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RESUMEN 

Existen informes en la literatura que indicar» que la 

esporulac íón y la produce ión de enterotoxina de C. 

p^rfringsn< tienen una temperatura óptima de 37*Cf y que a 

id temperatura óptima de crecimiento <TOC> de la bacteria 

(43-46*03 esos eventos ocurren en baoa proporción o no son 

det atables. 

En este trabajo se estudió la esporulación y la 

producción de enterotoxina de C. perfringens a su 

temperatura óptima de crecimiento en el medio Duncan y 

Strong <DS) con almidón o rafinosa. 

Se demostró que la incapacidad de varias cepas 

enterotoxigónicas de esporular y producir enterotoxina a 

46«C, se debe a La incapac idad de esas cepas de hidrojizar 

el almidón del medio de cultivo a esa temperatura, lo que 

or igina un cr ec imiente muy pobre y que muchas cólulas que i 
inician el proceso de esporulación no sean capaces de 

completarlo. Además se encontró que un grupo de cepas no 

enterotox igénicas si h idrolizaba el almidón a esa 

temper atur a y podían esporular y crecer sat isfactor iámente. 

En experiment os si mi1ares, pero sust i tuyendo el almidón 

del medio DS por rafinosa, se demostró que 1 as cepas 

enterotoxigónicas estudiadas, son capaces de esporular y 



producir enterotoxina a su TOC en proporciones similares a 

1 os reportados a 37"C. Otro dato importante fué que esos 

procesos se 11evaban a cabo más rápidamente a la TOC que a 

37*C. No se detectó producción de enterotoxina en las 

células vegetativas no esporuladas cultivadas a su TOC. 

Por otro lado, las esporas produc idas a su TOC fueron 

más resistentes al calor que las obtenidas a 37«C, las que a 

su vez lo fueron más que las producidas a 32"C. 

Además, se informa por primera vez, de la presencia de 

un cuer po intraeelular CCIB) que es produc ido por 1 as 

células vegetativas a su TOC. Esta inclusión que se aisló y 

caracterizó parcialmente, esta compuesta principalmente por 

una proteína con un peso molecular de 47 Kd. Este 

polipéptido no mostró identidad inmunológica con la 

enterotoxina y fue producido tanto por cepas 

enterotoxigénicas como por no enterotoxigénicas. 



INTRODUCCION 

La prevalenc ia de enfermedades or iginadas por el 

consumo de alimentos contaminados, son causa de problemas 

soc ioeconómincos en todo el mundo. En un país tan 

desarrol1ado como Estados Un idos de Amér ica, se est ima que 

cada aRo ocurren entre 69 y 275 millonee de casos de 

diarreas asoc iadas a l a ingesta de estos al intentos, lo que 

le cuesta a esa nación entre 5 y 17 billones de dólares en 

tratamientos médicos y pérdida de productividad (Obiingery 

J.L., et al. 1988). 

Entre los principal es contaminantes de alimentos se 

encuentran bacterias, hongos, parásitos, virus y sustancias 

químicas, siendo las bacterias las que causan un mayor 

númer o de en fer medades. 

Entre las bacterias más comunmente involucradas en la 

causalidad de esas enfermedades a nivel mundial, se incluye 

a Safmonella typhi y no typhi, Shigella <Sh. flexneri, Sh. 

dysenter iae y Sh. sonn&i), Escher ichi* coi i. Vibrio 

cholerae, Campy iot>acter sp. Staphylococcus áureas, 

Clostrid ium perfringens, Badilas cereut y Clostridiu» 

botalinum (Todd,E.C.D.,1978; Kumate,J., y A. Isibasi, 1986) 

C. perfringens es comúnmente conocido por ser el 

principal causante de la gangrena gaseosa, sin embargo en 

las últimas trés décadas se le ha seftalado como uno de los 



pr inc i pal es -causantes de toxi—in fecc iones al intentar i as en 

muchos países (Sutton, R.G.A. y B.C. Hobbs, 1365; íodd, 

E.C.D., 1978; Hatheway, C.L., D.N. Whaley, y V. R. Dowel, 

1380» Shandera, W.X. 1383» Borr iello, S.P. et al, 1985; 

Sharp, J.C.M., 1988? Centers for Disease Control, 1990). 

Además es capáz de causar diarrea infecciosa, algunas veces 

relacionada con la administración de antibióticos 

(Borriel lo, S.P. et al. 1984; Larson, H.E. y S.P. Borr iello, 

1988), y se le ha asociado con el síndrome de muerte 

fulminante infant il (Murrel, T.G.C. et al., 1987). 

Est e (ti i c r oor gan i smo es un bacilo an aer ob i o, gr am 

positivo, encapsulado, formador de esporas, inmóvil, que 

produce al rededor de trece to*iñas d i ferentes. Se clasif i ea 

en cinco tiposs A, B, C, D y E, de acuerdo cor la producción 

de cuatro toxina? extracelulares (al fa, beta, gama y 

epsi1 on). 

,La toxi-infección al imentar ia y la dlarrea infecciosa 

son provocadas por la acción de una enterotoxina en el 

tracto gastrointestinal. Esta sustancia se produce y acumula 

intraeelulármente durante 1 a esporulaci¿n de la bacteria y 

sale de la c41 uld ©n (Ticmento en qu^ setd l i d Id 

espora (Labbó, R.G. 1989) 

La enterot ox ina es una protelna termo!ábil (Dune an 

C.L., y D-H. Strong, 196S >, for mada por una cadena 



polipeptídica (Duffy, L.K. et al., 1982), con una estructura 

80'/. plegada y 207. enrollada al azar (Qranum, P.E., y 0-

Harbitz, 1985), compuesta por 303 aminoác idos con un peso 

molecular de 34.262 Kd <Granum, P.E. , 1985}, y un punto 

isoeléctrico de 4.5 CYotis, W.W., y N. Catsimpoolas, 1975). 

La preval ene xa de 1 as enfermedades causadas por este 

microorganismor se ve favorecida por el hecho de que C. 

perfringens es la bacteria patógena que se encuentra mis 

ampliamente distribuida en el medio ambiente, su hábitat 

principal es el suelo y el conten ido intest i rial del hombre y 

animales CSmith, L.D.S., y B.L. Williams, 1984). 

Las cepas del tipo A, que son las principales 

productoras de enterotoxina, han sido encontradas en casi 

cada muestra de suelo o de matar ia fecal de di ferentes 

animales en donde se ha buscado <Labbé, R,G.,1989>. Las 

cepas de los otros tipos parecen ser parásitos obligados 

principalment e de animales darnésticos y ocasional mente del 

hombre, y raramente se les aisla del suelo (Smith, 

L.DS.,1984). 

C. pmrfrin^nr EN ALIMENTOS 

Ya que este microorganismo 

en el suelo, de la misma manera 

superficie expuesta al polvo, 

se encuentra constantemente 

se presenta en cualquier 

de allí la fac ilidad de 



contaminar oualquier alimento. 

Al cocinar un al imentó contaminado con C. perfringens 

es posible eliminar a las células vegetativas de la 

bacter ia, pero algunas esporas pueden sobrevivir y ser 

"act ivadas" par a ger minar deb ido al tratamiento con calor 

(choque térmico), además el calentamiento disminuye el 

potenc i al de óx i do-reduce i<5n, provocando un amb i ente más 

pr op ic i o para 1 a germinac i ón y muí tiplicación del 

microorgan ismo. 

Se ha demostrado que el choque térmico puede Jugar un 

papel muy impor tante en la germinac ión de las esporas que 

contaminan el alimento» Barnes y otros <136311, reportaron 

que sin un choque térmico previo , sólo germinaban alrededor 

de un 37. de 1 as esporas presentes en la carne cruda, pero 

casi todas germinaban después de que la carne había sido 

calentada. Sin embargo existen cepas que producen esporas 

term^sensibles 1 as cual es no r equieren de act ivac ión por 

calor para germinar <Ando, Y., et al., 1985). El nitr ito de 

sodio, un agente curante de carnes, también induce la 

germinación de esporas de este microorganismo y de otros 

anaerobios (Labbé, R.G., y C.L. Duncan, 1970), 

Una vez que las esporas germinan, la muítiplicacidn de 

las células se lleva a cabo de acuerdo con las condiciones 

prevalecientes en el medio amb iente. Esta bacteria t iene un 



rango de crecimiento de 15 a 52 *C, y puede soportar 

temperaturas de 60*C por varias horas (Labbé, R.G., 1989). 

Su temperatura óptima de crecimiento CTOC) se sitóa en un 

rango de 43 a 46 "C (Kim.C.H., R. Cheney, y H. Woodburn, 

1367; Labbó, R.G. y C.L. Duncan, 1974); entre este rango, 

las cepas pueden mostrar un tiempo de generación de 8.8 min; 

sin embar go se han repor t ado t iempos de gerteración tan bajos 

como 7.1 min (Willardsen, R.R. et al., 1978). 

Los t iempos de generac i ón mostrados por C* 

perfkingens son de 1 os más bajos reportados para 1 as 

bacterias, por lo que se le debe dar la debida atención para 

la buena conservación de los alimentos (Labbé, R.G., 1989). 

Se ha reportado que la bacteria puede esporular en 

muchos alimentos, sobre todo los cárnicos (res, poilo, pavo, 

atta, etc) donde pueden alcanzar niveles tan altos como los 

que se obtienen en los medios de cultiva artificiales (Naik, 

H.S., y C.L. Duncan, 1977; Craven, S.E. , 1980). L« 

esporulac ión ademis de favorecer 1 a sobrevivene ia del 

microorganismo, puede ser fuente de contaminación para otros 

ali mentos. 

Por otra parte durante la esporulaclón de la bacteria 

•n el alimento, se pueden producir cantidades importantes de 

enterotoxina que pueden influir en la causalidad y en la 

sintomatologia de la toxi-infección alimentaria ( Naik, 



H.5., y C.L* Duncan, 1377; Strong, D.H., C.L. Duncan, y G. 

Perna, 1371; Craven, S.E., 1980). 

ENFERMEDADES ALIMENTARIAS POR C. perfringens 

La toxi-in f ecc ión al intentar i a puede ocurr ir al inger ir 

el alimento contaminado con uno o una combinación de loe 

siguientes factores: a) células vegetativas: de acuerdo a 

exper i mentos real izados por Di sehe y Elek (1957), se 

requieren entre 4 x 10P y 6 x 10* células para provocar la 

enfermedad; cuando un nxlmero importante de estas logra pasar 

la barrera gástr ica, 11egan al ambiente al cal ino del 

intest ino donde espor ul an y 1 iberan la enterotoxina en el 

lumen intestinal, b) células en esporulaciónt éstas pueden 

pr oduc ir la en ter oto* i na durante su estañe la en el al i merito 

y después 1 iberar 1 a enterotoxina en el tr acto digest ivo, y 

ci epterotox ina : en exper imentos con humanos se requir ió de 

Gmg de toxina pura y la neutralización previa del jugo 

gástrico para inducir la sintomatologia (Skjel Wval é, R. , y 

T. Uemura, 1977). 

General mente la toxi-in fecc ión al imentar ia aparece 

después de 7 a 12 hrs de haberse ingerido el alimwnto. Sin 

embargo en muchos casos la sintomatologia aparece solo dos 

hrs después de 1 a ingest ión del producto contaminado 



(Robinson, >J.A. y M.O. Messer, 1369? Sanders, S. y 

R.H.Hutchenson, 1974j Robertson, J.M., et al, 1977). Esto ha 

sugerido que las células en esporulación o la enterotoxina 

preformada en el al imento, pueden Jugar un papel muy 

impor tante en la rápi da apar ici én d e l os sinbomas < Nai k, 

H.S. y C. L. Duncan, 1977f Craven, S.E., 1980). 

La sintomatologia gener al mente invoiucra d iarrea y 

dolor abdominal agudo, la naúsea y vómito son menos comunes. 

La ingestión de al i mentó conten iendo enterotox ina pre for mada 

podria resultar en la sintomatologia más severa que 

incluirla el vómito y dolor de cabeza C Craven, S.E., L.E. 

Blankenship, y J.L. MeDonel, 1981). 

La diarrea infecciosa por su parte, también presenta 

dolor abdominal agudo, vómito y en muchos casos heces 

sanguinolentas. La diarrea persiste por un promedio de 11 

dias. La gr an mayor ía de los pac ientes que sufran de esta 

enfermedad tienen más de 60 aftos de edad y presentan grandes 

cant idades de C» perfringens en 1 as heces (Larson, H.E. y 

5. P. Borr i el lo, 1988"). . 

Un número importante de esas diarreas se presentan 

después de que los pacientes han recibido tratamientos con 

antibióticos como penicilina, co-trimoxazol y cefuroxiffla 

(Borriello, S.P., et al., 1984). 

Vari os autores op inan que la d iarrea in fecciosa resulta 



de una colonización persistente y sobrepoblación de C. 

p-er fringens en el intest i no donde cont inuamente estén 

liberando enterotoxina CLarson, H.E., y S.P. Borriello, 

1988) 

Por otro lado, en un estudio retrospectivo, se demostró 

1 a pvesencia de enterotoxina de C, perfringmns en muestras 

séricas y gastrointestinales de bebés que hablan muerto del 

sí nd rafflp de muerte s«íb íta infantil. Los autores sugir ieron 

que la enterotoxina podía Jugar un papel directo o indirecto 

en la causalidad de esa enfermedad, ya que varios reportes 

indican que cuando la enterotoxina se administra 

intravenosamente en an imal es exper imental es , se observan 

cambios en los tejidos que son similares a los mostrados sn 

ese síndrome CMurrell, T.G.C., et al., 1987). 

En las enf ermedades gastroíntestinal es, el blanco de la 

enterotox i na es 1 a membrana de 1 as c élulas epitelial es del 

"bordp de cepillo" en el intestino. Se cree que la toxina al 

ser liberada es segmentada por la tripsina, incrementándose 

su ac 11v idad, para luego un irse a 1 os receptores especi fieos 

formando ur» complejo de 1&0 Kd <Unek, A.P. , y B.A. Me Clane, 

1989). Una vez 1igada, la enterotoxina actúa sólo con la 

membrana ce1ular, provocando alterac iones en la 

permeabili dad que or iginan la sal ida de agua, iones y 

pequeRas moléculas, esto conduce a otros efectos secundar ios 



que incluyen desequilibrio osmótico , inhibición de la 

síntesis macromol ecul ar y del metabol i amo de energía, da fio 

mor fológ ico y eventual mente muerte celular C Wnek, A.P. y 

B.A. Me Clane, 1989). 

A nivel histológico, el X1eon muestra descamac i ón de 

las células epiteliales de las vellosidades intestinales. El 

"borde de cep il1 o" en el intest ino pier de su con f iguraei ón 

plegada, y grandes cantidades de membranas celulares y 

conten ido c i top 1 ásmic o se p ier den en el 1 umen intest i nal 

<Mc. Donel, J., et al., 1978). 

La ent erotox ina muestra además ac t ividad b iológ ica en 

las células intestinales de: conejos (Duncan, C.L., H. 

Sugiyama y D.H. Strong, 1968), corderos <Hausehild, A., L. 

Ni ilo y U. Dorward, 1970», bovinos <Niilo L., 1971), perros 

<Bartlett, M.L., H.W. Walker, y R. Zíppin, 1972), pollos 

<Niilo, L., 197d), monos (Uemura, T., et al., 1975), ratas 

<IÍcD^nel, J. L., y T. Asan o, 1975), ratones (Yamamoto, K, , I. 

Ohish i , y G.Sakaguch i, 1979), cerdos <Jest in,A. y M. R. 

Popof f, 1987) ; además en él ul as en cul t i vo: célul as Vero 

CUemura, T., T. Maekawa, y G. Sakaguchi, 1984; Granum, P.E., 

1985; Me Clane, B.A., 1989), células HeLa CMatsuda, M. et. 

al., 1986)f hepatoci tos <Jarmund, T., y W. Telle, 1982); 

produce eritema en piel de conejos, cobayos CHauschild, 

A.H.W., 1970) , y puede ser 1et al cuando se admin i stra por 



vía intravenosa a conejos, cobayos, corderos (Niilo, L., 

1971) y caballos CTorres-Anjel, M.J., et al., 1973). 

LA ESP0RULAC10N 06 C. perfringvns 

El estudio de la esporulación bac teriana ha adquir ido 

gran importanc i a ya que un gran número de toxinas, 

antibióticos y enzimas se producen durante este proceso en 

muchas especies de los géneros Bacillas y Clostridiu» 

iSchaef fer, P. , 1969). Además la capac idad de for mar esporas 

favorece de manera considerable la sobrevivencia del 

microorqanismo en sus diferentes habitats. 

Las esporas se forman en la bacteria mediante el 

proceso de esporul ac lón, el cual i nvo lucra todo un conjunto 

de cambios morfológicos y fisiológicos en el microorganismo. 

Este conjunto de cambios se inicia como respuesta a una 

de l(as sigu lentes def ic i ene i as nutr ic ional es: a) d isminuc ión 

en el medio de cultivo de las fuentes de carbono, nitrógeno 

o fósforo de rápido metabolismo: las células vegetativas se 

multiplican en el medio de cultivo, hasta que se reduce la 

concentración de uno de los nutrientes necesarios para el 

crecimiento, esto es reconocido por la célula como un signo 

par a iniciar la esporul ación, b í f a 1 ta de un am inoác ido 

esencial: la disminución stfbita de uno o más aminoácidos en 



el medio de-cultivo, pueden provocar una respuesta severa 

que implica el cese de síntesis de proteínas y de RNA, y se 

provoca t ambién una inh ibic iOn en la producc ión de (p)ppGpp 

y en la actividad de la IMP-deshidrogenasa, resultando en 

una disminución de nucleótidos de guanina que conduce al 

inicio de la esporulac ión < Fr eese, E. , 1981), c) Inhib ición 

directa de la síntesis de nucleótidos de guanosinas la 

decoin ina, un inh ib idor de 1 a síntesis de GMP es capáz de 

promover la esporul ación de Bacillus subtil is (. flitani, T.f 

J. E. Heinze, y E. Freese, 1977; Fr eese, E.B., N. Vasantha, y 

F. Freese, 1979) y de C. perfringens C Sacks, L.E., 1980). 

La cafeína que inh i be la vía de 1 as pur iñas, tambi 4n mostró 

1 a inducc ión de la esporulación en C. perfringens ( Labbó, 

R.G., y L.L. Nolan, 1981, 1987). 

Para estudiar la esporulación de C, ptrfringens, se ha 

reportado el diserto de varios medios de cultivo (Ellner, 

P. D. ̂  1956; Kim, C.H., R. Cheney, y M. Woodbury, 1967? 

Duncan, C.L. y D.H. Strong, 1968; Ting, M.N., y D.Y.C. Fung, 

1972; Gyobu, Y., y H. Kodama, 1976; Sacks, L.E., y P.A. 

Thompson, 1978; Tórtora, J.C.•., 1984, Phil1ips, K.D., 1986| 

Harmon, S.M., y D.A. Kauttler, 1986; Utshijima, T., A. 

Sua itani r y Y. Ozak i, 1987). La gran mayoría de estos medios 

están formuí ados pr inc i pal mete por peptonas y almidón. El 

más empleada de todos es el formulado por Duncan y Strong 



<1968) también conocido como medio DS. 

En el género Bscillas la secuenc ia de camb ios 

morfológicos que ocurren durante la esporulación, se han 

dividido en siete etapas, éstas son muy similares a las 

cbser vadas para C# perfringens, d i f i r iendo sol o en var ios 

aspectos menores < Hoen iger, J.F.M., P.F. Stuart, y S.C» 

Holt, 1968; Roper, 6., A. Short, y P.D. Walker, 1976). 

Esas etapas se car acter izan princ ipal mente por los 

siguientes eventos, pr imer a: 1 a formac ión de un f i 1 amento 

axial de cromatinaj segunda« la invaginación de la membrana 

celular para formar el septo de la división ; tercera: el 

englobam iento de la pre-espora por la membrana celular; 

cuarta: el depósito de peptidoglicano para formar el cortex; 

quintal la formación de las capas de la espora? sextas la 

maduración de 1 a espora, y sépt ima: la 1iberae ión de 1 a 

espora de la célula madre (Mandelstan, J. , K. McQuillen, y 

I. Dpves, 1388). 

La espora es una forma celular de alta resistencia, 

d i f iere de su progeni tor , la célula vegetat iva, en 

resistenc ia al calor por un factor de 10a o más, en 

resistenc ia a la 1uz ultravioleta y radiac ión ionizante per 

un factor de 10* o más, y en resistencia a la desecación, a 

los desinfectantes y a otros químicos <Khoury, P.H., S.J. 

Lombardi, y R.A. Slepecky. 1987). 



Se ha demostrada que la resistencia al calor es mayor 

en las esporas de las bacterias termófilas comparada con la 

de las mesófilas, la que a su vez es mayor que la de los 

psicráfilos CWilliams, O.B, y W.J. Robertson, 1353} Roberts, 

T.A., y A.D. Hitchins, 1969; Khoury, P, H. , S. J. Lombardi, y 

R. A. Slepecky, 1997:) . 

El grado de termorresistencia depende de la especie y 

de las condiciones que imperen en el medio ambiente durante 

la formación de la espora; de igual manera influirán las 

cond ic iones en que se mide esa c 3pac idad. Cuando var ias 

cepas de C. perfringens esporulan entre un pH de 7.0 y B.5, 

se ha demostrado que a mayor pH del cultivo, las esporas 

formadas presentarán mayor termorresistencia a la 

inactivación por calor (Craven, S.E.,1990). 

En algunas espec ies del género Sac i 1 las se ha observado 

que entre mayor sea 1 a temperatura de esporulac ión, mayor 

seráj1 a termorresistene i a de 1 as esporas formadas <Wi11iams, 

Ü.B., y W.J. Roberston, 1953; Lechowich, R.V., y Z.J. Ordal, 

1962; Warth, A.D., 1970; Khoury, P.H., S.J. Lombardi, y R.A. 

51epecky, 1987). Debido a que hasta en la actual idad, se 

desconoce si este comportamiento tamb ién ocurre en C. 

perfrinçons, uno de los objetivos de este trabajo pretendió 

abordar esta ineógnita 

La termorresistencia de esporas se atr xbuye al menos a 



t res determinantes f isicoqulmicos que afee tan al protoplasto 

vital: contenido de agua, mineralisación y adaptación 

térmica CGerhardt, P. y R.E. Marquis, 1989). 

Las cepas de C. perfr*ing<?ns muestran mucha variación en 

1 a termorresistencia de sus esporas (Ando, Y., et al. 1985). 

Aunque aftos atrás se creía que todas las cepas que 

provocaban la tox i-in fecci dn al imentar ia producían esporas 

con gran termorresistenci a, ya se ha demostrado que también 

1 as cepas que producen esporas termosensibles son capaces de 

c ausaf esa en fermedad (Chakr«barty, A. K. , y K.G. Narayan, 

1979? Sunaqawa, H., et al., 1987). 

LA ESPQRULACION Y LA PRODUCCION DE ENTERQTOXINA 

Una de las características más importantes de C. 

perfrwgens, desde el punto de vista médico, es su capacidad 

de producir enterotoxina, ya que esta es la causa de las 

enfermedades gastrointest inal es provocadas por este 

m i c r oor g anismo. 

Esa proteína se sintetiza y acumula intracelulármente 

dur ante 1 a esporulación de la bacteria. Ouncan y 

col adoradores <1372} haciendo estudios con cepas mutantes de 

C. perfriTjgens reportaron que la enterotoxina es un producto 

de uno de 1 os genes espec i f icos de 1 a esporu1ación , es 



decir , que esa sust anc ia sol o se sintet izaba durante ese 

proceso. Contrario a esas af irmac iones, t ambien existen 

reportes donde se afirma que esta toxina se produce en 1 as 

células vegetativas no esporuladas, aunque en cantidades muy 

pequeñas (Granum, P.E., et al., 1934, Goldner, S.B., et al., 

1986). De cualquier manera y como se veri en los párrafos 

siguientes, la esporulación y la producción de enterotoxina 

en esta bacteria mantienen una relación fisiológica muy 

estrecha. Además las cant idades de enterotoxina que pueden 

causar un problema intest inal sol o se producen durante 1 a 

esporulación de la bacteria (Strong, D.H., C.L. Duncan, y G. 

Perna, 1971; Labbé, R<G., 1980). 

Tanto 1 a síntesis de la enter oto* i na, como 1 a de 1 as 

protel ñas de 1 as capas de la cubierta de la espora se 

inician entre los primeros eventos de la esporulación y son 

codi f icadas por un RNA mensajero estable (Labbé, R.G., y 

C.L.^Duncan, 1977). Recientemente Ryu y Labbé <1989), han 

demostrado la presencia de pequeKas cantidades de 

enterotoxina en la cubierta de la espora, aunque sugieren 

que est a proteina no juega allí un papel estructural 

importante. 

Duncan y colaboradores <1973), observaron que durante 

1 a esporulac i ón de algunas cepas enterotox igén ic as ocurrí« 

la formación de un cuerpo intracelular en forma de barra. 



lias tarde se demostró que esa inclusión estaba compuesta de 

una proteína con características fisicoquímica» y biológicas 

muy similares a las de la enterotoxina (Loffler, A., y R,G. 

Labbé, 1985, 19B6). 

La ad ic ión al med io de cult i vo de inductores de 

esporulación , como la cafeína y ciertas metilxantinas, 

también incrementan la producción de enterotoxina, además de 

que la inclusión intracelular también aparece en un 

porcentaje mayor de las células <Labbé, ft.G. , y L.L.Nolan, 

1981} Lófler, A., y R.G. Labbé, 1986) 

Recientemente, Dillon y Labbé (1989) demostraron que al 

agregar enter otox i na a un cul t i vo de C . perfrij>g«nsr éste 

acortaba el periodo de adaptación Clag), además de que el 

tiempo en el que aparecían las esporas también disminuía 

considerab1 emente. Ellos demostraron además que 1 a toxina 

est imuí aba la síntesis macromolecular de I as c élulas en fase 

pre—^xponencval. 

La presencia de algunos carbohidratos en el medio de 

cul11vo es importante para obtener buenas proporc ionefe de 

espor ulación y producc ión de enter«t oxina <Labbé, R.G., y 

C.L. Duncan, 1975). 

El almidón, como un constituyente de los medios de 

cultivo ha sido el carboh i drato más extensamente ut i 1 izado 

para hacer estudios tanto de La esporulación como de 1 a 

IB 



producción de enterotoxina. Se ha demostrado además, que la 

fuente de obtención y el método de preparación de ese 

carboh idrato t ienen in f1uencla en la producc i ón de esporas y 

de enterotoxi na, y que el almidón soluble es mejor para esos 

fines que el extraído de papa o maíz <Labbe, R.Q., et al., 

1976). 

El empleo de otros carbohidratos como la rafinosa, 

mejora 1 a producción de esporas y de enterotoxina de algunas 

de 1 as cepas que se han estad iado (Labbé, R,G., y O.K. Rey, 

1979). 

La esporu1ación en esta bacteria normal mente oc urre en 

un rango de potencial de óxido-reducción <Eh) de -450 a -400 

mV, aunque puede oc ur rir hasta un 1 imite de +3S0 mV 

(Pearson, C., y H. Walker. 1976), Este proceso y la 

producción de enterotoxina se pueden llevar a cabo entre un 

rango de pH de 6.0 a S.5, con un óptimo cerca de la 

neutralidad (Labbé, R.G., y C.L. Duncan, 1974). 

Para muchas espec ies de 1 os géneros BaoiI las y 

Clostridiu», la temperatura óptima de esporulación es muy 

similar a la óptima de crecimiento <Uilliafns, O.B., y 1*1. J. 

Robertson, 1953? Warth, A.D., 1978>. Sin embargo para C-

perfringens, se ha reportado que la temperatura óptima para 

la esporulac ión y la producción de enterot ox ina es de 37 *C, 

la cual está muy por abajo de su óptima de crecimiento que 



es de 43 a 46 *C. Además, se ha reportado que a esta última 

temperatura, la esporulación y la producción de enterotoxina 

ocurre en muy bajas proporciones o no es detectable ÍKim, 

C., R. Cheney, y ti. Woodburm, 1967; Labbé, R.Q., y C.L. 

Duncan, 1974} Rey,C.R., H-W.Walker y P.L.Rohrbaughr 1975). 

Sin embargo, en exper intentos prel¿minares hechos en 

nuestro laboratorio y que se describirán en los siguientes 

capítulos, se observó que el medio DS con almidón no 

producla un crec imiento sat is factor io de 1 as cepas a 46 *C 

comparado con el que se obtenía a 37*C. Además, se mostró 

que cuando se sustituía el almidón del medio por rafinosa, 

se obtenía a 46*C un crecimiento mucho mayor y se podían 

observar esporas maduras a esa temperatura. 

Con esas observaciones y con 1« información antecedente 

que indicaba que la temperatura óptima de esporulación de 

muchas espec i es bacter i anas era muy similar a la ópt i «na de 

crecimiento, se formuló la hipótesis de que C, pvrfringens 

era capaz de esporular y de producir enterotoxina a *u 

temperatura óptima de crecimiento CTOC)» de una manera 

similar a la mostrada a 37*C. 

Para comprobar nuestra h ipótesis, fué necesar io 

deter minar las proporc iones de esporulac ión y de producc ión 

de enterotoxina a la TOC de la bacteria, en un medio de 

cultivo que favoreciera el crecimiento de las cepas a esa 



temperatura. A la vez ere muy interesente « t t M e c t r si la 

termorresistencia de las esporas producidas en M a s 

condicione*, era mayor que la de las producidas a menor 

temperatura. 

Por Otra parte, debido a la amplia utilización del 

almidón en los medios de cultivo para estudiar la 

esporulación y la producción de enterotoxina, era importante 

tener un mejor conocimiento del papel que juega ese 

carbohidrato en la promoción de esos eventos a la 

TOC y a 37 «C. 



M A T E R I A L Y M E T O D O S 

MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS 

Las cepas utilizadas en este trabajo se agruparon como 

enterotox igén i cae y no enterotox igénleas« 

El grupo de 1 as enterotox igtfn i a s estuvo const ituida 

por las cepas« NCTC 8238, NCTC 8233, NCTC 8673 y NCTC 10240 

que fueron proporc ionadas por el Dr. Ronald G. Labbé de la 

Universidad de Massachusetts de E.U.A., y la FD-8O0, la 

FD-884 y la FD-1041 que se obtuvieron del Dr.Stanley Harmon 

del Centro para el Control de Enfermedades de E.U.A. 

Las cepas no enterotoxigénicas incluyeron a la PS-19, 

PS-32, FD-1 y ATCC 3624, proporcionadas también por el 

Dr.R.G. Labbé. 

Las bacterias al ser recibidas se inocularon en caldo 

con tioglicolato y se incubaron a 37«c durante 16 hrs. A 

partir <de este cultivo, se inoculó un medio de carne cocida 

según Robertson CWillis, A.T., 1960', y se incubó a 37«C 

durante 72 hrs. Estos cultivos se guardaron a ~20«C como 

reserva y se hicieron resiembras cada 8 a 12 meses. 

PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA ENTEROTOXINA 

CULTIVOc para este fin se utilizó la cepa NCTC 8239. Esta se 



acte ivó lnoeulando una alicuota del cultivo de reserva en 

caldo con tioglicolato y se sometió a un choque térmico 

( 75«C durante ISmin. >. Después de enfr iarse con agua a 

temperatura ambiente, el medio se incubó a 37«C por 14 a 16 

horas. Ut11izando estos cultivos se inoculó el medio para 

esporul ac ión DS en una propor<. i ón 1: 100 y se incubó a 37 *C 

durante 7 hrs. 

EXTRACTO CELULAR: las células cultivadas en el medio DS se 

centrifugaron a 10,000 * g durante 15 min a 5»C. El 

precipitado se 1avó con solución sal ina helada, y se 

resuspendió en amortiguador de fosfatos (0-2M pH 6.8). La 

suspensión de bacterias, se colocó en un baHo de agua con 

hielo y se sometió a ultrasonido a 69 unidades de 

intensidad, con intervalos de un minuto de act ividad y uno 

de descanso ut ilizando un sonicador Biosonik (modelo 

8 1 0 - 1 . El proced i miento cont inuó hasta obtener 

aproximadamente un 95% de las esporas libres. La muestra se 

centrifugó a 12,000 x g por 20 minutos a 4*C. El 

sobrenadante (extracto celular) se utilizó para purificar la 

enterotox i na. 

PURIFICACION DE LA ENTEROTOXINA: Esto se llevó a cabo de 

manera similar al método de Granum y Whitaker (1980) y 



consistió en io siguientes el extracto celular obtenido en 

el paso anterlor, se somet ió a precipitación con un volumen 

igual de sulfato de amonio al 80% de saturación, estéril, 

manteniéndose en un baño de agua con hielo. Después de 

colectar el precipitado, éste se disolvió en el amortiguador 

de fosfatos hasta obtener una concentractón de 2 a 4 mg/ml. 

Esta solución se volvió a precipitar eon un volumen igual de 

sulfato de amonio al 30X de saturación . El precipitado 

obtenido se disolvió en amortiguador de fosfatos, y se 

dial izó en la misma solución durante 14 horas a 3*C. 

La muestra se centrifugó para eliminar el material 

insoluble, y después se sometió a cromatografXa de exclusión 

uti 1 izando una columna de 2.4 x 40 en, empaquetada con 

Sephadex 8-100 y equilibrada con «1 amortiguador de 

fosfatos. 

A las fracciones que contenían proteína (determinada 

espectrofotométricamente a 280nm) se les determinó actividad 

biológica e identidad lnmunológica con la enterotoxina, 

mediante producción de eritema en piel de cobayos albinos e 

inmunodifusión doble respectivamente. Para esta última 

técnica se ut i 1 izó suero ant ienterotoxina proporclonado por 

el Dr. Per Einar Granum del Instituto Noruego para la 

Investigación de los Alimentos. 

La pureza de la enterotoxina se determinó mediante 



el ectroforeeis en gel de pol iacrilamida al 10% en 

condiciones no desnatural izantes, usando una muestra de 

enterotomna estándar, facilitada por el Dr. Gerald Stelma 

de la Administra«. íón de Drogas y Al ímentos del Gobierno de 

E.U.A. 

PRODUCCION DE SUERO ANTIENTEROTOXtNA 

Les anticuerpos contra la enterotoxina ©e produjeron en 

conejos, siguiendo un esquema de inmunización muy similar al 

•-ec'-iiTiendado por Bar t hol omew y Str i nger (1983) y que se 

ealizó de la siguiente manera: 

Dosis Volumen Adyuvante Via Dia 
Enterotox Dosis Completo • Administ Inyece 

c^g) <ml) 

3 0.25 • i.«. 01 
12 0.25 • i.m, 08 
30 . 0.25 + i.m. 15 
30 0.50 + i.m. 22 
30 0.50 + i.m. 29 
30 0.50 + i.m. 36 

100 1.00 - i.V. 43 

* : e l v o l u n w n 4m a d y u v a n t e f u * i g u a l a l v o l u m e n l o d o « i « . 

El •an$rr«4o •• día 96. 

La actividad antlenterotoxina del suero, se demoatró en 

una inmunodifusión dobler usando 1 a enterotox ina obtenida en 



nuestro laboratorio asi como la muestra de referencia. 

DETECCION DE ENTEROTOXINA 

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS: para desarrollar esta técnica, 

se siguió la metodología descrita por Naik y Duncan C1977), 

i.on modificaciones menores 

En este caso se utilizó una solución de agarosa tipo 

1(1 (Siama Chem. Ce...i al 67. disuelta en amortiguador de 

barbital pH €.6» 0.06M. Las placas de vidrio que tenían una 

di mensión de 14 x 14 cm, se cubr ier on pr imero con una capa 

de agar al 17. disuel to en el mismo amor t iguador, y después 

con 38ml. de la solución de agarosa. 

Se formaron 5 hi1 eras de pozos dobles d i stanc iados 

5mm entre cada pozo, y 1.3cm entre cada hilera. Los pozos 

tuvieron un diárnetro de 4mm. 

l<os estándares de enterotoxina utilizados incluyeron 

1 as siguí entes concentran iones en ^jg/ml s 25, 12.5, 6.2, 3.1, 

1.6, 0.3, 0.4 y 0.2. Estas soluc iónes al igual que 1 as 

muestras a anal izar se agregaron en la fila de la hilera más 

próxima al cátodo, en cant i dad es de 10¿il . El suero 

anti-enterotoxina se diluyó en proporción til y se colocó en 

la fila de pozos más cercana al ánodo, en la misma cantidad 

que las muestras de enterotoxina. 



Inmediatamente despule de agregar las soluciones« se 

realizó la electroforesis, utilizando el mismo amortiguadorT 

y aplicando 130 Volts por 30 min. 

Las placas se mantuvieron después en cámara húmeda a 

temperatura ambiente por 1 2 a 16 horas, y en seguida se 

tiHeron con ácido tánico al 2% y se determinó la presencia 

de bandas de precipitación. La concentrae ión del estándar 

que mostró la última banda de precipitacitín, se comparó con 

la dilución de la muestra que dió la última banda. La 

sensibilidad de la prueba fué de 0.S pg de enterotoxina/ml. 

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAB CEPAS <"w"> 

La activación de las cepas se realizó de la forma ya 

espec i ficada. De esos cult ivos se inocularon tubos con 

infusión cerebro-corazón y se incubaron a 37, 43, 46 y 49 

•C, por 9 a 10 hrs. El crecimiento se determinó mediante 

medie ibones de densidad ópt ica (en un espectrofotówetro 

Perkin Elmer modelo 35) cada 30 min. 

ANALISIS DE LA E8P0RULACI0N Y LA PRODUCCION DE ENTER0T0XINA 

EFECTO DEL ALMIDON: 

CULTIVO» Se activaron las cepas de la manera ya descrita, y 

se inocularon en medio para esporulaclón DS con almidón ai 



0.4V. y carbonato de sodio 0.66M al 1.257.. Lo® cultivos se 

incubaron a 37 o 46 

HIDROLISIS DE ALMIDON: A los cultivos del medio DS, se les 

determinó la concentración del carbohidrato, cada hora 

durante el t iempo de incubac ión. 

Con ese objeto, se tomó como base el procedimiento 

- empleado por Labbé y Duncan <1373), modificándolo de la 

siguiente manera: Se preparó una solución madre de 0.5gr de 

yodo + 5 gr de yoduro de potasio' en 100 mi de agua 

dest i 1ada. Por otro 1ado se hic ieron soluc iónes ¿standar con 

di ferentes concentr ac iones de almidón (4, 3.2, 2.4, 1.6, 0.8 

y 0.4 mg/ml). 

Se tomaron al1cuotas del culti vo de Iml y se 

centri fugaron en una microcentrífuga Eppendorf (modelo 5414) 

a 15,000 r.p.rn^ durante 3 minutos a temperatura ambiente. 

Se tomaron 150 ¿il de los sobrenadantes de los cult i vos o de 

las soluciones ¿standar y se le añadieron 6ml de la solución 

de yodo que fué previamente diluida 1»10.• Inmediatamente 

después se le determinó la absorbencia a 620nm, y se realizó 

una curva de calibración con los estándares (Fig. 1). 

ADICION DE AMILASA: En este experimento se utilizó or-amilasa 

de Badilas Iicbeniformis <300-1000 U/mg de proteína, Sigma 



Chem. Co.>. Par a determinar la actividad de proteaea 

existente en esa preparación, se utilizó Azoe olí (Sigma 

Chem. Co.) como sustrato, tomando como base el procedimiento 

desc rito por Löf f1 er y Labbó <1983). Los resultados de ese 

análisis indicaron que la solución de amilasa si contenia 

act ividad de proteasas. 

Tomando en cuenta la gran termoestabili dad de la 

amilasa de S. 1ichenif oráis, la muestra comercial se diluyó 

o es -o < 

* 

a l m i d ó n ( m g / m l ) 

Fig. 1. Curva estándar para la determinación de almidón 
solub1e. 



1 s 1000 en Tr i« 0.03M, pH 7.0 y se calent® a «urente 15 

min, (tratamiento con el cual se eliminó la actividad de 

prot sasa), de esta solución se agregaron a 1 os cult ivos 30 

¿jl a 1 as 3, 4 y 3 h r s de incubac i ón. 

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE AhíLASA: Se utilizaron dos 

polipéptidos que han mostrado actividad inhibitoria contra 

varias aroi 1 asas, uno es extraído de 1 a semi11 a de trigo 

CTritica» ¿estivu») (Siqma Chem. Co. ) (Silano, V,, et al. 

1975) y otra 11 amada "Tendami stat" que es produc ida por 

S trep toa y « i tendse (Cal b íochem) (Mural, H. , et al. 1995) . 

En estos exper imentos, se trató en primer 1ugar de 

inhibir la actividad de la amil asa de C. perfrmgens en el 

cult ivo, y en segundo inter fer ir en la aet ividad de la 

ami1 asa de 8. 1icheniforáis. 

El inhibidor extraído de la semilla de trigo, se 

reconstituyó en amortiguador Trie pH &.9 (0.05M), a una 
i 

concentración de 1.0 mg/ml. De esta solución se agregaron 60 

¿jl a tubos con 3 mi de los cultivos de C. perfrmqens a las 

3,4 y 5 horasde incubación. 

Por otro 1 ado, se tcimaron al 1 cuotas de la sol uc ión de 

ese inhibidor y se mezcló con la solución diluida de amilasa 

de 8. i ieheniforwis en proporc i ón 100:30. Esta mezcla se 

incubó a 37*C durante 30 min y en seguida se añadieron 100^1 

a los cult ivos a 1 as 3,4 y 5 hr s. 



El Tendatoistat se reconstituyó también en amort iguador 

Tr is a una concentr ación de 1 mg/ml. De esta soluc ión se 

agregaron 50¿il a los cultivos de C. perfringens a las 3,4 y 

5 hrs o cada media hr desde 1 as 0 hasta 1 as 8 hrs de 

incubac i ón. 

En otros exper i roen tos, se tomaron 30 jjl de la soluc ión 

de ot-amilasa de B.J ictie» ifor»is y se mezclaron con 100 ¿ri de 

1 a soluc i ón de Tendamistat, esta soluc ión se incubó en un 

bafto de agua a 37«C~ durante 15 min y se agregó a los 

cultivos a las 3,4 y 3 hrs. 

Para estos experimentos de inhibición de amilasas, se 

determinó la concentración de almidón en el cultivo y el 

crecimiento en la f orna ya descr i t a, además se buscó la 

presencia de esporas maduras mediante el microscopio de 

contraste de fases. 

EFECTO DE LA RAFINQSA 

CULTIVO: Tanto la activación de las cebas, como el 

proced imiento de los cult ivos se real izaron de la manera 

descr ita para estudiar el e fec to del almidón. Sólo que en 

este caso se sustituyó el almidón del medio de cultivo por 

la raf inosa, en la misma concentras ión. 



CUANTIFICACION DE ESPORAS: se tomaron alícuotas de los 

eul t i vos y se» col ocaron en tubos con t apa de rosca. Estos se 

col ocaron en un baRa de agua a 75 *C duran te 20 min para 

matar las células vegetativas y se enfriaron inmediatamente 

después en un bafto de agua helada. Para determinar 1 as 

espor as presentes, se ut i 1 i zó el método de conteo en pl ac a, 

para el cual se hicieron d i 1uciones dec imal es de 1 as 

alicuotas calentadas, de donde se inoculó en un medio 

nutr i t ivo con agar en nAjas Petr i. Este med io contenías 1.5X 

de Tripticasa Peptona (BBL) , 1.07. de Extracto de Levadura 

(Di feo) y 1.5'/. de Agar-Agar (Labbé, R.G., y D.K. Rey, 1373) . 

Los cultivos se incubaron en anaerobiosis mediante el 

sistema Gas-Pak Plus (9BL) a 37«C durante 24 a 28 hrs. 

CRECIMIENTO DEL CULTIVO: este se determinó mediante los 

valores obtenidos en un fotocolorimetro Klett—Sommerson, 

ut 111 z pindó un filtro # 66, o b i en en un espec tr «fotómetro 

Perkin Elmer (modelo 35). 

ANALISIS DE LA PRODUCCION DE ENTER0TOXINA: Se tomar on 

muestras de lOOml del cult ivo, 1 os cual es se centr i fugaron a 

10,000 x g durante 15 min a 4 «C. El paquete celular se 

reconstituyó en amortiguador de fosfatos pH 7.0 Í0.02M), y 

se procedió a obtener el extracto celular para determinar la 



©nterotoxina mediante la metodología ya descrita. 

DETERMINACION DE LA TERMOTOLERANCIA DE ESPORAS 

PRODUCCION DE ESPORAS: 9e activaron las cepas FD-1f FD-1041, 

y ATCC-3624, de la forma ya descrita. 

Se inoculò el medio DS sustituido con rafinosa, al cual 

se le agregó 1.25% de una solución de carbonato de sodio 

0.66M. Los cultivos se incubaron a 32, 37 y 46 «C hasta que 

la mayoría de las células liberaran la' espora. 

El cultivo se centrifugó a 10,000 x g por 13 min a 3 

•C. El precipitado se reconstituyó en agua destilada estéril 

hel ada y se centr i fugó a baja veloc idad <500 x g) a 5 SC 

durante 15 a 20 min. Se eliminó el sobrenadante Junto con la 

capa superior del precipitado. Este procedimiento se repitió 

en var ias ocasiones (generalmente más de 10)f hasta que 1 a 

suspensión de esporas estuviera casi totalmente 1ibre de 

células vegetativas. Esta suspensión se mantuvo a 5 *C, y se 

utilizó en un período no mayor de 6 días. 

MEDICION DE LA TERM0T0LERANCIA: Las suspensiones de esporas 

se ajustaron a una densidad óptica de 0.3 (600nm, 

en el espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 35). Se tomaron 

alícuotas de 1.2 mi de las muestras y se colocaron en tubos 



Pyrex de 6mm de diámetro, a loe cuales se les selló sus 

extremos con fuego. 

Los tubos fueron colocados a 73 *C durante 15 min para 

la activación de las esporas, y después sometidos a 85 o 95 

«C en un baflo de agua, por intervalos de tiempo diferentes, 

e inmediatamente se enfriaron en un bailo de agua helada. 

Para determinar 1 a cantidad de esporas sobrevivientes 

en 1 as suspensiones calentadas, se abr ió el tubo 

asépticamente, se tomó 1 mi de la muestra y se vertió en 9 

mi de agua peptonada al 0.1%. Esta suspensión se trató con 

ultrasonido en forma suave (ÍO seg a GO un idades de 

intensidad, en el son ic ador ya descr ito) para dispersar 1 as 

espor as agíutinadas. 

A par t ir de esa suspensión se hic ieron di 1uciones 

dec i mal es <0. 2ml en 1.8 inl) en agua pep tonada, ut i 1 izando 

una puntilla de micropipeta para cada dilución. A partir de 

las suspensiones diluidas se sembró en medio nutritivo con 

agar de la misma manera en que se descr ibió para la 

determinación de esporas. 

Tomando en cuenta que una reducción decimal en el 

número de esporas sobrevivientes siempre es causada por el 

mismo número de minutos de calentamiento, se puede usar ese 

valor como una medida de resistencia al calor. Ese tiempo se 

le conoce como valor "D" (Ingram, M., 1969). 



Eso significa que si el tiempo de calentamiento a una 

temperatura particular es graficado contra el 1 og » (donde 

n es el número de esporas sobrevivientes en cierto tiempo)» 

resulta una linea recta, que representa una relación 

descr ita como exponenc ial (Ingram, M., 1969). 

Para el trazado de la linea recta, se empleó el método 

de regresión lineal, y para comparación de pendientes se 

" utilizó el análisis de covarianza (Zar, J.H. 1974). 

PRODUCCION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DEL CUERPO 

BRILLANTE INTRACELULAR 

CULTIVO; Se activó la cepa NCTC B239, de la manera ya 

descrita y de ese cultivo se inoculó al IX un nuevo caldo 

con tioglicolato sin agar (4 lts) y se incubó a 46*C durante 

10 a 12 hrs. 

K 

AISLAMIENTO« Las células bacterianas se colectaron mediante 

centr i fugaci ón a 10,000 x g durante 15 rnin a 4 *C, y se 

eliminó el sobrenadante. El precip itado celular se 

resuspendió en amort iguador de fosfatos pH 7.0 <0.02M> 

helado que contenia polimetilsulfóxido (PMSF) (Sigma Chem. 

Co. ) lmM y ácido et i lend iam inotetr ac ét ico (EDTA) lmPI. Para 

romper las células, la suspensión se sometió a 16f000psi en 



una prensa francesa <SLM Instruments Inc) con su celda 

pre-enfriada a 2«C y usando un pistón de una pulgada de 

diámetro) este procedimiento se repitió en dos ocasiones. 

La suspensión obtenida, se centrifugó a 500 x g durante 

25 min a S*C, se eliminó el sobrenadante, y el precipitado 

se lavó en dos ocasiones en el amortiguador de fosfatos con 

PMSF y EDTA. La muestra 1 avada, se reconst ituyó en un 

peque PSo volumen del mismo amor t iguador y se somet i ó a 

ultrasonido <60 unidades de intensidad durante 10 seg), de 

esa suspensión se tomaron 2 a 3 mi y se centri fugaron en 

gradi entes cont inuos de densidad de: glucosa <25 - 70%), de 

diatrisoato de sodio <5 - 40%) o de bromuro de sodio <10 -

40%>, a 450 x g y 5»C durante 1.45 hrs para el de glucosa, y 

30 min para el resto de los gradientes . Tanto las 

soluciones de glucosa como las de diatrizoato contenían PMSF 

y EDTA Imft. El volumen de los gradientes fué de 

aproxiradamente 34ml y se construyeron mediante un formador 

de gradientes Pace (Isolab Inc) de lOOml. 

El gradiente se fracc ionó en alícuotas de 2 mi 

utilizando una pipeta Pasteur. Las muestras que contenían 

1 os cuerpos en estudio se colectaron y Lavarón con 1 a misma 

soluc ión amorti guadora, y se somet ieron nuevamente a 

ultrasonido y después a un nuevo gradiente, repitiéndose el 

proced imiento. 



DETERMINACION DE GLUCOGENOi Para determinar la presencia 

de este polisacárido en las células vegetativas se tomó como 

base el procedimiento empleado por Schoemaker, Clark y 

Saukkonen <1981) para la caracterización de gránulos de 

glucógeno en una cepa de Escbenchia calí. 

En este caso se activó la cepa NCTC 6239 de la manera 

descrita* inoculándose 40ml de caldo con tioglicolato sin 

agar e incubándose a 37 «C durante 16 a 18 hrs. Con este 

cult ivo se inocularon 4 1 i tros de caldo tioglicolato sin 

agar y se incubaron a 46 SC durante 10 a 12 hrs. 

Las c élulas se colectaron por centr ifugac i ón a 10,OOO x 

g por 15 min a 4 °C y se 1 avarón dos veces con soluc ión 

salina helada y dos con agua destilada helada. El paquete 

celular obten ido se liofilizó y se mantuvo en r efrigerac ión. 

Del mater i al liofiliz ado se tomó 1.5 gr y se somet ió a 

hidrólisis con 15 mi de KOH al 30'/, en un bafto de agua 

hirviendo durante 75 min. Después de enfriarse se le anadió 

15 mi de etanol al 95% helado y se mantuvo durante 12 a 14 

hrs a S'C, 

La muestra se centrifugó a 18,000 x g por 15 min. El 

precipitado se disolvió en agua destilada <15ml) y se 

centrifugó a 4,000 x g durante 15 min para eliminar el 

<nat er i a 1 i nso 1 ub 1 e. 

El sobrenadante se val vi ó a prec ip itar med iante un 



volumen igual de etanol absoluto frió y se mantuvo a 4*C 

durante 2 hrs. La muestra se volvió a centrifugar a 18,000 x 

g durante 15 min. 

El precipitado se hidrolizó después con HsSO« 2M en un 

baño de agua hirviendo, se enfrió y se neutralizó con KaHPQa 

2M. 

La presene la de glucosa en el hidrolizado, se determinó 

mediante la técnica de la glucosa oxidasa <Sigma Chem. Co,) 

DETERMINACION DE F08F0R0 INORGANICO I Para este análisis, se 

empleó una muestra de CBI aislados, en una concentración de 

lmg/ml. 

A 100 ¿il de la suspensión de CBI, se agregaron 900 pl 

de una solución que contenía! 1.2 mi de HsSOa 10M, 4-.B mi de 

agua, 2 mi de mol ibdato de amonio al 2.57. y 2 mi de ácido 

ascòrbico al 10X, la cual fué preparada antes de usarse. La 

suspensión se mezcló en un tubo y se mantuvo en un bailo de 

agua a 37 »C dur ante 2 hrs. Después se determinò I a 

absorbencia a 820 nm. Los estándares utilizados fueron 

soluciones de NaHsPO« en concentraciones de 10 a 60 pg/ml 

iKeleti, G. , y U.L. Lederer, 1974». 

DETERMINACION DE P0LI-/?-HIDR0XIBUTIRAT0l Para determinar la 

presencia de este compuesto en los CBI aislados, se utilizó 



el procedimiento de Law y Slepecky (1961). 

El experimento se llevó a cabo en tubos de centrifuga 

de policarbonato, los cuales se lavaren previamente con 

etanol y el oro formo c aliente. Se transf ir ió 1 mi de la 

suspensión de CBI (lrag/ml) a un tubo de centrifuga, y se le 

agregó 1 mi de solución de hipoclorito de sodio al 80%, . La 

mezcla se incubó a 38«C por 1 hr y después se centrifugó y 

lavó tres veces con 2 mi de agua bidestilada, acetona al 90% 

y etanol al 95% respect ivamente. 

El pr ec ipitado se d isol vi ó con 6 mi de cloroformo 

caliente, se filtró en papel y se dejó evaporar. Luego se 

agregaron 10 mi de HzSO« concentrado, y se calentó a 100*0 

•.en un bafto de agua) por 10 min. Después de que la muestra 

se enfrió, se le determinó la absorbancia a 235nm, 

ut 11 izando ác ido sul f «Ir ico como bl anco, y 

pol i-^í-h idroxibut irato aislado de Alcaligenes sp. <9igma 

Chem. ,Co,) en varias concentraciones como estándar. 

80LUBILIZACION DEL CBIi Con el fin de sclubllizar «1 CBI, se 

trató una muest ra de esta i nc1usión <lmg/ml) con 1 as 

siguientes tratamientos: a) Tritón X-100 al 1%, b) CHAPS al 

1%, c) Colato de Sodio al 17., d) Urea 5M, e) SD3 al 1%, f) 

SDS al 10%, g) SDS al 17. y Ditiotreitol (DTf) O.OSM, h> SOS 

al 1% y fMlercaptoetanol al 2%, i) NaOH O.JN, j) 75*C 



durante 30 min. 

La solubilización se determinó mediante la observación 

de la nuestra al microscopio de contraste de fases y 

mediante electroforesis en gel de poliacr ilamida en 

condic iones no d i soc i antes. 

ELECTR0F0RESI8 EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES! Para este experimento se 

siguió la metodología descrita por Hames <1981) con ligeras 

modificaciones. Esta consistió brevemente de lo siguiente: 

La muestra de proteina <lmg/ml) se colocó en una solución 

desnatural izante (que contenía: 10V. de /J-mercaptoetanol 

(Sigma Ctiem. Co.) o Ditriotreitol 0.05M (Research Organics 

Inc), SDS al 5"/. <p/v), 0,0IX de azul de brotnofenol, glicerol 

al 20 7. (p/v) y Tris al 1.5'/., con un pH de 6.8) en 

proporqíón 1:1. Después la suspensión se mantuvo en un baKo 

de agua hirviendo por 2 a 3 min. 

Esa solución se centrifugó a 6,000 x g para eliminar el 

material insoluble, y una alícuota (20 a 40 $jI ) se sometió a 

electroforesis en un gel separador de pol iacrilamida al 107. 

de 3 mm de grueso con un gel concentrador al 2.5X. Se 

apiicaron 130 Volts para 1 a concentrac ión de proteínas, y 

después 150 Volts para la separación. Se utilizó ventilación 



para mantener fresco el gel. 

Después de la electroforesis, el gel se colocó en ácido 

tr icloroacét ico al 12.3% durante 30 min, se lavó en agua y 

después se mantuvo en la solución colorante (que contenía: 

azul Coomassie R-250 al 0.1'/. Cp/v), metanol al 50% y ácido 

acético al 10%) durante toda la noche (12 a 14 hrs) con 

agitación continua. Para eliminar el exceso de colorante en 

* el gel , éste se mantuvo en ác ido ac ét ice al 10% con 

agitación constante y con varios cambios de esa solucidrt. 

Gomo marcadores de peso molecular se utilizaron« 

anhidrasa carbólica (Ph 29,000), albúmina de huevo (PN 

45,000), albúmina bovina (PM 66,000), fosforilasa B <PM 

97,400), fl-galactosidasa (PM 116,000) y miosina <PN 

205,000), (Sigma Chem. Co.). 

EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES! en forma general se 

siguióiun procedimiento similar al anterior, con excepción 

de que no se utilizó SDS ni fj-mercaptoetanol o ditiotreitol, 

tampoco se calentó la muestra antes de colocarse en el gel. 

Sin embargo la electroforesis se llevó a cabo a 5 *C. 

DETERMINACION DE QLUC0PR0TEINAS EN GEL DE POLIACRILANIDA 

Para determinar la presencia de carbohidratos en las 

bandas de proteina de nuestro interés, se utilizó el 



procedimiento de Tinción de Plata desarrollado por Dubray y 

Bezard (Andrews, A.T., 1987). Este método es altamente 

sensible para la detección de glucoproteinas en gel de 

poliacr ilam ida, y es una mod i f ic ae ión del empleado para 

detecc ión de proteínas. 

Después de realizarse la electroforesis en gel de 

poliacr i 1 amida, el gel se somet i ó al siguiente 

procedimiento: 

1.- El gel se colocó en una solución de isopropanol al 25% 

conteniendo ácido acético al 107. durante toda la noche 

(12 hrs aprox.). 

2.~ Después se transfirió a una solución de ácido acético 

al 7.5% por 30 min. 

3.- Enseguida se suspendió en ác ido peryódico al 0.2% 

durante 60 min a 5*C. 

4.- El gel se lavó 3 veces en agua destilada. 

5.- Después de eliminar el agua, se le agregó una solución 

de plata amoniacal (rec ientemente preparada) agitando 

continuamente, manteniéndose en esas condic iones por 15 

min. 

6.- Luego el gel se lavó nuevamente en agua. 

7.- Posteriormente se transfirió a una solución de ácido 

cítrico al 0.005% con formaldehido al 0.019%. Las bandas de 

glucoprotelna se hicieron aparentes en este paso. El tiempo 



de tratamiento en este estadio duró de 1S a 20 otin. 

6.- El gel se lavó con varios cambios de agua destilada por 

más de una hr. 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

METODO DE BRADFORDt Se siguió el procedimiento descrito por 

ese autor C1976J, el cual consist ió de lo siguiente: se 

preparó el reactivo de Bradford que estaba constituido port 

lOOmg de azul brillante Coomassie G-250, 50ml de etanol al 

95% y lOOml de ácido fosfórico al 85% <p/v) diluidos a 1 

litro de agua bidestilada. 

Se tomaron lOOpl de la solución problema o del estándar 

y se colocaron en un tubo, luego se le añadieron 5ml del 

reactivo de Bradford, se mezcló y se dejó reposar durante 15 

min. Se determinó la absorbancia a 595 nm. 

t 

METODO DE LOWRYi El procedimiento empleado es una 

modificación del reportado por Loury y otros C Garvey, J.S., 

N,E. Cremer, y D.H. Sussdorf, 1977) 

Para este procedimiento se prepararon las siguientes 

soluciones: A-l: 2 gr de tartrato de sodio disuelto y 

aforado a lOÚml de agua, A-2: 1 gr de CuS0a«5Ha0 disuelto y 

aforado a 100 mi de agua y A-3: 20 gr de NazCOs disueltos y 



aforados a 1 lt con NaOH 0.1N. Se preparó la solución A con 

una mezcla de las soluciones anteriores] O.Sml de A-l + 

0.5ml de A-2 + 50.0ml de A-3. Por otra parte se utilizó el 

react i vo Folin-Cloc alteu <S igma Chem. Co.) a una dilución 

1.0N. 

Se tomaron 0.4 mi de 1 as muestras o estándares y se 1 es 

agregó 2 mi de la solución A, se mezcló y se dejó reposar a 

temperatura ambiente durante 10 min. Después se le agregaron 

200^1 del reactivo de Folin-Ciocalteu, se mezcló y se 

mantuvo a temperatura ambiente por 30 min. Enseguida se 

determinó la absorbancia a 500 nm. 

Para los dos métodos, se utilizaron soluciones estándar 

de albúmina sérica bovina (ASEO o una mezcla de ASB y 

»'-globulina <Sigma Chem. Co.) en proporción 1:1. 

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION 

Las células cultivadas en el medio DS con almidón con y 

sin cr-amilasa, tenían 7 hrs de incubación antes de ser 

procesadas para su observación; en el caso de las cultivadas 

en el mismo medio pero con rafinosa, se emplearon cepas de 

5 . 5 a 6 hrs de incubac ión. Para observar 1 as células 

vegetativas con el CBI, se utilizaron cultivos de 10 hrs. 

Por otro lado, para el análisis de los CSI aislados, se 

emplearon muestras obten idas de 1 a centr i figac ión en 



gradientes de sacarosa. 

Las muestras se colocaron en una solución de 

glutaraldehìdo al 2.3'/. en amortiguador de cacodilatos pH 7.2 

<0.Ih) y se centr i fugó a 3,000 r.p.m. durante 5 min a 

temperatura ambiente. Inmediatamente después se utilizó una 

nueva solución fijadora y se mantuvo a 4*C durante 2 hrs. 

Después de lavarse con amortiguador de cacodilatos, la 

muestra se embebió con un volumen igual de agar Noble al 2'/. 

disuelto en amortiguador de cacodilatos pH 7.2 0.2M. 

Enseguida la muestra se fijó con tetraóxido de osmio al IX 

d isuelto en el amort iguador de cacod i 1atos durante 12 a 15 

hrs a 4«C. 

Posteriormente la muestra se deshidrató en una serie de 

soluciones de etano1 al 20, 50, 70, y durante 15 min en 

cada concentración, y finalmente en una solución al 100% 

durante 30 min. Después, el material se infiltró en resina 

Epon-flraldita disuelta en etanol en las siguientes 

proporciones y tiempos: 1«2 por 60 min, después 1:1 durante 

2 hrs, luego 2:1 por 12 a 15 hrs, y al final resina pura 

dur ante 3 hrs. La temperatura usada para la infiltración fué 

de 70«C. 

Los cortes se tinerón con acetato de urañilo al 5% 

(p/v) durante 15 min y después con acetato de plomo al 0.4X 

(p/v) también durante 15 min. 



Las muestras se examinaron ut i 1 i2ando un microscopio 

electrónico de transmisión marca Joel modelo JS-100, 

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRI00 

Los CBI aislados mediante gradientes de sacarosa, se 

fijaron con glutaraldehido al 2.5% disuelto en amortiguador 

de cacodilatos pH 7.2 <0,1M3, a temperatura ambiente durante 

5 min. Se centrifugó a 3,000 r.p.m. por" 5 min, se desechó el 

sobrenadante, y el precíp itado se cont inuó f iJando en una 

nueva solución de glutaraldehido, manteniéndose a 4*C 

durante 2 hrs. 

La muestra se colocó en un filtro Millipore HAUG-01300 

(poro de 0. 45/jm) med i ante una Jer i nga pl ást ica. El filtro se 

colocó luego en amortiguador de cacodilatos durante 30 min y 

después se mantuvo en una solución de tetraóxido de osmio al 

1% (di suelta en el mismo amort iguador > por 12 a 16 hr s. 

Después de lavarse en el amortiguador , se deshidrató y secó 

al punto crítico. Las muestras se examinaron en ur> 

microscopio electrónico de barrido ISI Super III A. 



R E S U L T A D O S 

PRODUCCION Y PURIFICACION DE ENTEROTOXINA: Siguiendo el 

procedimiento descr ito, durante la cromatografia se 

obtuvieron dos grupos de fracciones que mostraron 

absorbancia a 280nm (Fig. 2)f el grupo que apareció primero 

teñí a una absorbancia mayor a 260nm que a 290nm, pero el 

f r a c c i o n e s 

Fig. 2. Fraccionamiento de la elución durante la filtración 
en gel de la enterotoxina. Se utilizó una columna de 2.5 x 
40 cm., empaquetada con Sephadex G-IOO. El flujo fué de 19 a 
21 ml/hr, colectándose fracciones de 5 mi. 



segundo grupo mostró mayor «tbsorbancia a 280 que a 2&0nm. 

Al someterse a inmunodi fusión de Ouchterlony, el grupo 

de fracciones con mayor absorbancia a 280nm fué el único que 

mostró ident idad inmunológica con la enterotoxina estándar. 

El análisis de pureza de la enterotoxina mediante la 

electroforesis en gel de poliacri 1 amida en condiciones no 

disociantes, mostró una sola banda que correspondía a la de 

asa proteína (dato no mostrado). 

CULTIVO DE LAS CEPAS EN EL MEDIO D8 CON ALMIDON 0 RAFINOSA 

ESTUDIOS PRELIMINARES» 

En los estudios preliminares, se cultivaron las cepas 

NCTC 8238 y NCTC 8233 en el medio DS con almidón a 37, 43 y 

46«C, con el fin de determinar el crecimiento de la bacteria 

entre el rango de su temperatura óptima de crecimiento y 

compararlo con el obten ido a 37 «C. Se observó (Fig. 3) que 

las dos cepas mostraban un crec imiento muy pobre a 46«C a 

diferencia del obtenido a 37*C, la mayoría de esas células 

eran vegetativas (Fig. 8), y solo un número reducido de 

el 1 as in i c iaban el proceso de esporulac ión pero no eran 

capaces de f inal izar lo. Un comportami ento s imi1ar se 

observó a 43«C. Otras cepas ent er otox igén icas como la 

FD-1041, la FD-884 y la NCTC 10240, también mostraron un 

escaso crecimiento a esas temperaturas (dato no mostrado). 

Cuando se sustituyó el almidón del medio de cultivo por 



Fig. 3. Efecto de la temperatura en el crecimiento de C, 
perfringens en el medio DS con almidón a 37 ^ 46*C, a) cepa 
NCTC 8233, b) cepa NCTC 8238. 



rafinosa, la cepa NCTC 8239 mostró a 46«C un crecimiento 

similar al obten ido a 37 *C. (Fig, 4), además de que t amb i ¿n 

se observó 1 a f ormac ión de un gran número de cól ul as c on 

esporas maduras. Un comportamiento similar fué mostrado por 

la cepa NCTC 8238. Estos datos nos permitieron concluir que 

la rafinosa era un carbohidrato más apropiado para obtener 

mayores proporciones de crecimiento y de esporas a la 

temperatura óptima de crecimiento. 

G) 
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Fig. 4. Efecto de la rafinosa en el c rec imiento de C. 
perfrinçtsns cepa NCTC 8239 a 37 y 4&-C, en el medio DS. 



CULTIVO DE LAS CEPAS EN EL MEDIO D3 CON ALMIDON 

Habiéndose observada en 1 os exper intentos prel i minare« 

que: 1) cuando se utilizaba almidón en el medio de cultivo a 

43 y 46"C se obtenía un pobre crecimiento y las células que 

iniciaban la esporulación eran incapaces de terminarla y 2) 

que cuando se sust ituia el almidón por rafinosa se obtenía 

un buen crec i.miento y se obser vaban un gran número de 

esporas maduras, se pensó que el almidón podía ser el factor 

responsable de la incapacidad de crecer y esporular de las 

cepas a esa temperatura. 

Par a determinar si el almidón era ut ilizado por 1 a 

bacteria a 46*C, se procedió a analizar la concentración de 

este carboh idrato dur ante el cultivo a 37 y 46 *C de dos 

cepas enter otoxigénicas. 

En la cepa NCTC 8239 se demostró <Fig 5a) que a 37*C, a 

medica que el cultivo crecía, la concentración de almidón en 

el medio disminuía; sin embargo a 46°C la concentración de 

ese carbohidrato permanee i ó casi estable mostrándose un 

crecimiento muy pobre. Un comportamiento similar fué 

mostrado p*?r la cepa NCTC 8238 <Flg 5b); en esta cepa el 

crecimiento a 37«C fué más lento que en la cepa NCTC 8239, 

notándose también una disminución más lenta en la hidrólisis 

del almidón del medio de cultivo. 



t i e m p o ( h o r a s ) 

F ig. 5. Crecimiento de C. perfring^ns y concent rae i<5n del 
al mid<6n en el med i o DS, durante el cul t i vo de las cepas NCTC 
8239 <a) y NCTC 8238 (b). 



Los resaltados obtenidos en esos experimentos hacian 

pensar en la posibilidad de que el almidón no era utilizado 

porque la bacteria era incapaz de hidrolizarlo a esa 

temperatura. Para comprobar esta idea se anadió ct-amilasa de 

8. I ichen i f oráis a l os cul t i vos de 1 as dos cepas a 1 as 3,4 y 

5 horas, observándose en la cepa NCTC 8239 un incremento 

inmed i ato en el cr ec i miento <Fig. 6> 11 egando a f or mar 3.9 x 

10 espor as por mi de cul t i vo <Tabl a 1) , además como era de 

esperarse, la concentración de almidón disminuyó rápidamente 
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Fio. 8. E fecto de la ad ic i ón de at-ami 1 asa de S. 
1 ichen i form is, a los cultivos de C .per fring&ns cepa NCTC 
8239, en el medio DS con almidón incubados a 4&*C. Las 
flechas indican el tiempo de adición de la enzima 
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Fig. 7. Efecto de la adición de <*-amila&a de 
8.1icben ifornis, a los cultivos de C. perfring&ns cepa NCTC 
8238, en el medio DS con almidón incubados a 4S"C. Las 
flechas indican el tiempo de adición de la enzima. 

<Fig. 6). Por su parte la cepa NCTC 8238, también mostró un 

gran crecimiento CFig, 75 11egando a producir 5.2 x 10 

esporas por mi del cult ivo <Tabla l, Fig, 9). Muchas de 1 as 

células en esporulac ión de esos cultivos, al obser varse al 

microscopio de contraste de fases, mostraban la inclusión 

intracelular en forma de barra, que indicaba la formación de 

enterotoxina intracelular. 

Otros carbohidratos como la maltosa y la glucosa al ser 



I 

l 

) 
Fig. 8. Fotografía al microscopio electrónico de transmisión 
rit células de C.perfringens cepa NCTC 8238, cultivadas a 
43 «C en el medio DS con almidón ('11,400 X) 

utilizados como -sustitutos del almidón en el medio DS 

también promovieron el crecimiento de esas cepas a 43 y 

46 «C, aunque la producción de esporas fué nula o muy escasa. 

Por otro lado, se analizaron tambiér dos cepas no 

productoras de enteroto*ina, y estas mostraron un 



Fig. 9. Fotografía al microscopio electrónico de transmisión 
de células de C. perfr-ingens cepa NCTC 8238, cultivadas a 
43"C en el medio DS con almidón + a- amilasa. Se observa una 
célula en proceso de esporul ación (19,000 X) 

comportamiento diferente: la cepa FD-1 cultivada a 46*C en 

el medio DS con almidón sin agregarle amilasa, produjo un 

crecimiento similar al observado a 37»C, además de que 
7 

también fue capaz de producir 4.2 x 10 esporas/ml a esa 

temperatura (Tabla 1), Por otra parte el crecimiento a 



t i e m p o ChorasJ 

Fig.10. Crecimiento e hidrólisis de almidón de C.perfringens 
;epa FD-1 <no enteroto^igénicaí en el medio DS a 37 y 46 «C. 

46 ®C fué más acelerado que el de 37 -C, provocándose también 

una d isminuc ión más ráp ida del almidón en el cult ivo. 

(Fig. lO'J . Otra cepa la ATCC 3624, también mostró un 

:recimlento muy r áp i do a 46 »C sin necesidad de agregar 

am 11 asa; de i gual manera que en la otra cepa, la 

concentración del carbohidrato también disminuyó rápidamente 

(Fig 11). En esta última cepa sin embargo, la producción de 

esporas a 46 «C fué menor <5.3 * 10 /mi) que las obtenidas a 

37 «C <3.1 x 107/ml) <Tabla 1). 



t i e m p o ( h o r a s ] 

Fig. 11. Cree imiento e hidrólisis de almidón de C. 
psrf r ingsns cepa ATCC 3624 < no enter ot oxigénica) a 37 y 46 »C 
en el medio OS. 

\ 

T-C 

amilasa 

añad i da* 

espor as / mi \ 

T-C 

amilasa 

añad i da* NCTC 8239 NCTC 8238 FD-1 ATCC 3624 

37 0 3.9 x 107 5.2 x 10* 3. 0 x 107 3. 1 x 10* 
46 0 < 100 < 100 4, 2 x 107 5.3 x 10* 
46 90 3. 1 x 10* 3.4 x 10* NR + NR 

*i ¿jg de enzima/10 mi de cultivo. +NRj no realizado 

Tabla 1. Producción de esporas en el cultivo de varias cepas 
de C . per f r ingerís, en pr esenc i a o ausenc i a de cram i 1 asa de 
S. I ie/Jín ifaraiSf a 37 y 46 *C. La determinación se rea 1 i z ó a 
las 12 hr de incubación de los cultivos. 



CULTIVO DE LAS CEPAS EN EL MEDIO DS CON RAFINOSA 

Deb ido «i que todas 1 as c epas empl eadas en estos 

exper i montos, con excepc i ón de la FD-1041, mostraron una 

veloc idad de crecimiento "p" más r áp ida a 43»C que a 37,46 o 

43«C , se decidió usar 43 *C como la temperatura de 

incubación de estos cultivos. 

Habiéndose demostr ado en 1 os estud i os preliminares que 

la raf inosa favorecía el crecimiento y la esporulac ión de 

varias cepas en el ranao de su TOC, pretendimos entonces 

utilizar este carbohidrato en el medio DS para demostrar y 

medir 1 a producción de enterotox ina y de esporas a esa 

temperatura, sobre todo en aquel1 as cepas que hablan sido 

aisladas de brotes de toxi-infecciones alimentarias. 

Al cult ivar se la cepa FD-1041, se observó un 

crecimiento símilar a 37 y 43"C (Fig. 12), sin embargo a 

43 *c tfué mas acelerado que a 37 «c. La proporción de esporas 

producidas también fué equiparable a las dos temperaturas, 

aunque a 43*H se detectaron mas rápido (3 hfs.) que a 37»C 

<5 hrs.). 

La enterotoxina también se produjo a 43*C, detectándose 

a las 3 horas de cultivo y mostrando un máximo de producción 

intracelular a las 5 horas (Fig. 13). 

Cuando se observaron los cultivos al microscopio de 
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F ig- 12. Cree i miento y espor ulac i ón de C . p<?rfr ing&ns cepa 
FD-1J041, en el medio DS con rafinosa a 37 y 43 "C. 

.entraste de f ases, se notó que 1 as células en esporulac i ón 

de esa cepa, contenían unos cuerpos íntracelulares opacos. 

Med i ante la lübser vac i ón al m ic r o«=c op lo electrónico de cortes 

de esas células, se confirmó la formación de esporas y la 

presenci a de grandes inc1usiones citoplásm ic as g1obulares 

(Fia. 14 j. 



t i e m p o C h o r a s ) 

Fig. 13. Creciffl iento, esporulac i <5n y producc ión 
enterqtoxina de C. p>srfr in-jens cepa F0-1041 a 43"C. 

de 

Ot v as cepas como la NCTC 10240 CFig, 15) y la FD-884 

(no mostr ada) mostraron tambi én propere iones sinulares de 

producc i On de esporas y de enterotox ina a 37 y 43"C (Tabla 

2 J. Las c apas no enter otox igén icas FD-1 y ATCC 3624, tampoco 

produjeron enterotoxina detectable a 43"C, aunque si un gran 

número de espor as a esa temperat ur a. 



Fig.l 14. Fotografía al microscopio electrónico de 
transmisión de cortes de células de C. perfringens cepa 
FD—1041, cultivadas en el medio DS con rafinosa a 43*C, 
mostrando la espora en formación y el cuerpo globular 
intracelular (38,000 X). 

La enterotoxina producida a 43«C por las cepas, mostró 

una reacción de identidad completa (inmunodifusión de 

Ouchterlonyj con la sintetizada a 37«C. 

Habiéndose demostrado que la temperatura óptima de 

crecimiento era más favorable para la producción de 



Cepa T«C Esporas/mi Enterotoxina* 

FD-1041 37 6.9 x 10° 326 
43 1.3 X 10' 513 

FD-884 37 2.6 X 10a 394 
43 9.1 X 10° 392 

NCTC 10240 37 2.4 X 107 337 
43 9.6 X 10° 301 

FD-1 37 2.6 X io7 ND* 
43 1. 1 X 107 ND 

ATCC-3624 37 3.5 X 10* NO 
43 8.7 X 10° NO 

*i fjg de enterotoxina/mg de extracto celular 
+NDi no detectable. 

Tabla 2. Ssporulación y producción de enterotoxina por 
varia« cepas de C.perfringens cultivadas a 37 y 43*C «n el 
med i o DS con r a f i nosa. 

enterotoxina que 37«C, era necesario determinar el la« 

células vegetativas ho esporuladas erarv capaces de producir 

enterotoxina a 43 *C. Sin embargo en ninguna de las cepas 

estudiadas <F0-1O41 y NCTC €239) se detectó la presencia de 

la toxina. 



^ig. i5. Fotografía al microscopio electrónico de 
transmisión de cortes de células de C. perfringens cepa NCTC 
10240, cultivadas en el medio DS con rafinosa a 43*C, que 
muestran la espora en formación <28,500 X) 

Durante el cultivo de las células vegetativas no 

esporuladas a 43*C, se detectó la presencia de un cuerpo 

esférico intracelular (Fig. 16, 17 y 18). Al observar las 

células al microscopio de contraste de fases, se notó que 

estas inclusiónes eran muy brillantes y diferían de las 



producidas por las célalas en esporulación en que éstas eran 

opacas. 

Se demostró que este cuerpo brillante intracelular 

(CBI) se formaba principalmente entre 43 a 46«C. A 37 *C no 

se detectó su presencia en lo bacteria, mientras que a 49 «C 

la inclusión aparecía en forma i"eqular dependiendo de la 

c epa. 

Fig. 16. Fotografía al microscopio electrónico de 
transmisión, de cortes de células vegetativas de C. 
perfringens cepa NCTC 8239 mostrando el CBI <37.500 X>. 



17. Fotografías al microscopio electr 
transmisión de cortes de células vegetativas 
perfr ingens cepa NCTC 3239 mostrando el CBI <36,000 



Fig. 18. otografla al microscopio electrónico de 
transmisión de cortes de célalas vegetativas de C. 
pe<*fr mgen í cepa PS-52, mostrando el C8I (52,000 X). 

Fig. 19. Fotografía al microscopio electrónico de 
transmisión de cortes de -élulas de C. perfringsns cepa NCTC 
8233, rotas mediante alta presión, mostrando el CBI libre 
(52,000 X) 



El aislamiento de la inclusión se logró mediante la 

centrifugación, de los restos particulados de células rotas, 

en gradientes de sacarosa o de diatrizoato de sodio, los 

cuales permitían la formación de una banda definida 

compuesta princípalmente de CBI (fig. 20 y 21'. 

Fig. 20 . Fotografía al microscopio electrónico de barrido 
de CBI aislados mediante centrifugación en gradientes de 
densidad de sacarosa (5,000 Xi>. 



Fig. 2l . Fotografía al microscopio electrónico de barrido 
que muestra CBI aislados mediante centrifugación en 
gradientes de densidad de sacarosa <5,000 X). 

Una vez aislado, se procedió a analizar su composición 

química, determinándose la presencia de aquellos compuestos 

que pueden formar inclusiones intracelulares. 

Los análisis nc- detectaron la presencia de 



poi l-/?-hidrox ibut ir ato, ni de glucógeno o de fosfato 

inorgánico en el CBI. 

Sin embargo, mediante varios métodos se comprobó que la 

inclusión estaba compuesta principalmente por proteina. En 

el método de Brad f ord c uando se ut i 1 izó albúmina sér ica 

bovina como estándar, el análisis indicó que el OBI estaba 

compuesto de proteina en un 85%, sin embargo, al ut i 1 izar 

una mezc 1 a de 1 a misma albúmina con }^"globul m a en 

proporr ión 1:1 como estándar, se determinó que el cuerpo 

est aba const ituido por 100% de esa sustanc ia. Una técnica 

alternativa, la de Lowry, utilizando sólo la albúmina como 

estándar, mostró que el 38% del peso del CBI era proteina. 

Ya conoclendo que el CBI estaba const i tuido 

pr ine i pal mente de proteina, er a necesario determi nar si ésta 

era enterotoxina. 

De los tratamientos usados para la solubilìzación del 

CBI,(el SDS al 1 y 10% solamente provocó un aumento de 

volumen de las inclusiones y las hizo transí Oc idas, pero no 

las solub i 1 izó. El Tritón X-114, el coi ato de sodio, el 

CHAPS y la urea, provocaban un oscurecimiento de los cuerpos 

intrae elulares sin solubi 1 izar 1 os. El calor <75*C durante IS 

min.) al igual que el DTT 0.05M no mostrar on n ingún efec to 

aparente en las inclusiones. 

La combinación del SDS al 1% con DTT 0. 05M o con 



¿?-mer captoet anol al 27., al igual que el NaOH O. 1N provocaron 

una solubilización casi inmediata del CBI. 

Las inclusiones disueltas por esos tres tratamientos se 

sometieron a electroforesis en gel de poliacri 1 amida en 

condiciones disociantes. Los CBI disueltos con SDS + 

íhmercaptoetanol mostraron una banda principal de proteína 

bien definida (Fiq, 22). Algo similar ocurrió con la muestra 

— 205 

— 116 

— 97.4 

— 66 

— 45 

Fig. 22. Gel de poliacr11 amida al 107 mostrando en el 
rarril "a": una suspensión del CBI disuelta con SDS al 1/. y 
tf-ME al 27., y en el carril "b": proteínas marcadoras de peso 
R e c u l a r , después de haber sido sometidas a electroforesis 
en condiciones disociantes. 



disuelta con con SOS + DTT. El NaOH también disolvió los 

CBI, obteniéndose también una banda aunque algo difusa 

(datos no mostrados). 

Ned iante el método anter ior se determinó el peso 

molecular de la banda principal de proteína, el cual fué de 

47 hd (Fig. 22). 

Ninguna de las muestras solubi1 izadas con los tres 

tratamientos mostró identidad inmunológica con la 

enterotoxina mediante la técnica de Ouchterlony. Además se 

demostró que todas las cepas estudiadas, tanto 

enterotoxiaénicas como no ent«?rotox igén icas eran capaces de 

producir el CBI (Tabla 3). 

Cepa Enterotoxigenicidad CBI 

NCTC 8238 
NCTC B239 • 

NCTC 8679 + 4-
NCTC 8798 
FD—800 + 
FD-1 - 4-
PS-19 - + 

ATCC-3624 — 

Tabla 3. Producción del CBI por cepas enterotoxigénicas y no 
enterotox igén icas de C .perfringens. 



Los resultados de 1 a resistencia al calor de las 

esporas producidas a diferentes temperaturas, fueron muy 

interesantes. En estos experimentos se emplearon esporas de 

las cepas FD-1041, FD-l y ATCC 3624 producidas a 32, 37 y 

43 -C. 
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Fig. 23. Curvas de muerte térmica de esporas de 
C.perfringens cepa ATCC 3624, producidas a 32, 37 y 43"C y 
somet i das a €5 *C. 
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Fig. 24. Curvas de muerte térmica de espora 
C.perfriftgsns cepa FD-1041, producidas a 32, 37 y 43 
sometidas a 95 «C. 
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Fig. 25. Curvas de muerte térmica de esporas de C* 
psrf r ing'BTis cepa FD-1, pr oduc idas a 32, 37 y 43 #C. y 
sometidas a 8S*C. 
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Las esporas de las cepas ATCC 3624 y FD-1, se trataron 

a 85«C, mientras que las de la cepa FD-1041, que mostraron-

más termoresistene ia se trataron a 35"C. 

Las curvas de muerte térmica para cada cepa se muestran 

en 1 as f i gur as 23, 24 y 25. En est as se observa Ia 

sobrevivencia de esporas tratadas con calor a medida * que 

transcurre el tiempo. En las tres cepas y con las diferentes 

m i n u t o s a 8 5 8 C 



T *C de 

Esporulación 

D + 
•9 

T *C de 

Esporulación FD-1 ATCC 3624 FD-1041 

32 37 48 NDT* 
37 64 74 116 
43 85 90 200 

+s en minutos 
*NDTi no determinado. 

Tabla 4. Valor "D" de las esporas de diferentes cepas de 
C .per fr ingerís f producidas a 32, 37 y 43°C. 

muestras de esporas, las curvas siguieron un patrón lineal 

(exponencial), con la excepción de las esporas producidas a 

32*C de la cepa FD-1041, las cuales siguieron un 

comportamiento recto pero bifásico. 

A partir de esas "curvas", se obtuvo el valor D para 

cada muestra de esporas, estos se detallan en la tabla 

4. Esos datos indicaron que existe una relación entre la 

temperatura de esporulación y la termorresistencia de 1 as 

esporas obtenidas en los rangos estudiados. 

Esa relación implica que entre mayor sea la temperatura 

de esporulación, mayor será la termorresistencia de las 

esporas producidas. 



D I S C U S I O N 

Durante 1 a pur i f icac ión de enter oto* i na en la 

cromatografía de elución, se obtuvieron dos grupos de 

fracciones :on absorbancla a 280nm, Sin embargo sólo el 

segundo grupo mostr£ identidad inmunolbgica y actividad 

biológica similar a la enterotoxina estándar. Esto es 

explicable ya que el primer grupo de fracciones se ha 

demostrado que está compuesto principalmente de ácidos 

nucleicos «Granum, P.E. y J.R. Whitaker, 1980). 

La producción de enterotoxina fué de gran utilidad para 

l ..< real izac i ón de este tr abajo, ya que cuando éste se 

inició, la tonina no se obtenía comercialmente, ésta se 

emp1eó en la produce i ón de ant isuero y como estándar tant o 

para la contrainmunoelectroforesis, como para la 

car ac^ter izac lón pare i al del CBI 

Los experimentos preliminares descritos en la 

introducción de esta tesis, fueron similares a los 

realizados por Kim, Cheney y Woodburn <1967) y por Labbé y 

Duncan (1974). Ellos indicaban que la esporulación y la 

producción de enterotoxina tenían una temperatura óptima de 

37*C y que a 46»C la detección de esporas y enterotoxina era 

nula o apenas detect ab1e. Nuestros resultados tamb i én 



indicaron que la esporulación era pobre a 46*C, ein embargo 

cuando ae midió el crecimiento de esos cultivos, se observó 

que el tuitivo solo experimentaba un crecimiento durante las 

tres primeras ñoras después de la inoculación, además se 

comprobó que 1 a concentr ación del almidón del med io 

permaneció casi estable. Este comportamiento difería mucho 

de los cult i vos incubados a 37«C, 1 os cual es mostr aban un 

crecimiento sat isfactor io acompaRado por una disminución en 

la concentración del almidón. 

Estos datos sugerían una posible relación directa entre 

un crecimiento satisfactorio y la hidrólisis del almidón. 

Cuando se h i d r o l i 2 ó el almidón de los cult ivos a 46 *C 

med i ante la adición de ot-arai 1 asa de B.I icheni formis, se 

originó un crecimiento similar al obtenido a 37*C con una 

gran formación de esporas refrictiles, además, muchas de las 

células en esporulación mostraban 1 a presenc i a del cuerpo 

int r a(cei ul ar en forma de barra que indicaba la formac ión 

intr acelular de enterotoxina. Esto apoyaba la sugerene ia de 

que la bacteria no crecía ni esporulaba debido a que no 

podía h i d r o l i z a r e l a l m i d ó n . 

La adíc i ón de ami1 asa a un c ult ivo a 46 *C en el med10 

DS sin almidón, no provocó ningún crecimiento adicional 

después de las tres horas ni produjo esporas refráctiles. 

Esto indicaba que la enzima per se no era la responsable 



directa del crecimiento y la esporulación de esos cultivos, 

sino el almidón hidrolizado. 

Otros carboh idratos como 1 a mal tosa y la glucosa (que 

son el r esultado final de la actividad de las amilasas sobre 

el almidón), al ser utilizados como sustitutos del almidón 

en el medio DS, también promovieron el crecimiento de esas 

c epas a 43 y 46 *C", aunque 1 a producc lón de esporas fué muy 

escasa. Esto puede ser debido a que los carbohidratos de 

fácil metabolismo como la glucosa y maltosa pueden reprimir 

la esporulación de las cepas como sugieren Elmerich y Aubert 

<1975), 

En los cultivos a 43 y 46«C de las cepas en estudio, 

tanto los carbohidratos del extracto de levadura como la 

utilización de la proteosa peptona, podrían proveer de 

energía par a el crecimiento observado durante las tres 

pr imeras horas de cultivo, sin embargo al disminuirse esos 

nutrientes se podría detener el crecimiento e iniciar la 

esporulación. Nuestr as observac iones de esos cultivos 

indicaron que «lgunas células inicíaban - 1 a formac ión de 

esporas pero no 11egaban a terminar el proceso. Cuando por 

la acción de la amilasa añadida se generaban carbohidratos 

fácilmente metabolizabies, estos podrían haber proveído de 

la energía suficiente para la continuidad en el crecimiento 

y la formación de esporas. 



De Mendoza y Cronan (1983) y Svobodová y Svoboda (1988) 

han demostrado que la temperatur a puede afectar 1 a 

estructura y función de 1 a membrana c itoplásmica , y Hao y 

otros (1989 1 r aportaron que 1 a secrec iór de or-ami 1 asa en 

Badilas sabtJlis está regulada por temperatura. 

La act ividad de ami 1 asa demostrada en 1 os extractos 

-.elulares de culti vos de C .perfr ingerís a 46 *C (Qbser vac ión 

personal), sugiere que la amilasa si puede ser producida a 

esa temperatura, pero que pueden existir problemas para su 

sscrsción. 

A diferene la de 1 as cepas enter otox igén leas estudiadas, 

las dos cepas no productoras de enterotoxina si fueron 

capaces de crecer sat i s factor iamente en el mismo medio a 

46 VC hidrolizando el almidón con su propia amilasa. Como 

puede observarse en 1 as figuras 10 y 11, la velocidad de 

crecimiento de los cultivos a 46«C fué mucho más rápida que 

los incubados a 37*Cf esto era de esperarse temando en 

cuenta que se encontraban entre el rango de temperatura 

Opt íitia de cr ec imiento. 

La cepa ATCC 3624 incubada a 46«C produjo un número 

bajo de esporas comparado con el número obtenido a 37*C, 

esto puede ser debido a que la bacteria hidrolizó en forma 

muy rápida el almidón del medio de cultivo proveyendo de 

subunidades de carbohidratos más fácilmente metabolizables, 



que por un Iado facilitaron el crecimiente acelerado del 

cultivo y por otro reprimieron la esporulacibn. 

La sust i tuc i ón del almidón por raf inosa favorec ió no 

solo el crecimiento sino también la formación de esporas y 

de enterotoxina en 1 as cepas enterotoxigénicas. 

Las cepas empleadas en l>-«s cultivos con rafinosd 

mostraron en su mayorí a tener una veloci dad de cree imiento 

< " /j" ) más r áp ida a 43 que a 46 »C, por 1 o que se dec id i ó 

ut11 izar 43«0 como la temperatura de i ncubaclón en estos 

ev;per imentos. 

Los estudios en repas aísladas de brotes de 

toxi —infecciones alimentari as, demostraron que estas eran 

c apaces de produc ir espor as y enterotox ina a 43 «C en 

proporciones similares similares a las obtenidas a 37«C. Dos 

de esas cepas, 1 a FD-1041 y la FD-894, produjeron al tas 

cant idades de toxina, además se observó que durante la 

especulación producían grandes cuerpos globulares 

intrac itoplásmicos. 

Se piensa que estas inc1usiones pudleran estar 

compuestas de enteroto*ma, ya que de acuerdo a nuestros 

datos, en estas cepas, al rededor de la mitad de 1 a proteína 

de sus ext rae tos eelulares es enterotoxina. Los cuerpos 

intracelulares en forma de barra, que están compuestos de 

enterotoxi na, se observaron en las élula^ en esporulación 



de otras cepas, pero nó en la FD-1041 ni en la FD-984. 

Al observarse al microscopio de contraste de fases, los 

cuerpos globulares Intracitoplásmicos se mostraban opacos* 

por 1 o que d i ferIan del cuer po br il1 ante intracelular 

producido por 1 as células vegetat ivas. 

En varias especies de Bacillus y Clostridiu» se ha 

demostrado que 1 a temperatura ópt ima para 1 a esporul ac ión 

es símilar a la ópt ima pare el c rec imiento <Wi11iams.0.B. y 

W.J. Robertson, 1353). 

En C. perfringens se comprobó que tanto la producción 

de esporas termoresistentes como la formación de 

enterotoxina ocurrían más rápidamente a 43 que a 37*C, 

sugiriéndose que la temperatura óptima de crecimiento 

también era más favorable para esos eventOB que la de 37*C 

Estos resultados di f ieren de 1 os reportes de Kim, 

Cheney y Woodburn (1387), de Labbé y Duncan <1974), y de 

Rey, , Walker y Rohrbaugh <1975)quienes obtenían a 37*C 

cantidades de esporas mucho más grandes que entre el rango 

de su temperatura ópt ima de creeimiento. Sus resultados son 

explicables ya que el1 os ut ilizaron medios de cultivo con 

almidón. 

Otra información muy importante obtenida en este 

tr abajo es que 1 as esporas produc idas a 43«C eran más 

termorresistentes que 1 as producidas a 37«Cr 1 as que a su 



vez eran mas resistentes al calor que las formadas a 32*C. 

Las curvas de muerte térmica de las esporas de la cepa 

FD—1041 mostraron una calda importante en el número de 

esporas vivas durante los primeros minutos de calentamiento» 

Jna posible explicación para este comportamiento puede ser 

que esta cepa produzca algunas esporas con una morfología 

defectuosa que pudiera influir en su termorresistencia. 

Labbé y Rufner (1980) han demostrado, mediante estudios al 

microscop io electrónico de tr ansmisión, que c iertas cepas 

cuando se cultivan en el medio DS con rafinosa pueden 

producir algunas esporas con cubierta defectuosa. 

La gran disminución en el número de esporas vivas de la 

cepas FD—1041 producidas a 32»0 puede ser debida además a lo 

siguiente: muy pocas cepas de C. perfri»g+ns pueden 

esporular abajo de 32*C (Rey, C.R., H.W. Ualker, and P.L. 

Rohrbaugh) por lo que esta temperatura puede encontrarse 

entr^ el límite inferior permisible para la esporulacion de 

muchas cepas, en estas condiciones que no son muy favorables 

para el proc eso de esporulac ión, los factores involucrados 

en la termorresistene ia podrían no 11egar a establecerse en 

todas las cél ul as en esporul ac ión, lo que ocasionar la un 

comportamiento bifásico, esto es una d isminuc ión rápida en 

los primeros minutos en el núnero de esporas viables debida 

a la muerte de una gran cantidad de esporas con baja o nula 



termorresistencia, y después la muerte más lenta de las 

esporas con más resistencia al calor. Recientemente Lindsay 

y otros <'19901 haciendo estudios de termorresistencia de 

esporas de Sac111us subtiiis tipo A producidas a diferentes 

temperaturas, demostraron Que las esporas producidas a 

temperaturas cercanas a 1 os 1 imites máximo y mínimo para 1 a 

asporulación mostraban una resistencia al calor muy baja. 

La r áp ida for mac ión de esporas a la temper atura dpt ima 

de crecimiento y la gran termoresistene ia most rada por ésas, 

son factores que pueden favorecer 1 a preval ene ia de 1 as 

en fer medades gastrcunfcest inal es. 

Por otra parte el CBI, producido por las células 

veaet ativas a 43-46*C al observarse al microscop io de 

cont r aste de fases, se presentaba como un cuerpo br i 11 ante 

fie iI mente con fund ible con una espora. 

Nuestra primera impresión fué que esa inclusión podría 

estar, compuest a de enterotox ina, ya que el til ico cuerpo 

intr acel ul ar demostrado en C . perf r ingeits estaba compuesto 

de esa protelna, o bien que estuvier a const ituido de 

glucégcno debido a que el medi o de cult ivo era r ico en 

glucosa. 

A pesar de que la presencia de carbohidratos no fué 

detectado por el método de la antrona, sí se demostraron 

pequeñas cantidades por el procedimiento del fenol-ácido 



sulfúrico. Sin embargo, aunque la principal banda de 

proteina del CBI no contenía azúcares demostrables, sí se 

det ec t «5 La p reseñe i a de gl uc op rote í ñas en otras bandas 

menores, se cree que estas proteínas provenían de algunas 

fracciones de membranas que permanecían unidas a la 

inclusión aún después de aislarse por medio de la 

centrifugación en gradientes de densidad. 

De acuerdo a la observación al microscopio electrónico 

de transmisión de cortes de células íntegras y rotas, se 

determinó que esas estructuras eran restos de la membrana 

plasmát'ca que se mantenían adheridos a la inclusión después 

de que la baL ter ia se rompía. 

Aunque, no se demostró que el CBI estuviera compuesto 

por enterotoxina, y ya que su existencia no está descrita 

en la 1iteratura, esta inclusión merece un estudio detallado 

que brinde información sobre el posible papel que juega en 

la bacteria y/o en el microambiente del intestino humano y 

de animales. 

Por otrr lado, la rápida formación de enterotoxina a la 

temperatura óptima de crecimiento de la bacteria puede 

favorecer la causalidad de las toxi—infecciónes 

alimentarias. Naik y Duncan C1977) y Craven (1980) 

demostraron que C. psrfringens podía esporular y producir 

enterotoxina en alimentos a 37 "C, además ellos han sugerido 



que I a ingesti ón de 1 a toxina Junto con el al imento podría 

incrementar la -severidad de los síntomas de la 

to*i-infección al i mentar ia. 

Como es sabido, muchos al intentos después de cocinarse, 

se enfrian a temperatura ambiente durante un largo período, 

otros, los del tipo de buffet, en muchos casos se mantienen 

a temperaturas alrededor de los 40 a 50*C por muchas horas. 

En estas condiciones de temperatura, se podría favorecer la 

proli ferac iOn r áp ida de C. p«rfringens en un periodo muy 

corto de tiempo, en el cual las células pudieran iniciar o 

terminar 1 a esporulaciOn con la consiguiente producción o 

liberación de la enterotoxina respectivamente, en el 

al intento. 

Sin duda alguna los resultados descritos tendrán gran 

impacto en la conservación sana de los alimentos, ya que se 

deberá tomar en cuenta la potencialidad de C. perfringens 

de e^porular y producir enterotoxina a su temperatura óptima 

de crec imiento 

Casi la totalidad de los estudios sobre la esporulación 

y la producción de enterotoxina tanto in vi tro como ia vivo 

se han real izado a 37«C, con la información generada en este 

trabajo, se requerirán de estudios profundos sobre estos y 

otros eventos interrelacionados tanto en medios de cultivo 

c orno en a1 i men t os. 



C O N C L U S I O N E S 

Oe acuerdo con los resultados obtenidos y con la 

irformación antecedente, se concluyó lo siguiente: 

a) La inc apac i dad de 1 as cepas enterotox igén i cas 

estudiadas de crecer y esporu1ar a 46®C en el medio OS con 

almidón, se debe a que no pueden hidrolizar este 

carbohidrato a esa temperatura. 

P> Existen cepas no enterotoxigénicas que hidrolizan el 

almidón del med io DS a 46 "C, y crecen y esporu1an a esa 

temperatura. 

c) C. psrfringmns es capaz de crecer f esporular y 

produc ir enterotoxina a su temperatura óptima de 

cr ec imiento, en proporciones sim i 1 ares a las mostradas a 

37«C, si se sustituye el almidón del medio OS por rafinosa. 

,d) La espor ul ac ión y la produce i ón de enterotoxina, 

ocurren mas r áp ido a su temperatura ópt ima de crec imiento 

que a 37 «C. 

e] La termorresistencia de las esporas es directamente 

proporcional a la temperatura de incubación a la que fueron 

formadas. 

f!i El CBI está compuesto principalmente de una proteína 

con un peso molecular de 47 Kd, que es diferente a la 

enterotox ina. 



PERSPECTIVAS SOBRE FUTURAS INVESTIGACIONES 

EN EL TEMA 

a"» Actualmente las pruebas para clasificar una cepa de 

C . perfr ing<ff»$ c orno enterotox igénica o no enterotox igén ica, 

se basan en la detección de la enterotoxina, lo cual resulta 

tardado y laborioso, algunos los más rápidos son caros y 

tequiaren de equipo sofisticado. 

La relación indirecta entre la capacidad de hidrolizar 

el al mi dón a 43-4&"C y la enterotoxigen ic idad de la 

bacteria, mostrada por las cepas estudiadas, motiva a hjcer 

una investigac ión que involucre un mayor número de cepas, 

para determinar si este comportamiento sucede en el las de la 

misma manera, de tal modo que pueda ser usado como un» 

prueba d i agnóst ica sene illa rápida y económica. 

,b'J Por otra parte, la regulación por temperatura de la 

hidrólisis del almidón, est imula a estudiar tanto la 

sínt esis de la ami1 asa, como su proceso de secrec i ón y su 

actividad a diferentes temperaturas. 

c) La demostración de que C. perfringens esporula y 

produce enterotoxina en forma rápida a su temperatura óptima 

de crecimiento en los medi os de 1aborator10 empleados, 

motiva también a analizar esos eventos en alimentos de 



consumo generalizado que sean suceptibles de ser 

contaminados con esta bacteria. 

d) Hab i¿ndose demostrado en otros trabajos que 1 as 

esporas bacterianas pueden soportar mayor temperatura cuando 

estas se calientan en los alimentos, resulta importante 

conocer el potencial de sobrevivencia en esos productos» de 

las esporas de C. perfringerís, producidas a la temperatura 

óptima de crecimiento o mayores. 

e) La acel erada producc ión de enterotox ina a la 

temperatura óptima de crecimiento, ofrece la posibilidad de 

hacer más rápidos los métodos de detección de enterotoxina , 

1e que seria de gran ut i 1 idad para los 1aborator ios de 

diagnóstico clínico y epidemiológico.-

f) El cuerpo brillante intracelular, que ocupa un 

espac io considerable dentro de la bacter ia, mot iva a 

profund iz ar en la caracter i zac ión tanto f isicoquimica como 

biológica de la protelna, con el fin de determinar su papel 

en el ciclo de vida de este microorganismo o bien su efecto 

en aquellos organismos tanto procarióticos.como eucarióticos 

con los que está en contacto. 
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