resumida en la
tabla 1.

El papel de las PCHT en autoinmunidad es apoyada por las siguientes
evidencias: @) las PCHT inducen la formacién de autoanticuerpos en el
hospedero, b) los pacientes con varios dfesérdenes autoinmunes, como lupus
eritematoso sistémico y artritis reumatoide, tiene autoanticuerpos contra PCHI,
o) 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 cartilagos y en nodulos reumatoides de pacientes con
artitis reurnatoide., pero no se localizan en pacientes sanos (Jaattela, M y D.
Wissing, 1992).

Debido a la importancia de las PCHT y las caracteristicas inmunologicas
que presentan en los organismos estudiados, y tomando en cuenfa la
importancia de C. perfringens como causante de varias enfermedades,
consideramos de gran inferés determinar si el microorganismo posee proteinas

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

humanos.

Patégeno Enfermedad PCHT encontrada

o , &Da)
Brucefla abortus brucelasis &0
Brucella melifiensis brucelasis porcina 62
Borrefia burgdorferi enfermedad de Lime 60
Brugia maiay filariasis 70
Campylobacter fejuni g_;ostroenTeriTis 65.45, 12y 10
Candida atbicans candidiasis @0
Chlamydia pneumoniae nedJmonia &0
Chlamydia psitacs psitacosis 60
Chlamydia frachomafs tfracoma 60
Coxiella burmneli fiebie Q 60
Haemophilus ducrey chancroide 58.5
Legionelia pneumophiia enfermedad de 10s 60
legionarios
Mycobacternum tuberculosis  |tuberculosis 60, 70 y PCHT de
baqjo peso
Mycobagcterium leprae lepra 60, 70 y PCHI de
bajo peso

Flasmodium falcipanum malaria 70,90
Salrmonella typhimunum salmonelosis 86
Schistosorna mansoni esquiistasomiasis 70Q
Treponema paticdum Sifilis 60
Irypanosoma cruzi enfermedad de chagas 70

— - —
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HIPOTESIS

Clostidium perfingens responde al choque térmico provocando
alteraciones en la sintesis de proteinas, en la produccion de toxinas y en la

resistencia al calor.
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OBJETIVOS

1.- Determinar el efecto de un choque térmica sobre el crecimiento de

células vegetativas y en esparulacian.

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

bactena.

3.- Determinar el efecto de un chogue térmico sobre la produccion de
enterotoxing y fosfolipasas C de €. perfringens.

4.- Precisar el efecto de un choque térmico sobre la tolerancia al calor
de células vegetativas y esporas.

5.- Estudiar el efecto de un chogue térmico sobre el patron de proteinas
produciads por la bacteria. Detemmiant los pesos moleculares y la

localzacién subcelular de las proteinas especificas.

6.- Determinar la produccion de homologos de GroEL y DnaK en C.
perfringens.

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

en agnimales enfarmos de gangrena gaseosa.
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[ MATERIAL Y METODOS I -

MANTENIMIENTO DE LAS CERAS.
Las cepas de C. perfiingens utilizadas en este trabgjo fueron la FD-1041

(enterotoxigénica) obtenida del Dr. Stanley Harmon del Centro para el Contral
de Enfermedades de EUA. y la cepa FD-1 (no..enterotoxigénica)
proporcionada par el Dr. Ronald G. Labbé de la Universidad de Mossaéhuseﬂs.
EUA. '

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

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

INOCULO

A partic del cultivo de reserva se fomd una alicuota y se anadié en un
tubo con 10 mi de caldo con tioglicalato e inmediatamente se coloco en un
bano de agua a 75°C por 15 min (con el fin de actlivar el proceso de
germinacion de las esporas). Posteriormente se enfligron ¢on agua aq
temperatura ambiente y se incubaron a 37°C por 16 h.

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO.

a) CELULAS VEGETATIVAS.

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

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

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

-
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transfirieron a banos de agua a 50, 52, 55, 56, 68, 60 y 65°C por diterentes
intervalos de tiempo, Posteriormenie los cultivos fueron retornados a la

'rémpercn‘urq de incubacion original (37 o 43°C), hasta completar un total de 8
h.

Durante toda este proceso se midié el crecimiento de los cultivos cada
hora mediante lecturas espectrofotometricas y cuenta viable en placa. Esta
altima consistic en redlizar diluciones decimales de dlicuctas de las cultivos y
después de sembrarlas en cajas Petri, agregarles medio nutrifivo con agar (1.5%
- tripticasa peptona, BBL, 1.0% extracto de levadura Difco y 1.5% agar, Difco).
Despues que las cqjas salidificaron se incubaron en el sistema de anaerobiosis
Gas-Pack Plus (BBL) a 37°C durante 24 a 48 h (Heredia, N.L. ef af, 1992).

b) CELULAS EN ESPORULACION.
Se activaron |las cepas de @ manera descrita anteriormente y se

inocularon {1%) ubos con 2 ml de medio de Duncan y Strong (OS) previamente
reducido y suplementado con rafinosa como €l carmbohidrato del medio
(Garcic-Alvarado, JS.. &f al, 1992). Antes de inocular los tubos fueron
adicalinzados mediante la adicion de 1.25% de una sclucion de carbonato de
sodio estéril 0.66 M. Los tubos se incubaron a 37 ¢ 43°C en un bano de agua y
cuando alcanzaron una A, 0.1-0.2 (alrededor de 3 h cuando la incubacion
fue a 37°C. o 2 h cuando se realizd a 43°C) fueron fransferidos a un bafno de
agua a 50°C o 52°C. Ahi fueron mantenidos por 30 min. Terminado este tiempo,
los cultivos se retornaron al bafno de agua a 37 o 43°C y se continud la
incubacion por un total de 8 h.

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

punto anterior.
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICQ SOBRE LA FORMACION DE
ESPORAS.

CULTIVO:

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

ya descrita. La forma de cuttivarse se realizd de la manera especificada en el
punto inmediato anterior, sin embargo, para este ensayo los choques térmicas

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

DETERMINACION DE ESPORAS

A lo largo del cultivo se tomaron muestras cada hora y s colocaran en
agua con hielo. Posteriorments se colocaraon en un bano de agua a 75°C por
15 min, con el fin de eliminar a kas células vegetativas y dejar sélo a los esporas.
Enseguida se r'ecl'zoron diluciones decimales para despues deteminar cuenta
viable utilizando el medio nutiitivo con agar y las condiciones de incubacion
descritas anteriormente.

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCION DE
TOXINAS.

Q) ENTEROTOXINA.
CULTIVO.

Para este fin se utilzd la cepa enterotoxigénica FD-1041, la cual se activo

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

Cuando los cultivas tenian 1 ¢ 3 h de incubacion, se les aplicd un chogue

térmico de 50°C por 30 min y posteriarmente se retormnaron a la temperatura de
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incubacion original (43°C) hasta completar un total de 8 h. A o largo de este
procedimiento se tomaron muestras cada hora para deteminar |a

concentracion de enterotoxina presente.

EXTRACTO CELULAR:

Debido a que la enterotoxina se acumula intracelvlarmente, fue
necesario abtener el extracto celular. Para esto los cultivos se centrifugaron a
10,000 x g por 15 min g 4°C, utizando una centiifuga IEC modelc HN-SIl. El
paquete celular obtenido sa lavd mediante centrifugacion y eliminacion del
sobrenadante, en dos ocasiones con omoﬂiguador de fosfatos 20 mM, pH 6.8.
Posteriormente las células se rompieron por ultrasonido utilizando 50 unidades
de intensidad, con intérvalos de un minuto de actividad y uno de descanso en
un sonicador Biosonik (modelo BIO-). El procedimiento se mantuve hasta
obtener gproximadamente un $5% de esporas libres. Posteriormente la muestra
se centrifugd a 12,000 x g por 20 min a 4°C. Al sobrenadante obtenido

{extracto celular) se le determind la cantidad de enterotoxing.

DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA ENTEROTOXINA
(CONTRAINMUNOELECTROFORESIS)

Esta técnica se desarrollé de acuerdo a la metodologia descrita por Naik
y Duncan (1977) con dqlgunas modificaciones, las cuales se describen a
continuacion.

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

Después que la agarosa solidificd, se hicieron § hileras de pozos dobles
con un dié!me’no de 4 mm, distanciados § mm entre cada pozo y 1.3 cm entre

cada hilera.

-
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Los estandaies de enterotoxina, producidos en nuestro laboratorio
(Heredia, N.L. ef a/, 1994), que contenian 25, 12.5, 6.2, 3.1, 1.6, 08, 04 y 0.2
;ig{ml, asi como las muestras a examinar fueron colocadas (10u) en los pozos

de las hileras mas cercanas al catodo. El suero antienteratoxina se diluyd 12 y
se aplicd en los pozos de las hileras mdas préximas al anodo, en la misma
cantidad que el antigeno.

Inmediatamente después se realizd una electrofaresis horzontal. en una
cadmara hechiza utiizando el amortiguador de barbital en los reservorios y se
utilizd papel filtto como puente entre la placa y los reservorios. $Se aplicaron 12
mA peor 30 min. ‘

Las placas se colocaron en seguida en una camara himeda y se
mantuvieron a temperatura ambiente por 12 a 14 h. Posteriormente se
determind la presencia de bandas de precipitacion. La concentracion de
enterctoxina se obtuvo al comparar [a Uitima concentracion del estandar que
maostré banda. con la Gitima dilucion de la muestra en que se observé zona de
precipitacion.

b) FOSFOLIPASA C:
CULTIVO:
Para este punto se ulilizod la cepa FD-1041, la cual fue activada de la

manera anteriormente descrita. De esta se inocularon al 1% (concentracion
final del indculo) tubos con 2 ml de caldo con tioglicolato o caldo infusidn
cerebro y corazdn (Difco) recién reducido. Los cultivos se incubaron en un
bano de agua a 37°C. Al obtener una A, de 0.8-0.9 (alrededor de Ilas 3 h de
incubacion) fueron sometidos @ un choque térmico_ de 50°C por 30 min.
Posteriormente se retomaron a la temperatura de incubacion original (37°C) y
el procedimiento se continud hasta completar 8 h totales.

A lo largo del procedimiento, se tomaron muestras cada h, las cuales se
centritugaron a 15,090 x g por 20 min a 4°C. Posteriormente se recuperd el
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sobrenadante del cultivo, al cual se lg determind la toxina. Este se colocd en

fubos limpios {1 ml) y fueron liofilizados a fin de concentrar la muestra. Una vez
asi se almacenaron a -20°C hasta que se realzd la determinacion de
fosfolipasa C.

DETERMINACION DE LA EXOTOXINA:

Los sobrenadantes secas fuercn resuspendidos en 200 pyl de agua
destilada estéril y en ellos se cuantificd la fosfolipasa presente mediante los
meétodos siguientes:

i) Método modificado de difusian,

Este ensayo fue reportado por Wigley (1990Q), y consistio brevermente en
lo siguiente: como sustrato se utilzd fosforil colina (Sigma Chemical Co) a una
concentracion de & mg/ml, resuspendido en amortiguador Tris-HCI 30 mM pH
7.4 con 1 mM de NaCl, 1.1% de agar agar y 0.01% de czida de sodio como
conservador, La suspension se calentd hasta la disolucion del agar y se vacio
en cqgjas Petri hasta formar una capa de 1.5 mm de grosor, posteriomente se
hicieron pozos de 3 mm de didmetro. En estas se colocaron 5 gl de los
sobrenadantes a probar o de diferentes concentraciones de un estandar de
fosfolipasa C (Sigma Chemical Co).

Las cqjas se incubaron a 37°C por ¢ h, al término de lo cual se midieron
los halos de opalescencia alrededor de cada pozo y se carrelaciand con los
digmetras mostrados por los estandares.

Meétodeo turbidimétrico modificado de Van Heyningen.

Este ensayo se basd en el método descrito por Van Heyningen,
perfeccionado por Mollby ef o/ (Jolivet, C ef o/ 1988) y maodificado en nuestio
laboratario. Este se basa en la medicion de un incre_rnento en la turbidéz de

una suspension de lecitina después de su incubacion con fosfolipasa C,
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B método consistidé brevemente en lo siguients: a 100 ul de los
sobrenadantes de los cuttivos se adiciond un mi de ka solucion de trabajo dal
sustrato (0.9 g de lecitina de soya suspendida en 25 mi de amortiguador Trs-HCI
20 mM pH 7.2 con 0.168 M de NaCl y 2.4% de colato de sodio. La solucion de
trabgjo consistid en diluir 16 ml de esta solucidon en 100 ml de amortiguador
Tris-HCI 20 mM pH 7.2 con 0,158 mM de NaCl, 10 mM de acetato de calcioy 0.2
mM de Clomuro de zinc). Los tubos fueron mezclados e incubados por 1 h a
37°C. Al finalizar este tiempo la reaccidn se detuva por la adicion de 10 ul de
EDTA 0.2 M. El incremento en la turbidéz fue cuantificado a §10 nm en un
espectrofotdmetro Colerman Junior (mod 340).

Una unidad de actividad se definid arbifrariamente como la cantidad de
enzima que causaba un incremento en la turbidéz de 0.2 unidades de
absorbancia par hora. |

Metodo colorimétrico de p-nitrofenil fosforil colina

Para este método desarollado porSato, Chiba y Sato (1989), se prepard
una solucion de p-nitrofenilfosforiicolina (Sigma Chemical Co) a una
concentraciéon de 10 mg/ml. Se colocaron §0 pl de esta solucidon en una
microplaca (Dynatech) de 96 pozos y se hicieron reaccionar con 100 pl de los
sobrenadantes a probar o de los estandares. La mezcla se incubd a 37°C por
60 min al cabo de lo cudl se detuvo la reaccién mediante la adicion de 100 pl
de EDTA § mM. La densidad optica de 105 pozos se determind a 405 nm en un
espectrofotdmetro para microplacas BioTek modelo EL 311).
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pericdo de 30 min. Terr;nincdo este tiempo. las células se sometieron a los

ensayos de termotolerancia a 55°C.

¢) MEDICION DE LA TERMOTOLERANCILA )
Esporas:

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

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

Para determinar la cantidad de esporas sobrevivientes en las
suspensiones calentadas, se redlizo una cuenta viagble en placa de Ia manera
descrita anteriormente.

Tomando en cuenta que durante &l proceso de calentamiento siempre
ocume una reduccion decimal cada cierto fiempo, el cual es constante, una
reduccién decimal en el nimero de esporas sobravivientes siempre es causada
por el mismo nimero de minutas de calentamiento, Y se puede usar ese valor
como una medida de resistancia al calor. Este tiempo es conocida como valor
‘D (Garcia-Alvarado, J.S., ef al, 1992).

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

Para el trazado de la nea recta, se empled el método de regresion lineal
Yy para comparacion de pendientes se ulilzo el andlisis de distribucion de *t*
para muestras pequenas. Los experimentaos se hickieran al menas por duplicado

y de cadda uno se realizaron al mencs tres repeticiones.
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Células vegetativas:
Inmediatamente después del choque témico, las células se transfirieron

aun bafo de agua a §5°C., Alli se dejaron por intervalos de tiempo diferentes y
posteriormertte se determind la sobrevivencia de kstelulas mediante cuenta
viable de la manera ya descrita. €l valor *D* se determind de las graficas de

muerte termica.

DURACION DE LA TERMOTOLERANCIA ADQUIRIDA DE CELULAS
' VEGETATIVAS.

Para determinar la duracion de ka termotolerancia adquirida, una vez
terminado el choque témico. los cultivos en medio de fioglicolato se
refornaron a la temperatura de incubacion orginal (43°C). Afli fueron
mantenidos por 1, 2 0 3 horas. Después de este tiempo, se determind la
termotolerancia a 55°C de la manera descrita anteriorments

EFECTO DEL CHOQUE TERMICO SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS.

Q) ENSAYO DE INCORPORACION DE *$

Para determinar la concentracion de isdGtopo a ulilizar se redlzaron
curvas de incorporacion. Para esto se ocﬁyé la cepa FD-1041 de la manera ya
especificada y g partir de ella se inocularon tubos con 2 m! de caldo con
tioglicolato y se incubaron a 37 © 43°C en un bano de agua.

Al llegar a la parte media de la fase log (A, de 04608, en el
espectrofotometro anteriormente especificado), los cultivos fueron transferidos
a 50 0 §2°C. Después de 5 min se agregaron 12, 20, 50, 75 o 100 pCi/ml de una
mezcla de metionina y cisteina marcadas con S (frans *S-label, ICN
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Biomedicals), y se continud la incubacion por 25 min mas. Para finalzar el
marcgje se adicionaron 40 pg/ml de metionina no radioactiva y las muestras se
colocaron en un bano de agua con higlo (2-4°C},

Para determinar la incorparacion del isdtopo durante el marcaje, se
tomaron clicuotas del cultivo cada 5 min y se colocaron en un bano de hielo
por 15 min. Después se tomaran § ul de la mueshra y se colocaron en el centra
de un filtro de fibra de vidric Whatman, GF/A). Una vez que la muestra se secd,
el filtro se colocd en una caja Petri con acido tricloroacético af 30%. en donde
se mantuvo por § min con ag“rtccién ocasional. Terminado este tiempo los fitfros
se lavaron utilizando solucion salina al Q.S&%. Despuds ostos se colocaron en
otra caja Petri con etanol al 95%. por 5 min.

finaimente ios filtros se secaron y posteriommente se colocaron en un
frasco para cenfelleo al cual se le agregaron § ml de difeniloxazol (Sigma) al §%
disuetto en toluenoc. Se determind la radioactividad en los frascos mediante un
contador de centelleo liquido Tm Analytic Delta (mod. 300) leyendo por 5 min

cada uno, En el aparto utilzd el estandar de azufre para las lecturas..

b) METODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR
Se probaron diferentes métodas con el fin de solublizar las células para el
andlisis de proteinas:
1} N-octil- 3-D- galactopiranosa:
Se prepard una solucidon de N-acti-g-D-galactopiranosa al 2% en agua
bidestilada. Se mezcldé con un volumen igual de suspension de células y se
dejaron incubando por 30 min a 37°C,

2) Amortiguador de muestra 4 X de electrofaresis en condiciones disociantes,

Algunos autores lo utilizan como amortiguador para la solubilzacion
celular, Esta solucion se compuso de g-mercaptoetanaol al 20%. SDS al 10% (p/v}

azul de bromofenal al 0.02% (p/v). glicera! al 40% (p/v) y TRIS al 3% (p/v) tado

43



Tesis Doctoral Norma L. Heredia Material y Métodis
con un pH final de 6.8. Esta solucion se anadid (1:1) a una suspension de

células, se agitd inmediatamente para después se colecd en un bano de agua
a 95-100°C por 2 o 3 min (Lepes Gomes, 8., ef al, 1986: Wdliington, E.J. y P.E.
Lund, 1994).

3) Amortiguador Tris-HCl pH 8.0
Este consistio en resuspender el paguete celdlar procedente de 2 ml de

cuttivo en un volumen igual de amortiguadar Tris-HC| 50 mM pH 8.0 e incubxar ia
mezcla a 37°C por un tiempo de 40 min (Holmquist, L., ef o, 1993).

4) Amortiguador Tris HOl pH 8.0 con CaCl, ¥ NaCl.
En este método se resuspendio el paquete celular de 2 ml de cultivo en

un volumen igual de amortiguador Tris-HC! 50 mivi pH 8.0 el cual contenia 2 mM
de CaCl, y 0.3 mM de NaCl. Después de una agitacion suave, la mezcia se
incubd g 37°C por 30 min.

5) Método de Abraham y Rood.
El método consistio en ia resuspencion del paquete celulor procedente

de 2 ml de cutiivo. en un volumen igual de amortiguador TES (Tris-HC( 30 mM pH
8.0, EDTA 5§ mM y 50 mM de NaCl) con sacarosa al 25%. Posteriornente se
adicionaron 0.4 m| de una solucion de lisozima de huevo (10 mg/mi en TES). La
mezclka fue incubada a 37°C par 30 min. Terminado este fiempo se adicionaron
0.8 ml de una soluciéon de EDTA 250 mM y se incubd de nuevo a la misma
tempergtura por § min. Bl pracedimiento de de rompimiento se finalizd con la
adicion de 0.5 ml de una solucion de SDS al 10% y una incubacion adicional de
5 min a 37°C (Abraham. J.L y J.I. Rood, 1995).
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6) Método modificado da Qoronfleh v Streips,

Se redlizd una modificacion al método original reportado por estos
o;.n‘ores (1897). y consistid en resuspender el paquete celular procedente de Ig
centrifugacion de 2 ml de cultivo en 2 ml de amortigudador Tiis-HCl 30 mM pH
7.6, al cual se le adiciond lisazima de huevo (concentracidon final 500 pg/mi) y
DNAsa (concentracion final 50 pg/mi). Después de homogeneizar el paquete
en esta solucidn, se incubd a 37°C por 30 min, e inmediatamente después la
suspension fue congelada a-20°C por 12a 14 h.

¢) ANALISIS DE PCHT TOTALES.

Para la determinacion de proteinas totdles, las suspensiones obtenidas en
el paso anterior, se les anadié un volumen igual de amortiguador .de muestra
4X (mencionado en los métodos de lisis celular) y después se colocd en un
bano de agua a $5-100°C por 2 a 3 min.

d) DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PCHT

Debido a que la respuesta al choque témico fue mas intensa cuando ef
cultivo se inecubd @ 37°C y se sometid después a 50°C, los experimentas de esta
seccion se redlizaron a 37°C., '

Los cuttivos se centrifugaron a 13,000 x g a 4°C. Los sobrenadantes se
recuperarcn y congelaron a -20°C hasta su procesamiento. Las celulas
cultivadas se dssintegraron medianta el método de Quaronfleh y Sheips
(especificado anteriormente). Después la suspensidon fue uttracentrifugada a
223000 x g & 4°C por 2 h utizando una uttracentiifuga Dupont-Sorval (mod.
Ultra 80). Enseguida se recuperd cuidadosamente el sobrenadante (extracto
ceiular o fraccién citosdlica) y el precipitado (envoltura celular), Este dtimo fue
resuspendido en solucion salina al 0.85% y fue centrifugado nuevamente. El
precipitado lavado se secd mediante la utilzacion de un concentrador Savant
(modelo SC-110). La fraccidn citosdlica v el sobrenadante del cultivo fueron
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colocados en volimenes de 1 mi en tubos eppendorft y se secaron de la
misma manera. Todas las muesiras secas tueron almacenadas a -20°C hasta su
uso.

En todas las fracciones (sobrenadante del culfivu~egtracto celukar y
envoltura celular) se cuantificd ka radiactividad presente (ccp) utilizando el
ensayo de incorpaoracion anteriomente citado.

€) ELECTROFORESIS EN GEL DE POUACRILAMIDA.

Para detemminar la cantidad de proteina presente en las m‘uestrqs
marcadas se tratd de g.rlilizur el métodq de acido bicinconinico (Pierce). Sin
embargo, la afta concentracion de- lisozima utiizada para el rompimiento
celdlar por el método de Abraham y Rood impidio la determinacion cerfera de
proteina en las muestras marcadas. Debido a lo anterior, las muestras fueron
qgjustadas g 20,000 cpm cuando el método de rompimiento fue el de Abraham
y Rood. Cuando Id muestra fue solubilzada por el método de Quoronfieh y
Streips, los sobrenadantes, los extractos y las envolturas celulares fueron
gjustados (mediante dilucion con og(lo bidestikada) a 200,000 cpm para el
caso de envolturas y exiractos celulares vy de 500,000 cpm para los
sobrenadantes. Todas las muestras se mezclaron con un volumen igual de
amaoartiguadar de muestra 4X (especificada anteriormente) y se mantuvieron en
un bano de agua hirviendo por 2 a 3 min. Después los tTubos se centrifugaron a
10,000 x g por  min para eliminar el material insoluble.

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

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

Como marcadores de peso molec_:ulor so ulilzaron anhidrasa carbonica
(PM 29 kDq), albimina de huevo (PM 45 kDa), albdmina bovina (PM 66 kDaq),
fostorilasa B (PM 97.4 kDa) y pB-galactosidasa (PM 116 kDaq). Estos se adquirieron
en la Compania Sigma Chemical Co,

f) FLUOROGRARA

Este método se realizd para Intensificar la sefal radioactiva y asi poder
tener mejores resuttados. '

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

Posteriormente el gel se colocd en una solucidon de difenit oxazol (PPO,
Sigma Chemical Co) al 22% disustto en DMSO. Ei gel se mantuvo en esta
solucion con aghtacion constante durante 12 a 14 h, Enseguida &l gel se lavd
con agua por 15 min con recambios y agitacion constantes (Harlow, E. y D.
Lane, 1988).
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g) SECADO DEL GEL
Una vez realzada la fluorografia el gel se colocd en una solucion que

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

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

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

h) AUTORRADIOGRARA.

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

El cassette se envolvid en una pelicula de pldstico y se mantuvo entre
-20° y -70°C por un tiempo promedio de 1 sem. Despueés ka pelicula se reveld en
fooma manual de la siguiente manera: esta s@ colocd en una solucion
reveladora (GBX. "developer and replenisher’ Kodak, de la cual se tomaron 103
ml y se aforaron a 473 ml con agua destilada) por 2 min, posteriormente se
pasé a una salucion (stop bath', Kodak, del cual se tomaron 20 ml y se
aforaron a 500 mi con agua destilada) por 30 seg para detener la reaccion. En
seguida se colocod en una solucion fijadora (GBX “fixer and replenisher Kodak.,

.
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oftos 2 min y después en un recipiente con flujo de agua constante, para

posteriormente secarse por exposicion al aire. -

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

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

como electrotrasferencia) y posteriormente se realizé la inmunodeteccion.

a) ELECTROTRANSFERENCIA

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

Para este experimento se utilizd una cadmara marca BioRad (mod.
200/0.2). Scbre la placa del porfagei que va hacia el lado del catodo, s¢
colocd una esponja prehumedecida con el amortiguador equitbrador (Tris 25
mM. pH 8.3, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v). inmediatamente después
una hoja de papel filtro, también humedecido con el mismo amortiguador y
posteriormente el gel ya equiliorado. Sobre el gel se colocd una membrana o
nitrocelulosa (con tamaino de poro de 25um, Sigma Chemical Co) previamenic
humedecida y sobre esta ofra hoja de papel fillro y ofra esponja hiimeda. [|
emparedado fue colocado en la cadmara de transferencia, la cual estaba llena
con amortiguador equilibrador frio. El sistema se corid &-360 mA por 4 h con el

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

Una vez concluida la transferencia, la membrana de nitrocsluvlosa fus
colocada en solucién Blotto (Tris-HCi 20 mM pH 7.5 con NaCl 500 mM y leche
descremada en poivo al 5% p/v') ¥ s mantuvo por 12-16 h o igmperatura
ambiente y con agitacién constante.

Posteriormente se elimind esta solucion y se lavd en tres ocasiones con
TIBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 500 mM y Tween 20 al 0.05%). La membrana
posteriormente se colocd en contacto con los sueros anti GroEL de £ coff
(proparcionado por et Dr. Carl Batt de Cornell University) y/o anti DnaK de L |
facks (proporcionado por el Dr. Rober( McMacken de ka Universidad John
Hopkins), los cuales se diluyeron 1:500 en TBS (Tris-HCL 20 mM pH 7.5 y NaCl 500
mM) con 1% de gelatina. El sistema se incubd por 3 h a temperatura ambiente
con agitacion constante. Una vez concluido este ﬁempd; 5o lavd de nuevo por
tres ocasiones con TTBS y posteriormente se adiciond el anticuerpo anti IgG de
congjo conjugado con peroxidasa (Sigma Chemical Co). el cual se diluyo
1:2500 €n TBS con gelatina al 1%. El sstema se dejé en agitacion por espacio de
3 h a temperatura ambiente. Después de 2-3 lavados se adiciond el sustrato ds
la enzima 4-cloro-1-naftol (BioRad) y perdxido de hidrogeno (Sigma Chemical
Co). el cual se dejé en incubacion par 30 a 60 min a temperatura ambiente,
con agitacion constante hasta la aparicion de bandas color magenta.

DETERMINACION DE PCHT QUE ACTUAN COMO ANTIGENOS
INMUNODOMINANTES EN UN CUADRO DE GANGRENA GASEOSA.

a) INDUCCION DE UN CUADRO GANGRENOSC EN UN MODELD ANIMAL.
EN COBAYOQ:

Esto se realzd siguienda el método descrito por Stevens ef o/ (1987) con

algunas modificaciones.
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Se ulilizd la cepa FD-1041, la cual fue activada de la manera descrita
anterorments. Con este cuitivo se inocularon - tubos con 10 ml de caldo con

tiéglicoloio recien preparado, y se incubdo a 37°C., Cuando los cultivos
dlcanzaron una A, de C.6-7.8; se centrifugaron a 10,000 x g Y l0s precipitados
fueron resuspendidas en 1 ml de solucion salina estéril. Se tormaron 200 pl (1 x 10°
UFC) de esta suspension celular y se inocularon en la extermidad posterior
derecha de un cobayo macho de 250 gm de peso, el cual previamente fue
sangrado parqg obtener el suero control.

El animal permanecid en observnéién constante por espacio de 7 dias. A
lo largo de este tiempo se examind el avance del proceso inflkamatorio y la
aparicion de lesiones caracteristicas. |
‘ Cuanda el animal presentd la lesian, se fomd muestra de esta y se
sembrd en cgjas de Petri con agar TSN (tiptosa sulfto neomicing, BBL) selectivo
para C. perfringens. y se incubo en anaerobiosis a 37°C por 24 a 48 h.

Las colonias negras caracteristicas de C. penmmngens fueron Inoculadas
en caldo con tioglicalato y se realizaron las pruebas bioguimicas confirmatorias
{movilidad, reduccion de nitratos a nfiritos, produccion de indo!l y fermentacion
de lactosa). Una vez que se demostrd que el cuadro infeccioso fue provocado
por la bacteda. al-cabo de 15 dias después de ka inoculacion se fomo una
segunda muestra de suero, al cual se le detearmind la presencia de anticuerpos
contra las PCHTI.

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

Basicamente el metodo fue muy similar al de k induccion de la gangrenn

gaseosa en el cobayo. Las células se activaron y cultivaron de la manera
antetiormente descrita. El gjuste se reclizd en forma similar, sin embargo, en
este caso las células (procedentes de 10 mi de cultivo) fueron resuspendidas en
1 mide CaCl, al 5%.
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Se tomaron 150 pl (6.5 x 10° UFC/mi} de esta suspension y se inocularon en

la extremidad posterior zquierda de un conejo blanco macho de 1.7 Kg. Se
régisfroron los signos que el animal presentd con el fiempo. Cuando se
desarrolld la lesion caracteristica purulenta, se determind la presencia de C:
peiingens, en el area infectada, mediante el procedimiento descrito en of
punto anterior. El animal fue sangrado a los 15 y 30 dias.

b) DETECCION DE PCHT INMUNODOMINANTES.

La induccidn de las PCHT se hzo mediante un choque témico de 37 a
50°C de la manera ya descrita. La céhulas se rompieron utilizando la técnica de
Quoronfieh y Streips modificado y ias muestras se sometieron a electroforesis y a
electrotransferencia de la manera ya descrita. '

Para la inmunodeteccionm se utiizd el suero de (os animales enfermos
diluido 1:500 en TBS con 1% de gelatina. Como control se analizd el suero del
animal antes de la inoculacion con la bacteria. Posteriormente se agregd anti
Ilg& de conejo o cabayo conjugado con peroxidasa diluido 1:2500 en TBS, [
sistema se incubd por 3 h a temperatura ambiente y agitacion constante. Una
vez concluido, se lavd en 3 ocasiones con TIBS. Finamente se adiciand el
sustato de la enzima (4-clorg-1-naffol y perdxido de hidrégeno), el cual se

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

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION,

Las células carrespondientes a la primera y tercera hara d‘e incubacion
en el medio DS fueron analzadas para deteminar si en est;)s tiempos ya hatstan
iniciado el porceso de esporuacion.

Llas celulas provenientes de 2 ml de cultivo se obtuvieron por
centrifugacion (10,000 x g por 15 min a 4°C) y fueron lavadas 2 veces con
amortiguador de fostatos 0.1 M, pH 6 8. Posteriormente. se resuspendieron en
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una solucidon de glutaraldehido al 2.5% en el mismo amortiguador y se

mantuvieron a 4°C por 14-16 horas. Después de lavarse con amortiguador de
fc;sfc’ros, la muestra se envevié en 200 pl de agar noble al 2% disuelta en
amortiguador de fosfatos, Enseguida la muestra se fijo con igitdXido de osmio al
1% disuelto en el amortiguador de fosfatos durante 12 a 15 horas a 4°C.

Posteriormente ia muestra se deshidratd en una serie de soluciones de
etanol al 20, 8Q, 70 y 95% durante 15 min en cada concentracion, y finalmente
en una solucidn al 100% durante 30 min. Después el material se infiltrd en resina
EM bed disuelta en etanol en las siguientes proporciones y tiempos: 1:2 ;Sor 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 infittracion fué de 70°C.

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

Las muestras se examinaron ufilizando el microscopio electrénico de

frasmision marca Joel modelo JS-100

DETERMINACION DE PROTEINAS

METODO DE BRADFORD.
Se siguid el procedimiento descrito por este quior (1976). el cual consistio

en: fomar 100pl de la solucion problema o estandares y anadir 5 ml del reactivo
de Bradford (que esta compuesto por 100 mg de crzul brillante Comassie G-250,
50 ml de metancl al 96% y 100 ml de acido fosforico al 85% (p/v): la mezcla se
‘aford a 1 litro con agua bidestilada). La solucion se mezcld inmediatamente
con ayuda de un agitador eléctrico y se dejé reposar poi 15 min. Se determind
la absorbancia a 595 nm. Como estdndares se utilizaron diferentes
concentraciones de albdmina sérica bovina. El contenido de proteinas en ias

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

casos se hicieron triplicados.

METTDQ DEL ACIDO BICINCONINICO

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

El méfod_o consistio en adicionar 100 ul de la muestra a probar o de 10s
estandares de proteinas usados a 2 ml del reactivo de trabagjo recién
preparado (1 volumen dé solucion B y $0 volimenes de solucidon A). Después
de una agitacion suave, los tubos se incubaron a 37°C por 30 min en un bafo
de agua. Posteriormente se detemino ka absorbancia a 562 nm. En todos los
€asos se hicieron friplicados,

En este andlisis fambien se utilizd albdmina serica bovina como estandar.
El contenido de proteinas en las muestras se determiné mediante una curva
estandar (Ver Fig. 1b).

54



Tesis Doctoral Norma L. Heredia Material y Métodos
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Fig. 1. Curva estandar parg la determinacidn de proteinas por el método de Bradford (A) y
BCTA (8B).
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‘ RESULTADOS I

EFECTC DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE EL CRECIMIENTO.

a) Células vegetativas.

Se probaron diferentes condiciones de choque témico a fin de
establecer aquella temperatura capaz de provocar un dano subletal en la
célula, de tal manera que permitiera una recuperacion posterior. Cuando estas
fueron incubadas a 43°C y se sometieron a un chogue temico de 65, 60, 58 v
§6°C por diferentes intervalos de tiempo (10. 20 y 30 min). se observo un darc
en las celulas, manifestado por la disminucion o falta de crecimiento. Las

células de estos tratamientos no pudieron recuperarse(Fig. 2 y 3). por lo que se

supuso que dicha condicion provocaba danos imeparables para la célula. Los
resuttados obtenidos mostraron un comportamiento similar en las dos cepas
estudiadas.

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

Debido a esto, hubo que probar otfras temperaturas menores. Cuando €'
choque se aplicd g 52 y 50°C por 30 min encontramos que se producia ur
disminucicn del crecimienta inmediatamente después de aplicado el choqu«
térmico, sin embargo tiempo después las céluias mostraron un aumento er |
numero (Fig. 5 a y b). legando a alcanzar nimeros semejantes a los del con rol
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Absarbsrols (830 nm)

Fg. 2. Curvas de crecimienta de C. perfiingens cepa FD-1041 sometide a un choque térmico
de 65°C (A) o 60°C (B) pox diferentas intervalcs de tiempo.,

57



Resultados

Tesis Doctoral . Narma L. Heredia
1.4
12 -
’g 10 4
g A
S 8-
2 Dt e
S g S AR i o 4
«
4 4 —8— contral
—8— 10mmn
—i—- 20 min
27 -v— Wmn
09 . i
0 { 2 3 4 s
Trempo (W]

Absarbancia (400 nm)

Ag 3. Curvas de crecimiento de C. perfingens cepa FDU-1041 sometfido a un choque témica

de 58°C (A) 0 56°C (B) durante diferentes intervalos de tiempo.
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Fig. 4. Curvas de crecimiento especirofotométriica (A) y de células viables (B) de C. peningens
FD-1041 cuttivado a 43°C y sometido a un choque témico de §5°C por 30 min.
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Fig. 5. Curvas de crecimiente de C. perfingens FD-1041 incubado a 43°C y sometido a un
choque fémico de 50° (A) 0 52°C (B) pox 30 min.
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Cuando estos experimentos se realizaron a 37°C. énéontromos que un
cheque de 52°C provocaba muerte celular sin recuperacion del crecimiento
(Fg. 6). en tanto que un choque de 850°C (Fig. 7) hacia disminuir la poblacion.
sin embargo tiempo después era capaz de recuperarse hasta alcanzar Hivéles
semejantes a los del control.

En base a lo anterior, escogimos fres condiciones de choque térmico
subletal: cuando [as células se incubaban a 43°C, el choque témico pedia ser
de 50 o 52°C por 30 min, en tantc que para las células incubadas a 37°C, el
choque debia ser de 50°C por 30 min.

10

107 -

105 ~

UFC/ml

10°

10*

10°

Fig. 6. Curva de crecimiento de C. perfiingens FD-1041 cuttivado a 37°C y sometido a un
choque férmico de 52°C por 30 min.
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Fig. 7. Curva de crecimienta de C. perfingens FD-1041 cultivado a 37°C y somstido a un
choque térmico de S0°C por 30 min.

b) Crecimiento en un medio de esporulacion.

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

Nuestros resuttados indicaron que las células de ambas cepas incubadas
a 37°C y sometidas a un choque témico de 50°C por 30 min mostraron una
pequena disminucion del crecimiento inmediatomente despues del estrés
térmico, especialmente la cepa FD-1041. Sin embargo, posteriormente ambas
cepas se recuperaron y alcanzaron niveles de crecimiento similares a los del
caonfrol (Fig. 8y 9).

62



Tesis Doctoral ) Norma L. Heredia Resultados

Cuando la temperatura de incubacion fue de 43°C y se aplicd un
choque térmico de 50°C o de 52°C se observd la misma tendencia que
cuando la incubacion fue de 37°C y s€ gplico un chogue termico de 50°C/30
min, es decir que el choque témico provocd una ligera disminucion de la
poblacion, sin embargo tiempo después las células fueron capaces de
recuperarse hasta niveles similares a los del control (Fig. 10-12).
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0
[ L I T L T T T
Q 1 2 3 4 5 5 7 8
" Tienwo (M)

Rg. 8. Curva de crecimiento de C. perfingens FD-1 cultivado en medio de esporulacion DS,
incubada a 37° C y sometido a un choque témica de o0° C por 30 min.
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Fig. 9. Curva de crecimiento de C. perfingens FD-1041 cultivado en medio DS a 37°C y
sometfido a un choque témico de 50'C por 30 min.

fig. 10. Curva de crecimiento de C. perfilngens cepa FD-1 cultivado en medio de DS a 43°C y
sometido a chogues témicos de 50° 0 52°C par 30 min. *

*
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UFC/my

Rg. 11. Curva de crecimiento de . perfingens FD-1041 culfivadio en medio de DS a 43°C y
sometido @ un chogue témico de 50" 0 52°C par 30 min.

-

EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA FORMACION DE
ESPORAS.

Este ensayo se realizdé incubando kas cepas a 37° o 43°C y aplicando
choques témicas de 50° o 52°C durante las primeras § h de incubacion, Las
resuttados obtenidos en este punto se encuentran en las figuras 12 ala 17, y

para mas claridad estan resumidos en fas tablos 2.3y 4.
Establecimas que cuando las células se cultivaron a 37°C y recibleron un

chaque térmico de 50°C en las primeras horas de incubacion, especialmente
la segunda y tercera, obtuvimos un refraso en la aparicion de esporas v [a
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cantidad resultd menor a la obtenida por el control (Fig. 12 y 13). Este efecto se
observd en ambas cepas, sin emibargo, fue un poco mas pronunciado en la
cepa FD-1 (Fig. 12). Cuando el choque témico se aplicd en horas posteriores,
es decir, cuando presumiblemente.-el proceso de esporulacion ya se habia
desencadenado, las células se comportaron de una manera similar al control
(Fig. 12y 13, Tabla 2) y los niveles de esporas a las 7 horas eran también similares
a las mostradas por el control. En los experimentos en donde cultivamos a las
células a 43°C, encontramos un comportamiento similar al que mostraron las
células incubadas a 37°C (Figl4 a 17, tablas 3 y 4), es decir, las células de
ambas cepas que recibieron un choque témico (50 o 52°C). durante las
primeras horas de incubacion, presen'foron un refraso en la aparicion de
esporas. Sin embargo., cuando el choque témico se aplicd en horas
posteribtes, el comportamiento fue similar al control. Al igual que para los
cultivos incubados a 37°C, los niveles de esporas, hasta las 7 horas, fueron
ligeramente mas bajos en aquellos tratamientos en que se presentd el refraso
del proceso. Ademas también el retraso y la disminucion en la cantidad de
esporas fue mas pronunciado en la cepa FD-1 (Fig. 14 a 17, Tablas 3y 4).

UL

o_sgigggi
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)

"00

Fig. 12. Produccion de esporas de C. perfringens cepa FD-1 culivada a 37°C y sometida a un
choque témico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacion.
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Fig. 13. Produccion de esporas de C. perfiingens cepa FD-1041 cultivada a 37°C y somefida a
un chogque térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.

Esporas/ml

Fig. 14. Produccidn de esporas de C. perfringens cepa FD-1 culfivada a 43°C y sometida a un
chogue térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacion.
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Fig. 16 Produccion de esporas de C. perfiingens cepa FD-1041 culfivada 43°C y sometida a un
choque térmico de 50°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.

Esporas/mi

Fig. 16. Produccion de esporas de C. perfringens cepa FD-1 cultivada a 43°C y sometida a un
chegue térmico de 52°C/30 min a diferentes tiempos de incubacién.
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. . P

Tablg 2. Produccién do esporas de C. perfingens cepas FD-1 y FD-1041 cullivadas g 37°C y
sometidas a un choque térmico de 50°C a diferentes tiempos de incubacion.

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)

T Esporas/mi FD - 1 Esporas/mi FD - 1041
TECCYOR L)
ESPORAS
PR TONO T IN3 | 4 | 5=} 4 2 4 5
1 |[NE| NE |[NE| NE|NE| NE | NE | NE | NE NE | NE
2 |[NE|{ NE[NE|NE|NE| NE | NE | NE | NE NE | NE
3 |NE| NE|[NE| NE| NE| NE | NE | NE | NE

4 | S1x| 1L2x(|23x(25x]|29x| 45x| NE | NE | NE
10° 10 10" | 10" | 10* | tO°

5 62x! 29x1)83x| 34x|63x) 14x| 14x| 89x| 3.4x
10°| 10° [10" | 10* | 10° | 10° | 10° | 10° | 1¢° 10° | 10¢
6 45x| 1l4x|3.1x| 4.5x| 9.8x}-.57x| 3.3x| 63x| 83x| S54x| 43x| 6.5x
10° | 10f° (10| 10° | 106 | n0¢ | 10" | 10° | 10* | 10* | 10° | 10¢

7 98x| 19x(54x| 10x|1.0x| 69x| 58x| 85x| 63x| 83x| 65| 3.4x
10° 10° |[10°] 105 | 10" { 107 | 10" | 10" | 10% | 10° | 10 | 107

NE: no se detectaron esporas (< 10'UFC/mi)
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sometidas a un choque témico de S0°C q diferentes fiempos de incubacion.

perfingens cepas FD-1 y FD-1041 culfivadas 43°C y

TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)

b i Esporas/mt FD - 1 Esporas/ml FD - 1041
DETECCION]
|UE ESFORAS|
ikt I | 2 3 4 5§ ™| 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 NE NE | NE | NE
3 NE NE |[NE| NE | NE | NE | 1.4x| NE NE (1.1x]| 34x| 20x
10* 10 | 10® | 1¢°
4 28x| 92x|NE |84x|50x| 10x| 23x| 13x| 1.8x| 2.1x| 24x| 19
10°¢ 10? 10* | 10* | 10¢ 10° | 10° 10° | 10° | 10* | 107
S 98x| 45x|1.2x| 95x|[65x| 21x| 3.1x] 21x| 19x| 1.0x( 23 x| 2.1x
10¢ 10° | 10° 10° 10* 107 10’ 10’ 107 10’ 107 107
6 3.1x| 83x|57x| 83x| 43x| 40x| S4x| 1.5x| S3x| 49x| 47x| 39=x
107 | 10° | 10°| 10° [ 107 ]| 10° | 10" | 10" | 107 | 10" | 10" | 107
7 24x| 10x|1.3x| 9.1x( 10x| 23x| 70x| 63x| S4x) 6.1x| 5.1x| 5.7x
0 | 10 |10°| 1¢° | 10° | 10° | 10" | 10° | 1Q@" | 10" | 10" | 10’

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

| TIEMPO DE APLICACION DEL CHOQUE TERMICO (h)
i FD-1 FD-1041

i) I 2 3 4 § [F™L 4 2 3 4 5
I [NE| NE [NE|NE|INE| NE | NE|NE| NE | NE| NE | NE
2 |NE| NE [NE|NE |NE| NE | NE| NE| NE t NE | NE | NE
3 |NE| NE {NE| NE |NE| NE | 1.4x| NE | NE | NE | NE | NE
1°
4 Z8x| LIxINE [1.3x|57x( 43x( 23x| NE NE | 2.3x( 8.7x( 49x
10° | 10° 10 | 10* | 10* | 10° 10° | 10¢ | 10*

S 98x| 85x)53x} 30x)65x| 83x) 3.1x}| 1.8x) 59x) 1.9x] é.1x| 5.3«x
10° | 10* J10*| 10° | 10° | 10 | 10" | 10° | 10° | 10* | 10° | 10°

6 31x] 73x|2.1x! 78x]| 2.1x) 3.2x| 54x| 43x| 63x| 24x| 76x| 6.5x
10° | 10° | 10° | 10° | 10" | 10° | 10° | 10° | 10° | 10" | 10° | 10°
7 24x]| 45x|19x| 24x| 58x| §4x| 70x| 65x| 7.1x| 50x]| 3.5x| 9.7x
10" | 107 [10°} 10° [ 2107 [ 20° | 10° | 10" | 10% | 10" | 107 | foO°

NE: no se detectaron esporas (< 10'UFC/m)
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICO SOBRE LA PRODUCCION DE
TOXINAS.

) ENTEROTOXINA,

Cuando se reqlizd este ensayo se utilizd la cepa FD-1041, la cuadl se
incubd a 37°C y se sometio a un choque temico de 50°C por 30 min g ka
primera y tercera hora de incubacidn. Estos tiempas se seleccionaron debido a
gue mediante observaciones al micrascopic electronica (Fig. 18 y 19). las
células se encontrabban en diferentes estadios celulares, es decir, a la primera
hora de incubacién los cuttivos se encontraban en crecimiento vegetativo (Fig.
18). en tanto que a ki fercera hora ya habian iniciado el proceso de
espondlacion (FAg. 19).

Los resultados indicaron que un choque térmico aplicado a la primera
horg de incubacion provocaba un refraso de dos horas en Ia sintesis de
enterotoxina, alcanzando su mas atto nivel de produccion a las 7 haras, en
comparacion con el control que fue a las 5 horas. Sin embargo, no se observo
alteracion en el nivel de produccion de enterotoxing, ya que ki cantidad fue
semejante a la mostrada por el contrat (Fg. 20).

Cuando el choque témico se agplicd a la tercera hora de incubacién no
observamos refrase en la produccion de enterotoxing, ya que su maximo nivel
se obtluvo a las § horas, igual que el confral. Sin embargo, encontramos que la

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

Ag. 19. Fotografia al microscopio elecirénico de frasmision de células de C. perfringens cepa
FD-1041, cultivadas durante 3 horas a 37°C en medio DS (8,500 0
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b) FOSFOLPASA C.
| Para realizar esie ensayo se cultivd a la- cepa FD-1041 en el medio de
fioglicolato. Sin embargo en este medio no se detectd la actividad de la
toxina. Debido a esto. probamos ofros medios de cultivo. -
Encontramos que en el caldo infusion de cerebro y corazon si se
detectaba ka presencia esta toxing, por 10 que., estos expermentos se
realzaron utilizando ese medio de cuttivo.
Cuando probaomos los métodos repartados para la deteccion de
fosfolipasa, solo el método modificado de difusidon (Fig. 21) y la modificacion al
ensayc de Van Heyningen produjeron resuttados satisfactornios. Sin embargo el -

affimo meétodo resultd mas preciso, por lo que fue el seleccionado para la
cuantificacion de ki fosfolipasa C.,

mpg anteratoxina/mg proteing

hg. 20. Produccion de enterotoxing de C. perfingens cepa FD-104]1 sometida a un choque
témmico de 50°C por 30 min ala pramera ¢ tercera hora' de incubacion.
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#rg. 21. Halos producidos por la accién de fosfolipasa C en el método modificado de difusion.
2 cantidad de toxina es proporcional al tamano del halo observado.

Nuestros resultados indicaron que las células que recibieron el choque
térmico mostraron un retraso en la produccién de fosfolipasa C. Dicho refraso
fue de 3 horas, sin embargo, la cantidad de toxina producida por las células

hatadas fue semejante a la obtenida por los controles (Fig. 22).

76



Tesis Doctoral ‘ Norma L. Heredia Resultados

-4
~

-
o
L

Aoiivided de fosfaltpasa € (i)
-]
L

Tiemge (h)

Fig. 22. Produccion de fosfolpasa C por C. perfingens FD-104] semetida aun choque témico
de 50°C por 30 min.

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

Estos ensayos se redlizaron incubando las cepas a 43°C., debido a que,
como s& ha reportado, la adquisicion de termotolerancia tiene implicaciones
muy imporiantes en el control sanifarne de dlimentos y  siendo este
microorganismos un patdégenc causante de una intoxicacion alimentaria, o
utiizacidn de esa temperatura de incubacion nos puede aproximar a las
condiciones en que se pudieran encontrar los dlimentos. que son vehiculgs
potenciales de este patdgeno.
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o Esporas.

Las esporas obtenidas resuttaron de cultivos a los que se les readlizd el
woque termico (50°C por 30 min) a la primera (crecimiento vegetativo),
yegunda o tercera (proceso de esporulazion) hora de incubacion. Los ensayos
Je termotolerancia se realizaron a 85°C para la cepa FD-1, mientras que para
la cepa FD-1041 se Utizd 95°C. debido a que esta cepa mosirtd mayor

resistencia al calor.

Las curvas de muerte térmica para la cepa FD-1 se encuentran en kas
figuras 23 y 24, Solo se muestran Ias curvas de estq cepa. ya que ambas cepdas
mastraron un comportamiento smilar. En estas se observa la sobrevivencia de
las esporas tratadas por calor a medidd que transcurre el tiempo. En kas dos
copas probadas enconframos que las esporas que recibieron el choque
termico a la primera hora de incubacian, moéfroron mayar resisfencia al calor
en comparacion con los confroles. Este efecte fue menos marcado © no se
presentd al aplicar el tratamiento a la segunda hora ds incubacion (Fig. 23).
Cuando el choque térmico fue aplicado a la tercera hora de incubacion, kas
esporas resultantes fueron mas sensibles gue las no fratadas (Fig. 24).

A partir de las curvas obtenidas se determinaron los valores de leatlidad
‘D' para los diferentes tratamientos. Estos se encuentran resumidos en la tabla 5.
En el casa de la cepa FD-1 encontramos que el choque tamico aplicado a ka
primera hora elevd casi al doble la tolerancia de las esporas. Cuando el
tratamiento fue a la segunda hora, casi no se cbservd incrementa en ia
termotolerancia, sin embargo. s se encontré diferencia significativa (P > 0.05)

entre los fratamientos y controles.
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Fig. 23. Efecto de un chogque temico (50°C por 30 min) aplicado a la primera (A) o segunda
€ nora de incubacidn de células en espordlacidn de C. perringens FD-1. sobre la
termotolerancia de esporas resuttantes. .
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2sp0rat UMArte ontes/mi

Fig. 24. Efecto de un choque témico (50°C por 30 min) aplicadc a la tercera hora de

incubacion de células en esporulacion de C. perfingens FD-1, sobre la termotolerancia de
esporas resuftantes.

~

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

mas sensibles que |as cantroles
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Tabla 5. Efecto de un choque térmico a diferentes femgszsadurants ta incubacion de células
dg C. perfiingens , sobre la termotolerancia de las esporas formadas.

"_HORA DE APLICACION
" CHOQUE TERMICO. -
1

CHOQUE | CONIROL: | -CHOQUE
oo o ) TERMICO

2

b) Células vegetativas.

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

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

I = B
TIEMPO DESPUES DEL CONTROL cuoous CONTROL OG
CHOQUETERMICO (M) | |1 TERMICO TERMICO

0

La adquisicion de 'fermotoleronci;:: de la cepa FD-1 se mantuvo ain a
dos horas posteriores al choque férmico previo, aunque disminuyé con el
fiempo. A la tercera hora no se encontré diferencia significativa entre las
células con el prechoque y los controles.

En el caso de la cepa FD-1041, la fermotolerancia se detectdé hasta las 3
horas después del choque témico previo, aunque a ese tiempo esa era solo
0.6 veces mayor que la de los controles (Tabla 6).
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Fig. 25. Curvas de muerte témica a §5°C de células vegetativas de C. penfingens FD-1041
después de que fueran sometidas a un choque térmica previo de 50°C por 30 min. Bl ensayo

de termatolerancia se redlizd inmediatamente (A) o | h desoués de! chaque (B).
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Fig. 26. Curvas de muerte témica a 55°C e células vegetativas de C. perfingens FD-1041
después de que fueron sometidas a un choquie témico previo de S0°C por 30 min. El ensayo
de termotolerancia se realizd 2 (A) o 3 h (B) después del choque,
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EFECTO DE UN CHOQUE TERMICE SOBRE EL PATRON DE PROTEINAS

a) CONCENTRACION DE ISOTOPO.

Debido a la gran variabilidad que habia en la iteratura acerca de las
concentraciones de isdtopo usadas en experimentos parecidos, se probaron
concentraciones iniciando con 12 yCi/ml. Sin embargo. no se detectd
incorporacion, por lo que se probaron mayores cantidodes que incluyeron 20,
50y 75 uCi/ml, pero que resultaron también con pobre incorporacidn.

Cuondo utiizamos 100 pCi/ml enconframos que las céiuias si
incorporaban el isdtopo (Fig. 27) vy que como era de esperarse, era

dependiente del tiempo.

19 x 2 x
Tiempu {min)

Hg. 27. Curva de incorporacion de Trans-S®abel por células de C. perfiingens durante un
Chogue témico de 50°C
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b) METODO DE ROMPIMIENTO CELULAR.

Una vez que se estandarzd la concentracion de isdlopo a utilear,

ensayamos los diferentes métodos reportados para e! rompimiento de la célula.

Probamos una serie de metodologias, de las cuales solariiermie el métada
de Abraham Yy Rood., y el de Qoronfleh y Shreips modificado en nuestio
laboratario fueron los que mostraron resuttados positivos. Sin embargo. en el
primer método la muestra se diluyd mucho y se dificuttaba concentrar debido
d la gran cantidad de detergente utilizado. En el segundo métoda, la muestra
proteinica se diluyd menos, ademas fue posible concentrarla para tener un‘a

cantidad adecuada de proteinas en |os andiisis.

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

Se redlizd el andlisis de las proteinas de las células incubadas a 43°C vy
sometidas a un choque térmico de 50 o de 52°C por 30 min y de los cultivadas
a 37°C con un choque de 50°C par 30 min.

Como se verd mas adelante, ks patrones profeinicos variaron
dependiendo del método de solubilzacion celular usado.

Nuestros resulfados indicaron que un choque témmico indujo la
produccion de PCHT en C. perfiingens. Dicha respuesta fue similar cuando las
células se incubaron a 37 o 43°C y recibieron los choque térmicos ya
mencionados. Sin embargo., la sintesis de PCHT fue mdas marcada cuando las
células se incubaron a 37°C y recibieron un choque de 50°C que cuando se
incubaron a 43°C y s€ trataron a 50 o 52°C.

Utiizando el método de solubilzacidon de Abraham y Rood, se demostrd
la induccion de al menos S proteinas como respuesta al choque térmica (Fig.
28). Los pesos moleculares para estos palipéptidos fueron de 101, 84, 79, 72 y 40
kDa. De estas. 4 (101, 84, 79 y 72 kDa) se produjeron en forma muy aumentada
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Fig. 28. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfringens. Las células fueron incubadas
a 37°C y sometidas a 50°C (A). control a 37°C (B). Células incubadas a 43°C y sometidas a un

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

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

apenas apreciable.

' Cuando las células fueron rotas por el metodo de Qoronfleh y Streips, se
oeservo la inducclon de 8 PCHT, cuyos pesas moleculares fueron 101, 84, 79, 72,
60, 37. 27 y 11 kDa (Fig. 29). Al igual que con el método de solubilzacion
antericr las PCHT de 100, 84, 79, 72 kDa se produjeron en cantidades elevadas.
en fanto que las ofras (de 60, 37, 27 y 11 kDa) se indujeron en menor
pProparcion.

i) Células en medio de espordacién,

En estos experimentos kas células se rompieron madiante el metodo de
Quoronfleh y Streips. Encontfraamos que éuondo el choque témmico se apilcé a
la primera hora de incubacidén se detectaron 3 PCHT cuyos pesos moleculares
fueron de 101, 79 y 72 kDa, en tanto que las células que recibieron el choque
térmico a la tercera horaq, se observaron 2 proteinas especialmente marcadas,
la de 101 kDa y 1a de 84 kDa (Fg. 30).

LOCAUZACION SUBCELULAR DE LAS PCHT.

De acuerdo con el andlisis de los patrones proteinicos de las fracciones
de envoltura celular, citosol y sobrenadanfe del cuftivo (Fig. 29) enconiramaos
gue las PCHT de 1Q1, 84, 79. 72, 60, 27 se localzaron principdlimente en la
fraccidon membranal. Las PCHT de 79 y 60 kDa también se encontraron en ia
region citosdlica, donde ademds se detectd la PCHT de 11 kDa. En el
sobrenadante se detectd a ka PCHT de 72 kDa y ademds en cantidades muy
pequenas a las PCHT de 84 y 79 kDa.
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Fig. 29. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfringes cepa FD-1041. Proteinas totales
incubadas a 37°C y somefidas a 50°C(A), control a 37°C(B). Fraccion citosdlica, control (C) y
choque (D), los E y F, la fraccion membranal, control (E) y choque (F) y el scbrenadante del
control (&) y choque (H). La migracion y medidas (en kDa) de los estGndares de proteinas
estan indicados del lado izquierdo.



Fig. 30. Autoradiografia de perfiles proteinicos de C. perfringens FD-1041cultivada en un medio
de esporulacion (DS). Las células se incubaron a 43°C y se sometieron a 50°C a la primera (B),
y tercera (D) hora de incubacién; A y C representan a los controles respectivos. La migracién y
medidas (en kDa) de los estandares de proteinas estén indicados del lado derecho.



Tesis Doctoral ' _Norma L _Heredia Resultados
DETERMINACION DE HOMOLOGOS DE DnaK y GroEL de C.

perfringens.

q) Células vegetativas.

Se redlzd la elechrotransferencia de kas proteinas de cultivos sometidas a
un choque térmico, y posteriommente se hizo la inmunodeteccion de los
homologos utilzando suero anti Dnak de Lactobaciius kactis y antl GroEL de £
cofii Se redlzaron experimentos separados ufiizondo cada suero y
posteriormente se hizo una mezcla de ambos (Fig. 31).

Nuestros resultados indicaron que C. perfiingens si produce homdlogos
de los proteinas OnaK de (acfebacus kactis y GroEl de £ col Los pesos
moleculares encontrados de estos homdlogos fueron de 84 kDa para el ¢caso
del homoalogo de DnaK y de 60 kDa en el caso de la GroEL (Tabla 7).

Se observéd ademas que el homdlogo de DnakK se sintetza en grandes
cantidades durante el periodo estresante, en tanta que el nivel de induccion
del homélogo de GroEL es mas bajo. \

Cuando se estudid la Iocolizqcié;'c de estos homologos se observd que
ambas se encontfraban en las 3 fracciones, aunque en mucha mayar cantidad
en la envoltura celular,

b) Celulas en medio de esporuiacion.
Se observd que en las células a las que se les aplicd el choque térmico a

la primera hora de incubacion, no se detectaron homdlogos confra ninguna
de las proteinas mencionadas, sin embargo, cuando el choque férmico se
aplicd a la tercera hora encontramos una PCHT de 84 kDa que reacciond
contra [a DnakK de L. lacts.
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Fig. 31. Deteccibnhmwolég!codahbmélogosdeonokdel_ lactis y GroEL de £ coffen C.
perfringens FD-1041. Para esta fotografia se ufilizaron proteinas de células sometidas a un
choque témico de 50°C por 30 min (carril B). Control (carril A).
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Tabla 7. Identificaciéon inmuncléglca de homdloges de GroEL de £. ¢cof'y DnaK de L laciser
C perfmgens FD-1041 .,

PROTEINAS DE C PESO MOLECULAR] IDENTIDAD CON NIVEL DE
- perfiingens - | ESTMADO (kDa) | INDUCCION
GroEL de £ coflf
Homologo de GroEL 60 (63 kDAq) +
DnaK de (./octis
Homdlogo de DnakK 84 {69 kDa) 4

+ bgjainduccion
+++ glita induccidon

DETERMINACION DE PCHT QUE ACTUAN COMO ANTIGENOS
INMUNODOMINANTES.

@) INDUCCION DE UN CUADRO GANGRENOSO.

A los 3 dias de la inoculacion de los cobayos, estos mostraron un cuadro
diarréico, sin embargo se recuperaron para el cuarto dia. Ademas se observo
inflamacion en el area de inoculacion. A los 7 dias de inoculacion se presentd
unda lesion purulenta en el mismo sitio. El area circundante presentaba un colar
negro y habia licuefaccion del tejido muscular. A parlir de esta fesion se logrd
el qislamiento y confirmacidon del microorganismo (fig. 32).

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

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

b) DETERMINACION DE PCHT INMUNODOMINANTES.

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

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

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

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

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

diferentes y en todos los casos, los sueros iniciales mostraron el mismo patrén de
bandas.

95



Tesis Doctoral _Norma L. Heredia _Resultados

Fig. 34. nmunodeteccion de proteinas de C. perfiingens utiizando suero de cobayo antes de
ser inoculado con la bacteria. Caril (B) son proteinas de células sometidas a un chogque
témico y (A) control.
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Debido a que todos los cobayos se habian adquirido en el mismo lugar,
pensamos que tal vez, en el criadero se habian expuesto gl microorganismo
anteriormente. Para descartar esa posibilidad se realizaron los experimentos
utiizando animales adquiridos en otro criadera. Los resuttados que obtuvimaos
fueron similares en todos los casos.

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

Cuando andlizamaes la recctividad' de los sueras después de presentarse
la gangrena se obtuvo una mayor cantfidod de bandas y diferencias muy
notorias entre (os fratamientos (choque témico) y los confroles (Fig. 35 y 36).

Encontramos, tanto en los sueros de los cobayos (Fg. 35), como los de
conejos (Fig. 36) una mayor reactividad con las proteinas de C. perfringens. En
este casc se observaron diféerencias entre los patrones de proteinas de la
bacteria cuando fue sometida al éhoque témico y los del contiol. Se
encontfraron 4 bandas (correspondientes a 101, 79, 60 y 37 kDa) cuya sintesis se
incrementaba durante el choque témnico.
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Fig. 35. Inmunodeteccidon de proteinas de C. perfringens conejo después
utilizando suero
desermwbdoombbodab.Caﬂ(A)ammofehmdecéUosm:ﬁmomdwm

témico y (B) control. B
PR At ,h ) =
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Fig. 36. Inmunodeteccién de proteinas de C. perfiingens utilizando suero de cobayo después
de ser inoculado con la bacteria. Carril (B) son proteinas de células sometfidas a un choque
térmico y (A) control,
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Ag. 37. Locdlizacion subcelular de PCHT inmunodominantes de C. perfiingens FD-1041,
Proteinas de la region citosdlica sin tratamiento (A) y con el choque témico (B): de la

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

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

Esta investigacion fue redizada utizando dos temperaturas de

- —

incubacion, ya que ambas kis consideramas de gran importandia, una de elkas.

la éptinna del microorganismo. es decit 43°C y la otra, del cuerpo humano
37°C). lugar donde la bacteria causa una serie de patologias ya
mencionadas.

En este trabajo encontramos que un choque témico provaca una serie
de alteraciones en este microorganismo. Estos cambios se presentaron en

muchos niveles: desde afteraciones en ‘el crecimiento. en lka produccion de

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

produccion de proteinas y de antigenos inmunodominantes.
Durante fos experimentos para la deteminacion de las condiciones
idéneas del choque témico enconframos que cuando las células vegetativas

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

presentaba una disminucion en la viabilidad celular, sin embargo, tiempo
después la poblacion se incrementaba hasta alcanzar niveles semejantes a los
del control. Esto mismo se observd cuando kis cdlulas se incubaron a 37°C y
recibieron un choque témico de 50°C por 30 min.

En el coso de lkas células cultivadas en medio de esporulacion, se
obtenia también una disminucion del crecimiento inmediatamente después
del choque témico y posteriormente las células se recuperaban. Este
expermento se realizd debido a que se ha reportado que el medio en donde
se encuentren ias células puede infiuir en la respuesta af choque (Gage, D.J. vy
F.C. Neidhardt, 1993), sin embargo la respussta de crecimiento observada fue
smilar al de las células vegetativas.

Se ha sugerido que la disminucién del crecimiento observada se puede
deber, por un ladeo a la muerte de dalgunas céiulas, y por el ofro. a una
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reduccién del nivel de sintesis de proteinas nomales en las céluas

scbrevivientes (Monmoto, Rl ef i, 1990). Se sabe que durante este intervalo se
sntetizan casi exclusivamente las PCHT, y aunque estas tienen una gron
cantidad de funciones, taio en condiciones nomales como en época de
estés, no se ha reportado que ellas sean suficientes para dar inicio a cicks
celulares nuevos. De todas ks PCHT caracterizadas solamente a ia DnakK se ha
involucrado en la iniciacion de |a sintesis de DNA (Hupp. T.R.. ef al., 1990).

Debido a las enfermedades que causa este organismo, consideramaos de
gran importancia estudiar el efecto de aste esirés sobre algunos factores de
patogenicidad comi: san las esporas y las toxinas mas importantes.

Cuando estludiamos el efecto de un choque témico sobre ki
_ esporuiccion de la bacteria enconframos resuttados muy interesantes.
Observamos que un chogue térmico aplicado en las primeras horas de
incubacion provocaba un retraso en la cpaicion de esporas. © uUna
disminucion en su nimero. Cuando el choque térmico se dio en tiempos
posteriores no se observd éfecto alguno en las céluias sometidas al tratamiento
térmico. ‘

Se ha establecido que el proceso de esporulacion consiste en und
secuencia de etapas (especificamertte 7). en donde los primeros estadios son
reversibles, pero a partir del estadio 3 el proceso se vuelve irreversible (Moat,
AG. y JW, Foster, 1988). Es probable que durante las primeras horas en que
aplicamos el choque témico el proceso de esponllacion na se habia inickado
0 s¢ encontraba en algin estadio reversible ya que asi se ha reportado en la
fteratura. ademdas que en observaciones al microscopio electonico no se
observd ningln indicio de esporulacidon, por o que suponemos que el
tratamiento térmico provocd un retraso en la aparicién de esporas. Cuando el
tratamienta fue en haras posteriores (cuando presumiblemente el proceso de
esporulacion ya se habia iniciado en ka mayoria de ias células) no detectamos

ningun efecto cuando lo comparamos con el.conirol.
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En nuestro trabajo inclumos ef estudio del efecto de un choque témico
sobre la produccion de dos de las toxinas mas importantes de bacteria que
causan problemas en humanos: la enterotoxina v la fosfolipasa C. La primera es
la respansable de una serie de patologias g nivel intestinal, de las cuales a
intoxicacion alimentaria es la mas frecuente (Labbé, R.G., 1991) y la fosfolipasa
C una de las principales responsables de los danos celulares provocados en la
gangrena gaseosa (Mallby, R. ef al. 19746).

Cuando estudiamos el efecto de los tratamientos térmicos sobre Ia
broduccién de enterotaxina encontramos que este era dependiente de Ia
hora en que se aplicaba dicho tratamiento. Por un lado, cuando el chogue
térmico se aplicd a ka primera hora de idcubocién s@ produjo un refraso en ia
aparicion de esta toxina, sin embarga. no se defectd alteracion en la cantidad
final producidaq.

Desde hace fiempo se ha establecido una relacion muy estrecha entre
el proceso de esporulacion y la producciéon de enterotoxina, Inclusc se ha
establecido que la enterotoxing es el producto de uno de los genes especificos
de ka esporulacion (Duncan, C.L.. ef af, 1972). Los resultadas obtenidas en este
tfrabajo concuerdan con esa aseveracion, debido a que tanto et proceso de
esporulacion como el de la produccion de enferotoxind se rettasaron cuando
el choque térmico se aplicd en Ias primeras horas de incubacion. Ademas,
cuando el choque térmico se aplicé a ki tercera hora, lka produccion de
enterotaxina no se retrasd, sin embargo. ka cantidad de esta fue menor que la
producida por las células control. Cuando comparamnos estos resuttados con los
obtenidas en la espordacion, observamos que fambién ka cantidad de esporas
se diminuy$ en este tiempo,

Pensamas que el efecto de retraso observada tanto en ka esporulacion
como en la produccidon de enterotoxina se puede deber a 1) que el choque
térmica provoco que la célula disminuyera su tasa de multiplicacion durante el _

periodo de estrés, 2) qué durante lo condicién de eshés la sintesis de proteinas
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se vio afectada, o 3) que el choque térmico hubiera provocado algun dano
celuiar. Posteriormente cuando &l fratamiento estresante cesd, lka maquinaria
biosintética volvié a la nomalidad, o la sintesis de profeinas se reactivo o Ia
reparacion de la céldla se completd, sin embargo, esto tfrajo como
consecuancia un retraso en el proceso global.

Para estudiar el efecto de un choque témico sobre la produccion de
fosfolipasa C ufizamos dos medios de cultivo, enfre ellos el caldo con
tioglicolato. Sin embargo no se detecté actividad de fosfolipasa durante el
culiivo. Esto es comprensible ya que se ha reportado que la sintesis de esta
toxina se ve disminuida grandemente en medios que contengan grcndes
cantidades de carbohidratos (mayar dé 0.5%). Y que el tioglicolato de sodio
también inhibe su produccidn (Smith, LD. y ‘B.L. Wiliams, 1975). Ambos
compuestos son constituyentes de este medio de cultivo.

Otro medio utilizado. el infusidn de cerebro y corazdn produjo buenos
resuttados. En este observamos que un choqgue témico fambién influye en ik
produccion de esta toxina ocasionando un retraso en su qparicion, sin
embargo la cantidad de ella no se vio afectada. Suponemos que quizd esie
efecto se deba a kas mismas causas descrifas anteriormente.

El proceso de adquisicion de temmotolerancia tiene un impacto muy
grande en el control sanitario de alimentos. Se ha observado que choguo
térmico provoca resistencia a temperaturas nomalmente letales para 10s
células. Muchos de los procesas de control sanitarde utiizan la temperatura y -
durante su preparacion el dlimento recibid un choque térmico. esto pudier
conferirle resistencia a los procesos de confrol a que se sontle'Terc’z
posteriormente (landolo, JJ. y ZJ. Orda, 1966). Tomando en cuenta que ¢
perfingens es un patogeno de alimentos, el estudio de aquellos factores qu
pudieran favorecer la sobrevivencia de la bacteria resuttaba muy intere ¢
En este trabgjo encontramos que en celulas tanto vegetativas como '

primeros estadios de la esporulaciaon, un choque témico inducia a adquisicion
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de temmaotolerancia de ias células o [as esporas, Ademds que en células
vegetativas esta tolerancia al calor se mantenia airededar de 2 h. Estos
héllngos son importantes si tomamos en cuenta que el calor es el principal
factor de cantrol microbiano en alimentos. e

Al estudiar la sintesis de proteinas durante e choque témico. fue
necesario estandarzar una serie de metodologias. La mayoria de los
investigadores ha uliizado para este tipo de experimentos, a ki $*-metionina
como el marcador de polipép'r’idos. Nosotros pensamos que kas utiizacion de
una mezcla de aminoacidos (§*-metionina y $*-cisteina 85:18) nas daria una
senial mas fuerte, ya que serian dos l0s aminodcidos que podian ser integrados
en las proteinas al competir con los e;cisfenfes en el medio de cutivo. La
concentracion de isdtopo utilizada por otros investigadores en experimentos
similares ha sido muy variable, por lo que fue necesario determinar la cantidad
adecuada en nuestro caso. La cancentracion que utizamas (100uCi/mi) fus
aita en comparacion con [a mayoria de 1os reportes. Creemos que eso se
debio a que €| microorganismo se encontfraba creciendo en un medic muy
fico (caldo con ftioglicolato), el cual contienia grandes cantidades de
peptonas, por lo que los aminodcidas marcados tuvieron que compelir con los
del medio.

Posteriormente fue necesaric encontrar un meétodo adecuado parq
lograr el rompimiento y solubilizacion celular. Estda reportado que esta bacteria
requiere de tratamientos severos para lograr su lisis (Labbd, RG.. 1992). De los §
métodos ensayados, solo 2 produjeron resultados satisfactorios.

Cuando estudiamos los perfiles de proteinas en cékias vegetativas
encontramos que habia diferencias en la cantidad de PCHT dependiendo del
método de rompimiento utilizado, Cuando se utilzé el método de Abraham y
Rood solo se pudo detectar con claridad la presencia de § PCHT, 4 de las
cuales se sintetzaban en grandes cantidades y una en forma escasa. Sin
err;borgo utilizando el método de Quorc»nﬁel'uw y Sireips fue posible detectar 8
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PCHT.. Aqui también se observaron las mismas proteinas que en el metodo
anterior, pero ademdas ofras 3 que se sintetzaron en bajas concentraciones,
Esta diferencia pensamos que se debid a que al utilizar el método de Abraham
y Rood se diluyd mucho la muestia y no fue posible concentrara debido a la
gran cantidad de detergente y lisozima. en tanto que con el ofro métedo la
muestra si se concentrd, por 1o qua las profeinas que se encontraban en muy
bajas concentraciones. pudieron ser detectadas. Ademds probablemente se
pudo producir algin tipo de dano de las proteinas por alguno de los
componéntes ael método de Abraham, por ke que estas proteinas se
desnaturalizaron y no pudiston ser detectadas.

Una caracteristica interesante es ;que ol nimero de las PCHT inducidas
fue similar cuando el choque fue de 43° a 50° o $2°C. que cuando fue de 37° a
50°C; sin embargo la sintesis fue mayor en esta ditima. Pensamos que eso
ocurrid debido a que las condiciones estresantes fueron mas severas, por lo
gue la respuesta fue mayor,

Cuando estudiamos lg localizacion  subcelular de estas PCHT
enconframas que se ubican principalmente en la envelttura celular (6 PCHT), en
menos proporcion en citosol (2PCHT) y en sobrenadante (3 PCHT). Esto
concuerda cen vanos reportes que indican que muchas PCHT se encuentran
ligadas a membrana y algunas han sido relacionadas con exportacion de
proteinas (Schiesinger, M.J., 1988),

Cuando ka respuesta ol choque témico se estudido en céluas en
esporulacion encontramos una menor cantidad de PCHI. Cuando el
fratamienta térmico se aplicd a la primera hora de incubacion, en donde
presumiblemente solo habia células vegetativas, pudimos detectar 3 PCHT
Cuyos pesos moleculares comespondieron d 3 de 1as principales producidas en
¢! crecimiento vegetativo,

Por otra parte cuando el choque térmico se efectud a las 3 horas de
incubacion, es decir cuande ia mayora de las células ya habian iniciado el

106



Tesis Doctoral ‘ Norma L. Hetedia Discusion

procesc de esporulacion, sola se detectaron 2 proteinas, una de [as cudles se
enconttd cuando el choque fue a la primera hora. Estos experimentos podrian
uboyor los frabajos realizados par Todd ef a/ (1985) con 8. sublifs. Ellos
sstablecieron que la respuesta al choque térmico se incrementaba en los -
estadios tempranos de k1 esporulacidn. peio al parecer no jugaban un papel
muy importante durante el proceso en sl

Debido a la gran impottancia de las PCHT GroEL y OnakK. pensamos que
la bisqueda de sus homologas en C. perfringens seria de gran interés. Cuando
realizamos nuestros ensayos, tanto en el caso de DnaK como de GrakL,
detectamos varias proteinas homodlogas, sin embargo, una se sintefizaba
principalmente, Establecimos gue el horﬁélogo principal de ia DnaK de L /facis
mostid un peso molecular de 84 kDa. Ademds encontramos que el homdlogo
principal de GroEL de £ coff fue de 60 kDa.

Algunos autores han reportado  (a presencia de varos homdlogos de
estas proteinas de diferente peso molecular y localizacion en la célula (lema,
MMW. y A, Brown, 1995; Engel. J.N. ef of, 1990; Wallington, E.J .y P.A. Lund, 1994;
etc). Se ha sugerido que estas proteinas pueden ser un producio degradado o
una forma modificada Engel, J.N., of af, 1990). Otros autores han sugeddo que
puede ocurrir una asockacion funcional de.estas proteinas o a la existencia e
epitiopes conservados en varias proteinas, los cuales son reconocidos por el
antisuero (Boutibonnes, P. ef @i, 1993).

Cuando analzomos ke presencia de estos homdlogos en célukas en
esporulacion, encontramos que solo e homologo de DnaK de L focfis se
detectd en los cultivos a los que se les aplicd el choque témico a las 3 h
Nuestros resultados concuerdan con lo encontrado por Tood et of (1985)
quienes detectaron la presencia de la PCHI DnaK solamente en los estadios
tardios del proceso de esporulacion,

Cuando estudiamos la localzacion subcelukas de estos homdlogos
establecimos que se encuentran principalmente en membrana, o cual
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concuerda con la localzacion reportada por dgunos autores para estos
homélogos (Lema, MW. y A. Brown, 1995; Bukau, B., ef af, 1993).

) Muchos grupos de investigadores estan buscanda PCHT inmunogenicas
comunes en organismos patogenos que difieran de ks det hombre a fin 48~
elaborar Ia "Vacuna del tutwo’. Para el andlisis de las PCHT inmunodominantes
de C. perringens en un cuadro de gangrena gaseosa primero indujimos &k
enfermedaqd en conejos y cobayos. Esta se presenid drededor de una semana
despues de la inoculacion, produciéndose un cuadro kocal

Se obfuvo suero dos semanas después de ki inoculacion, ya que se ha
reportfado que a este tiempo, la (espuésto nmune esta compuesta
princinalmente por IgG (Rose, N.R., ef o/, 1984).

La inmunodeteccion de las PCHT qircjd resuttadoes mesperados debido a
gue las sueros iniciales de los cobayos (no inoculados) mosiraron reactividad en
contra de algunas proteinas de C, perringens, aungue aparentemente nunca
habian estado en contfacto con la bacteria. Para descartar algan problema de
contaminacion que tuviera el criadero en donde adquiimos a los animales,
anadizamos cobayos de ofios lugares y encontramos lka misma respuesta
anterior. Otra posibilidad que nos explicaia los resuttados obtenidos estaba en
el conjugade utitzado, Pensamos que posiblemente efproceso de purificacion
de este reactivo no habia sido muy bueno, por lo que se podan dar
reacciones inespecificas.

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

nunca inoculado y utiizando otro canjugado espedfico para este animal,

sncontramos las mismas proteinas que obtuvimos cuando analizdbamos a fos
cobayos no inoculados. De acuerde a todo esto podemos suponer que existen
raacciones inespecificas al prabar esta técnica.

Por ofra parte. cuando analzamos suere de animales enfermos

encontramos pationes de proteinas diferentes a los de los animales sancs y a
-
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los controles. Se observd que C. perfiingens produce al menas 3 PCHT que
pueden actuar como anfigenos inmunodominantes, 3 de las cuales se
localizan en k envoltura celular ¥y una en citosol.

Se ha +eportado que ks principales PCHT inmunogénicas pertenecen a
la familia de los 60, 70 o 90 kDa. Sin embargo, en Mycobacternum tubercujosss
se han encontrado algunas PCHT de bgjo peso molecudar que son
inmunodominantes (Jaatftela, M. y D. Wissing, 1992). Las proteinas
inmunodominantes enconiradas tuvieron un peso molecular de 101, 79, 60 y 37
kDa. Nuestros resultados cbnoordaron con asto, ya que fue posible encontrar
PCHT de la familia de kos 70 y 60 kDa y de bajo peso molecular (37 kDa).

.-‘.
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' CONCLUSIONES I

De acuerdo a los resultados obtenidos aceptamaos lo hibéiesis propuesta,

ya que se detemind que C. periingens responde a un chogue térmico
induciendo la sintesis de PCHT, provocanda atteraciones en la produccion de
fosfolipasa C y enterotoxina y produciendo folerancia al calor,

De acuerdo a las condiciones en que redizamos los experimentfos
CONCIUIMos que:

1.- Los choques témicos de 43° a §0° o 52°C y de 37° a 50°C provacan un
dano subletal en la célula.

2.- Un choque témico aplicado en las primeras horas de incubacian provoca

la disminucion y el retraso en la aparicion de esporas.

3.- Un choque témico aplicada en ias primeras horas de incubacdn provoca el

retraso y la disminucion de enterotoxina.

4- Un choque témico produce un retraso en la deteccion de actividad de
fosfolipasa C.

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

la produccion de esporas mas termotolerantes.

.- Las células vegetativas adquirieron tolerancia al calor como resultado de un

choque témico. Este efecto se mantuvo al menaos por 2 h.

-
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7.- Las celulas vegetativas de C. perfingens respanden a un choque tamico
mediante la induccion de 8 PCHT (101, 84, 79, 72, 60, 37, 27 y V1 kU4, ia
mayoria de {as cuales se localizan en la envoltura celular.

8.- Las células en un medio de esporulacidn producen las PCHT de 101,84, 79 y
72 kDa como respuesta al chogque termico.

9.- Las céluias vegetativas de C. perfiingens producen un homdlogo de GrokL
de £ colicon un peso molecular de 60 kDa. Bl homologo de la DnaK de L. /acfis
fiene un peso molecular de 84 kDa. Ambds se localzan principalmente en (g
envoltura celular. "

10.- Solo se defecto el homologa de la PéHT DnaK en las célulgs en
esporuiacion.

11.- Al inducir un cuadro de gangrenda gaseosa se identificaron 4 PCHT
inmunodominantes cuyas pesos moleculares fueron 101, 79, 60 y 37 kDa.,
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PERSPECTIVAS SOBRE FUTURAS

INVESTIGACIONES EN EL. TEMA

q) Se sabe que el calor es un metode rutinano en el control sanitario de
los alimentas. En este trabgjo se demashd que tanito las células vegetativas
como esporas al ser sometidas a un choque témico subletal adquieren
termotolerancia. Seria interesante detemninar si este mismo efecto se produce
también en los alimentaos, en donde pueden influir otros factores, tales como
cantidad de agua, naturaleza y compasicidn del alimento y flora microbiana
existente.

) En algunos microorganismos se ha demostrado que un chaoque
termico pravaca adquisicion de tolerancia a otfras condiciones estresantes,
tales como salinidad y acidéz, enfre ofras, llamandosele a este efecto
‘respuesta cnzada®. Tomando en cuenta que C. perfingens es un patogeno
que puede estar someatido constantemente a esas candiciones de esirés, seria
de interés determinar si ese efecto ocumre en este microorganismo @ fin de
enfender mas sobre la patogénesis de ka bacteria.

¢) Para producir la intoxicacion alimentaria, la bacteria en el alimento
debe sobrevir la exposicion al dire, asi como al entomao acido del estomago,
para después flegar al intestino donde produce la enterotoxina y causa la
enfermedad. Pensamos que seria de mucha importancia caracterzar la
respuesta al choque acido, asi como al choque aerdbico a fin de entender

como es que el microorganismo sobrevive en estos ambientes.
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d) Ya que en este trabgjo se determind que C. peringensresponde a un
choque térmico induciendo ka sintesis de PCHI, serta interesante purificar ¥
secuenciar dichas proteinas y asi poder detemminar si existe homologia
funcional con las PCHT producidas por ofros microorganismos. Asi también seria
importante la identificacion de los factores que regulan la sintesis de estas PCHT

a fin de entender mejor estd respuesta,

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