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RESUMEN

Existen 1nformes en la literatura que indican que la
esporulacidn y la produccidn de enterotoxina de C.
perfripgen~s tienen una temperatura Sptima de 37«C, y que &
la temperatura &ptima de crecimiento (TOC) de la bacteria
(43~-46°C) esas eventos ccurren en baJja proporcidén o Me  son
detectables.

En este trabajo se estudid la esporulacidn y la
produccidon de enterctoxina  de C. perfringens a su
temperatura Sptima de crecimiento en el medic Duncan vy
Strong (DS) con alwmiddn o rafincsa.

Se demostre aque la incapacidad de varias cepas
enterotoxigénicas de esporular y producir enterctcoxina a
4E*C, se debte a la incapacidad de esas cepas de hidralizar
el almiddn del medio de cultivo a esa temperatura, lo que
orig}na un crecimientc muy pobre y que muchas celulas que
inician el procesas de esporulacidn na sean capaces de
completarlo. Ademas se encontrd que un grupo de cepas na
enterotoxigénicas si hidrolizaba el almiddn a asa
temperatura y podian esporular y crecer satisfactoriamente.

En experimentos simllares, pero sustituyendo el almidon
del medio DS por rafinesa, se demostrd que las caEpas

enterutoxigénicas estudiadas, son capaces de esporular ¥y



producir enterataxina 3 su TOC en preporciones similares a
lws repartadaes a 37°C. Otro date importante fué que esos
procesos se llevaban a cabo mds rapidamente a la TOC que a
37, No se detectd produccion de enterntoxina en las
élulas vegetativas nc esporuladas cultivadas & su TOC.

For otro lado, las esporas producidas a su TOC fueron
mas resastentes al calor que las aobtenidas a 37°C, las gue a
su ver lo fuercn mé&s que las producidas a 32°C.

Ademds, se informa por primera vez, de la presencia de
un cuerpo  intracelular (CIB) que es producide por las
células vegetativas a su TOC, Esta inclusidn que se aisle ¥y
caracterizd parcialmente, esta compuesta principalmente par
una protefna con un pese molecular de 947 Kd. Este
pclipéptido ne mostrd  identidad inmunoldégica con la
enterotoxina b fue producida tanto por cCEpaE

enterctoxigénicas como por no enterotoxigénicas.



INTRODUCCION

La prevalencia de enfermedades originadas por el
consumoc de alimentos contaminados, son causa de problemas
sociceconédmincos en todo el mundo. En un pals tan
desarrcallado como Estados Unidos de América, se estima que
cada afo ccurren entre 6% y 275 millones de casos de
diarreas asociadas a la ingesta de estos alimentos, 1lo que
le cuesta a esa nacidén entre S y 17 billones de ddélares en
tratamientos médicos y pérdida de productividad (Oblinger,
J.L., et al. 1988),.

Entre los principales contaminantes de alimentos se
encuentran bacterias, hongos, parasitos, virus y sustancias
quimicas, siendo las bacterias las que .causan un mayor
ndmer o de enfermedades.

Entre las bacterias mds comunmente invplucradas en la
causalidad de esas enfermedades a nivel mumpdial, se incluya
a Sa{-o»ella typhi y no typhi, Shigella (8h. flexneri, Sh.
dysenteriae y Sh. sonnei}, Escherichia coli, Yibrio
cholerae, Campylobacter spe. Staphylatoccus SUreus,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus y Claostridium
botul inum (Todd,E.C.D.,1978; Kumate,J., y A, Isibasi, 1986

C. perfringens es cominmente conocido por ser el
principal causante de la gangrena gaseosa, sin embarge en

las dltimas trés décadas se le ha seffalado como uno de los



principales -causantes de toxi—-infecciones alimentarias en
muchos pafses (Sutton, R.G.A. y B.C, Hobbs, 196%; Todd,
E.C.D., 1978; Hatheway, C.L., D.N. Whaley, ¥y V. R. Dowsl,
1980; Shandera, W.X. 1983) Borrielloe, S.P. et al, 15835;
Sharp, J.C.M., 1988; Centers for [Disease Control, 1930).
Ademids eg capdz de causar diarrea infecciosa, algunas veces
relacionada con la administracidn de antibidticos
(Borriello, S.P. et al. 1984; Larson, H.E. ¥y S.P. Borriello,
1388), y s le ha asociado con el sindrome de muerte
fulminante infantil <(Murrel, T.G.C. et al., 1987).

Este microorganismo es un bacila anaerobio, gram
pasitivo, encapsuladan, formador de esporas, inmdvil, que
produce alrededor de trece toxinas diferentes. Se clasifica
en cinco tiposs A, B, C, D y £, de acuerdo con la produccian
de cuatro toxinas extracelulares (alfa, beta, gama Yy
epsilon).

jLa toxi-infeccisn alimantaria y la diarrea infecciosa
son provacadas par la acciéon de wuna entercotoxina en el
tracto gastrointestinal. Esta sustancia s2 produce y acumula
intracelularmente durante la esporulacidn de la bactasria vy
sale de la célula en el momento en que esta libera 1la
espora (Labbé¢, R.G. 1989

La enterotoxina es una proteina termoldbil (Duncan

C.L., y D.H. Strang, 1969, formada par una cadena



pol ipeptidica (Duffy, L.K. et al., 19821, con una estructura
80% plegada y 20% enrollada al azar (Granum, P.E., y 0.
Harbitz, 1983), compuesta por 303 aminondcidos con un peso
molecular de 34.262 Kd {(Granum, F.E., 1385, vy wun punte
isgeléctrico de 4.5 (Yotis, W.W., ¥y N. Catsimpcclas, 1975,

la prevalencia de las enfermesdades causadas por este
micraoorganismo, se ve favorecida por el hecho de que C.
perfringens o@s la bacteria patdgena que se encuentra mds
ampliamente distribuida en el medico ambiente, sSu hébitat
principal es &l sueloc y el contenido i1ntestinal del hombre y
animales (Swmith, L.D.S,, y E.L. Williams, 1984),

Lag cepas del tipo A, que son las principales
productoraz de enterotoxina, hamn sidc encontradas en casi
cada muestra de suela o de materia fecal de diferentes
animales en donde se ha buscade (lLabbé, R.G.,198%9). Lsas
cepas de log otrog Cipos parecen ser parasites obligados
Aringipalmente de animales domésticas y ocasionalmente del
hombre, Yy raramente se les aisla del suelo (Smith,

L.DS., 1984),

C. perfringens EN ALIMENTQOS
Ya que este microorganismo se @ncuentra constantemente
&en el suelc, de la misma marnera s presenta e&n cualquier

super ficie expuesta 31 polvo, de alli 1la facilidad de



contaminar cualquier alimento.

Al cocinar un alimento contaminado con (. perfringens
es posible eliminar a las <¢élulas vegetativas de la
hacteria, pero algunas esporas pueden schrevivir y ser
"activadas" para germinar debido al tratamiento con calor
(chagque térmico), ademds el <calentamiento disminuye el
potencial de Sxido-reduccidn, provocando un ambiente mas
propicio para la germinacidn y multiplicacidn del
microorganismo.

Se ha demastrado que el choque térmica puede Jjugar un
papel muy importante en la germinacidn de las esporas que
zontaminan el alimento. Barnes y otros (1963), reportaron
que sin un chogue térmico previo , $46lo germinaban alrededor
de un 3% de las gsporas gpresentes en la carne cvuda, pera
casi todas germinaban despuds de que la carne habia sido
calentada. Sin embargo existen cepas que producen esporas
teerSEnsxbles las cuales no requieren de activacidn por
calor para germinar (Ando, Y., et al., 1985). El nitrito de
sodio, un agente curante de carnes, también induce la
germinacion de esporas de este microaorganismo y de otros
anaerobios (Latbé, R.G., y C.L. Duncan, 19702,

Una vez que las esporas germinan, la multiplicacién de
las cdlulas se lleva a cabo de acuerdo con las condiciones

prevalecientes an el medioc ambiente. Esta bacteria tiene un



rango de crecimiento de (3 a 32 *C, y pusde scportar
temperaturas de §0°C por varias horas (Labbd, R.G., 1989).
Su temperatura 4ptima de crecimiento (TOC) se sitda enn un
rango de 43 a 46 *C (KimyC.H.y R, Cheney, y M. Hoodburn,
13€7; Labbé, R.G. y C.L. Duntan, 1974); entre este rango,
las cepas pueden mostrar un tiempo de generacidn de 8.8 ming
sin embarge se han reportado tiempos de generacidn tan bajocs
como 7.1 min (Willardsen, R.R. et al., 1978).

Los tiempos de generacidn mostrados pov C.
perfringers san de los méds bajos reportados para las
bacterias, por lo gue se le debe dar la debida atencion para
la buena tonservacidn de 10os alimentos (Labbé, R.G., 1989).,

Se ha reportado que la bacteria pueade esporular en
muchos alimentos, sobre todo los carnices (res, pollo, pavo,
atdn, etc) donda pueden alcanzar niveles tan altos como los
qua se obtienen en los medios de cultiva artificiales (Naik,
H.8., y C.L. Duncan, 1977; Craven, B&.E., 1980). La
esporulacion ademfés de favorecer la sobrevivencia del
micrgarganisma, pu@de ser fuente de contaminacidn para otros
al imentos.

Por otra parte durante la esporulacidn de 1la bacteria
an el alimento, se pueden producir cantidades importantes de
enterctoxina que pueden influir en la causalidad v en la

sintomatoclogfa de 1a toxi-infeccidn alimentaria ( Naik,



H.S.y ¥ CuclLe Duncan, 1977; Strong, D.H., C.L. Duncan, ¥y G.

Perna, 19713 Craven, S.E., 1980).

ENFERMEDADES ALIMENTARIAE POR C. perfringens

La toxi—-infeccidn alipentaria puede ocurrir al ingerir
el alimento contaminado ¢on Une o una <ombinacidn de los
siguientes factores: a) células vegetativas: de acuerdo a
gxperimentos realizados por Dische y Elek (1957), se
requieren entre 4 x 10' Yy 6 % 109 células para provocar la
enfermedad; cuando un nuimero importante de estas logra pasar
la barrvera qastrica, llegan al ambiente alcalino del
intestino donde esporulen y liberan la enterotoxina en el
iumen inteéstinal, b? células en esporulacidn: @é3tas pueden
producir la enterotoxina durante su estancia en el alimento
y despuds libearar la enterotoxina en el tracto digestivo, vy
C ! egterotoxina: en evperimenteos con humanos se requiridé de
Bmg de toxina pura y la neutralizacidém previa del Jjuge
gastrico para inducir la sintomatologfa (Skjelkvale, R., ¥y
T. Uemura, 1977).

Genevalmente la toxi-infeccidn alimentaria aparece
despuds de 7 a 12 hrs de haberse ingerido el aglimento. Sin
embarqa en muchos cases la sintomatologia aparece s¢la dos

hrs daespués de 1la ingestidn del producto contaminado



(Robinson, J.A. y M.0. Messer, 1969; Sanders, 8. Yy
R.H.Mutchenson, 19743 Roberteon, J.M., et al, 1977). Esto ha
sugerido que las ceélulas en esporulacidn o la enterotoxina
preformada en el alimentc, pueden Jjugar un papel muy
importante en la répida aparicidn de los sintomas < Naik,
H.S. y C.L. Duncan, 19773 Craven, S.E., 1980).

La sintomatologia generalmente involucra diarvrea y
dalar abdeminal agudao, la natsea y vémito son menos comunes.
La ingestidn de alimento conteniendo enterctoxinae preformada
padria resultar en la sintomatologia mas severa que
incluirfa e! vémite y dolor de cabeza ( Craven, S.E., L.E.
Bl ankenship, y J.L. McDonel, 1981).

La diarrea infeccicsa par su parte, también presenta
dolor abdominal agudo, vémito Yy en muchos casos heces
sanguinclentas. La diarrea persiste por un promedio de 1l
dias. Lta gran mayoria de los pacientes gque sufren de westa
enfermedad tienen mas de 60 aflos de edad y presentan grandes
cantidades de C. perfringens en las heces (Larson, MH.E. ¥y
S.P. Borriello, 19885..

Un numerc impoartante de esas dilarreas se presentan
despuds de que los pacientes han recibido tratamientos con
antibilié&ticos come penicilina, co-trimoxazol Yy cefuroxima
(Borriello, S.P., et al., 1984),

Varios autores opinan que la diarrea infecciosa resulta




de una colomizacidn gpersistente Yy sobrepoblacidn de C.
perfringens en &l intestine donde cantinuamente estén
Iiberandc enterotoxina (Larson, H.E., y $S.P. Borriello,
13881

Por ctro lado, en un estudio retrospectivo, se demastrd
la presencia de enteratorxina de C, perfringens en muestras
sér1cas y gastrointestinales de bebés que habfan muertce del
sindrame de muerte sdbita infanmtil. Los autores sugirieron
que la enterotoxina podia Jugar un papel directo ¢ indirecteo
en la causalidad de esa enfermadad, ya que variecs reportes
indican que cuanda la enterotoxina se afdministra
imntravencsamente en animales experimentales , se observan
cambios en los tejidos que son similares a los mostrados an
ese sindrome (Murrell, T.G.C., et al., 19872,

En las enfermedades gastraointestinales, @l blanco de la
enterotoxina s la mambrana de las cdlulas epiteliales del
"berde de cepillc" en el intestino. Se cree que la toxina al
ser liberada es segmentada por la tripsina, in¢rementdndose
su actividad, para luego unirse a los receptores especificos
formandov un complejo de 160 Kd (Wnek, A.P., ¥y B.A. Mc Clane,
1989J. Una vez ligada, la enterotexina actda sdédlo con la
membr ana celular, provecando alteraciones en la
permeabilidad que coriginan la <calida de agua, iones ¥

pequeflas moléculas, esto conduce a otros efectos secundarias
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gue incluyen desequilibric osméticae , inhibicion de 1a
sintesis macromoclecular y del metabolismo de energia, dafo
mor faldgico y evantualmente muerte celular ( Wnek, A.P. ¥
B.A. Mc Clane, 1983).

A nivel histolégico, el (leon muestra descamacidn de
las células epiteliales de las vellosidades intestinales. E1
"bBorde de cepilla" en el intestimno pierde su configuracidn
plegaday, y arandes cantidades de membranas «celulares Yy
contenido citopl&smico se pierden en el lumen intestinal
(Mc. Donel, J., 2t al., 1978).

La enterctoxina musstra ademds actividad bioldgica en
las células intestinales de: c¢onejos (Dumcan, C.L., H.
Sugiyama y D.H. Strong, 1968), coarderos (Hausehild, A., L.
Niilo y W. Darward, 19701, bavipnos (Niilo L., 197%t), perras
(Bartlett, M.L., H.W. Watker, ¥y R, Zippin, 1972), pollos
(Niilo, L., 1974), mconos (Uemura, T., et al., 1975), ratas
(McDgnel, JsLey ¥ TuAsana, 1975}, ratcmes (Yamamoto, K., I,
Ohishi, y G.Sakaquehi, 197393, cerdos (Jestin,A. y M.R.
Popoff, 1987); ademds en cédlulas en cultivo: células Vero
(Uemura, T., T. Maekawa, y G, Sakaguchi, 13843 Granum, F.E.,
19853 Mc Clane, &.08., 13832, cdlulas HeLa (Matsuda, M. et.
al., 1986), hepatocitos (Jarmund, T., y W. Telle, 19821
produce eritema en piel de conejos, cobayos C(Hauschild,

A.H,. K., L370), y puede ser letal cuando se administra por
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via intravermosa a conejos, c¢obayos, corderos (Niilo, L.,

1971) y caballos (Torres-AnJjel,; M.J., et al., 1979).

LA ESPORULACION DE C. perfringens

€l estudio de la esporulacidn bacteriana ha adquirido
gran importanciea ya que un gran ndmero de toxinas,
antibid¢ticeos y enzimas se praducen durante este proceso en
muchas especies de 1las géneros PBaclllus y Clostridium
(8chaeffer, P., 196%). Ademas la capacidad de formar esporas
favorece de manera considerable 1la scbhrevivencia del
microorganismo en sus diferentes habitats.

Las esporas se forman en la bacteria mediante el
procesce de esporulacidén, el cual involucra todo un conjunto
de cambios mor foldgicos y fisioldgicos &#n el microorganismo.

Este conjunto de cambios se inicia como respuests & una
de las siguientes deficiencias nutricionales: a) disminucidn
en el medic de cultivo de las fuentes de carboneo, nitrdgene
g fodsforo de rapido metabolismo: las células vegetativas se
multiplican en el medie de cultivo, hasta que se reduce la
caoncentracion de una de leos nutrientes necesarios para el
crecimiento, esto es reconucido por la célula como un signo
para iniciar la esporulacidn, by falta de un aminodcido

esencials: la disminucidn swita de uno A mdas amincdcidos en
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2l medioc de <cultive, pusden proveocar una respuesta severa
que implica el cese de sintecis de proteinas y de RNA, y g=
provaca también uns inhibicidn en la produccidn de (p)ppGpp
y en la actividad de la IMP-deshidrogenasa, resultandc en
una disminucion de nucledtidos de gQuanina gque conduce al
inicio de la esporulacidn ¢ Freese, E., 1981), c) Inhibicidn
directa de la sintesis de nucledtidos de gusnosina: la
decoinina, un inhibidor de la sintesis de CGMP es capé&z de
promover la esporulacidn de Bacilluas subtilis ( Mitami, T.,
J.E. Heinze, y E. Freese, 1977; Freese, E.B., N. Vasantha, y
F. Freese, 1979) y de (. perfringens ( 8Backs, L.E., 1980).
La gafeina que inhibe la via de las purinas, tambié¢n mostrod
la induccidén de la espurulacidn &n €. perfringens ( Labbe,
R.G., y L.L. Nolan, 1981, 19871,

Fara estudiar la esporulacidn de C. perfringens, me ha
reportado el disefo de varios medios de cultive (Ellner,
P.D., 1956; Kim, C.H., R. Cheney, y M. HWoodbury, 19367;
Duncan, CT.L. y D.H. Strong, 1968; Ting, M.N., ¥y D.Y.C. Fung,
19723 Qyobu, Y., y H. Kaodama, §976; Sacks, L.E., y P.A.
Thompson, 19783 Tértora, J.C.0., 1984, Phillips, K.D., 1986&6%
Harmon, S.M,, ¥y D.A. Kauttler, 1986; Utshijima, T., A.
Sugitani, y Y. Ozaki, 1987). La gran mayoria de estos madios
estan formulados principalmete por peptonas y almiddn. El

més empleado de todos es el formulado por Duncan y Strong
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(1368) también conocide coma media DS.

En el génere Bacillus la secuencia de cambios
mor foldgicos que ocurren durante la esporulacidn, se bhan
dividido en siete etapas, éstas son muy similares a las
abservadas para €, perfringens, ditfiriendo soleo en varios
aspectos menores ( Hoeniger, J.F.M., P.F. Stuart, y 8S.C,
Holt, 1968; Roper,; G., A. Short, y P.D. Walker, 19767,

Esas etapas se cavacterizam principalmente por los
siguientes eventos, primera: la formacidn de un filamente
axlal de cromatina; segunda: la invaginacidn de la membrana
celular para formar el septo de la division ; tercera: el
endlobamisnto de 1a pre-espora por la membrana celularj
cuarta: el depdsito de peptidoglicanoe para formar el cortex;
quintas: la formacidén de las capas de la esporay sextae: la
maduracidn de la espora, y séptima: la liberacidon de 1la
espora de la célula madre (Mandelstam, J., K. McQuillen, ¥
Il Dpwes, 13881,

La espcra es una forma celular de alta resistencia,
difiere de su progenitor, la célula vegetativa, en
resistencia al calor por un factor de 10° o miés, en
resistencia a la luz ultravioleta y radiacidn ionizante povr
un factor de 102 o mas, Yy en resistencia a la desecaciaon, &
los desinfectantes y a otros quimicos (Khoury, P.H., S.J-

Lombardi, y R.A. Slepecky. 1987).
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B® ha demostrado que la resistencia al caler es mayor
en las esporas de las bacterias termdfilas comparada con 1la
de las mesdéfilas, la que a su vez e5 mayor que la de los
psicrdfilos (Williams, 0O.B, y W.J. Rohertson, 1953; Rcherts,
T.A., ¥y A.D. Hitchins, 1969; Khoury, FP.H., S.J. Lombardi, vy
R.A. Slepecky, 1987:.

El grado de termorresistencia depende de la especie vy
de las condicicones que imperen en el medio ambiente durante
la formacidn de la espora; de 1qual manera influirdn las
condicinones en gue se mide esa capacidad. Cuande varias
tepas de C. perfringens esporulan entre un pH de 7.0 ¥y B.5,
s ha demostrado gque a mayor pH del cultive, las esporas
formadas presentardan mayor termorresistencia a la
inactivacidén por calor (Craven, S.E.,1390).

En algunas especies del gédnero Bacillus se ha observado
que entre mayor sea la temperatura de esporulacidn, mayar
sera:la termorresistencia de las esporas formadas (Williams,
0.B., ¥y W.J. Roberston, 1953; Lechowich, R.V., ¥ Z.J. Qrdal,
1962; Warth, €&.D., 1978; Khoury, P.H., S.J. Lombardi, y R.A.
Slepecky, 1987). Debido a que hasta en la actualidad, se
desconoce si este comportamiento tambidén ocurre en C.
perfringens, uno de los abjetives de este trabajo pretendi1d
abordar esta incdanita

La termorresistencia de esporas se atribuye al menos a
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tres determinantes fisicoguimicos que afectan al protoplaste
vital: contenida de agua, mineralizacidn ¥y adaptacidn
tdrmica (Gerhardt, P. y R.E. Marquis, 1989).

lLas cepas de . perfringens muestran mucha variacidén en
la termorresistencia de sus esporas (Ando, Y., =t al. 19853).
Aunque afios atrds se crefa que todas las cepas que
provocaban la toxi-—infeccidn alimentaria producian esparas
con gran termorresistenscia, va se ha demostrado que también
las cepas que producen esparas termosencsibles son capaces de
causar esa anfermedsad (Chakrabarty, A.K., y K.G. Narayan,

13979; Sunagawa, H., et al., 1987).

LA ESPORULACION Y LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA

Una de las caracteristicas mdés importantes de C.
perrringens, desde £1 punto de vista médico, 2s su capacidad
de producir enterotoxing, ¥ya que esta es la causa de las
en fermedades gastrointestinales provocadas por este

microorganisma.,

Esa proteina se sintetiza y acumula intracelularmente
durantse la esporulacion de la bacteria. Duncan Yy
colabaradaores (1972) haciendo estudios con cepae mutantes de
C. perfringens reportaron que la enterotoxina es un producto

de una de los genes especi{ficros de 1la esporulacidn, es
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decir, que esa sustancia solo ae sintetizaba durante ese
procesa, Cantrario a esas afirmaciones, tambien existen
reportes donde se afirma que ests toxina se produce en las
células vegetativas no esporuladas, aungue en cantidades muy
pequefias (Granum, P.E., et al., 1984, Goldner, S.H., et al.,
19861. De cualquier mamera y como se verda en los pérrafos
siguientes, la esporulacidn y la produccidn de enterctoxina
en esta bacteria mantienen una relacidn fisiolagica muy
estrecha. Ademas las cantidades de enterotoxina que pueden
causar un problems intestinel solo se producen durante la
esporulacidén de la bacteria (S5trong, D.H., C.L. Duncan, y G.
Perna, 1371; Labbeé, R.G., 1980,

Tanto la sintesis de la enterotoxina, como la de las
proteinas de las capas de la cubierta de la espora se
inician entre 1os primeros eventos de la esporulacidn y son
cadi ficadas por ur RNA mensajerac estable (Labbé, R.G., vy
C.L. Duncan, 1977). Recientement= Ryu y Labbé (1989, han
demostrado la presencia de pequelas cantidades de
enterotoxina en la cubierta de la espora, aunque sugieren
que esta proteina no Juega alli un papel estructural
importante.

Duncan y colaboradores (1973), cobgervaron que durante
la e@sporulacidn de algurnas ceEpas entercotaxigédnicas ocurris

la formacidén de un cuerpo intracelular en forma de barra.
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Mas tarde se demastrd que esa inclusidn estaba campuesta da
una proteina con caractaeristicas fisicoquimicas y bicldgicas
muy similares a las de la enterctoxina (Loffler, A., ¥ R.G,
Labhé, 1985, 198B6).

La &adicidn al medio de cultivo de inductores de
gsparulacidn , come la <¢afeina y <ciertas metilxantinas,
también incrementan la praduccidn de enterotoxina, ademds de
que la anclusidn intracelular también aparece en un
parcentaje mayor de las células (Labbd, R.G., Yy L.L.Neolan,
t381; Lafler, A., ¥y R.G. Lavbe, 1986

Recientemente, Dillen y Labbé (19°99) demostraron que al
agreggar enterotoxina a un cultive de €. perfringens, este
acortaba el periodo de adaptacidn (laq), ademdas de que el
tiempo en 1 que aparecian las esporas tambidén disminuia
consjderablemente. E£llos demostraron ademds gque la toxina
estimul aba la sintesis macromolecular de las c¥lulas en fase
gre-expanencial,

La presencla de algunos carbohidratos en el medio de
cultivo es importamte para obtener buenas proporciones de
esporulacidn y produccion de enterotoxina (Labbé, R.G., ¥y
C.L. Duncan, {(373).

El almiddén, como un constituyente de los medios de
cultivo ha sido el carbohidrato mds extensamente utilizado

para hacer estudios tanto de la esporulacidn como de 1la
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produccion de enterotexina. Se ha demostrade ademds, que la
fuente de obtencion y el método de preparacidn de ese
carbohidrato tienen influencia en la produccidn de esporas y
de enterotoxina, y que el almidoén soluble es mejor para esos
fines gue el extraidc de gapa o mafiz (Labbeé, R.G., et al.,
1976).

El emplea de otros carbohidratos comoc la rafinosa,
mejora la produccidn de esporas v de enterotoxina de algunas
de las cepas que se han estudiado (Labbe¢, R.G., y D.K. Rey,
1973y,

La esporulacidn gn esta bacteria normalmente cocurre en
un rangs de potencial de déxido—reduccidn (Eh) de —450 a -400Q
my, aunque puede ocurriy hasta un limite de +350 mY
(Pearsan, C., y H. Walker, 1976)., Este proceso y la
produccidn de enterotoxina se pueden llevar a cabo entre un
rango de pH de 6.0 a 8.3, <con un d&timo cerca de 1la
neut{alidad {(Labbé#, R.G., ¥y C.L. Duncan, 1974).

Para muchas especies de los gdneros Bacillus ¥
Clostridium, la temperatura dptima de esporulacidn es muy
similar a la é&ptima de crecimienta (Williams, 0.B., y W.J.
Robertson, 19533 Warth, ~#.D., 1378). &Sin embarge para C-
perfringens, se ha reportads que la temperatura Sptima para
la esporulacidn y la praduccidn qe enterotoxina es de 37 *C,

la cual estd muy por abajo de su <Sptima de crecimiente que
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es de 43 a 46 <C., Ademds, Se ha reportado que a esta Gltima
temperatura, la esporulacidn y la produccidn de enterotoxina
ocurre en muy bajas proporciones o no ws detectable (Kim,
C.;, R. Cheney, y M. MHoodburm, 1967 Labbé, R.G8., ¥y C.L.
Duncan, 1974; Rey,C.R., H.W.Walker y P.L.Rohrbaugh, 1973).

8in embargo, en experimentcos preliminares hechos en
nuestro laboratorico y que se describirdn en los siguientes
capitulas, se abserved que el medio D8 con almidan no
praducia un crecimiento satisfactorio de las cepas a +46C
comparado con el que se obtenfa a 37*C. Ademds, se mostrd
que cuande se sustituia el almidédn del medic por rafinosa,
se obtenia a 46°C un crecimiento mucho mayor Yy se padian
observar esporas maduras & @58 temperatura.

Con esas obsarvaciones y con 1la informacidn antecedente
que indicaba que la temperatura dptima de espaorulacien de
muchas especies bacterianas era muy similar a la &ptima de
crecimiento, se formuld la hipstesis de que C. perfringesns
era capaz de esporular y de producir entarotoxina a wu
temperatura éptima de crecimiento (TOC); de una manara
similar a la mostrada a 37 <C.

Para rcomprobar nuestra hipStesis, fud necesario
determinar las proporciones de esporulacidn y de produccidn
de enterotoxina a la TOC de la bacteria, en un medic de

cultivo que favoreciera el crecimiento de las cepas & eua
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temperastura. A la vez era muy interesante establecer si 1la
termorresistencia de las esporas producidas an *san
<ondiciones, era mayor que la de las producidas a menar
temperatura.

Por otra parte, debido a 1la amplia utilizacidn del
almidén en 108 medies de cultivo para estudlar la
esporulacidn y la produccidn de enterctoxina, era importante
tener un mej)or conociaiente del papel Que Juega ase
carbohidrata en la promocidn de esos eventos a la

TOC y a 37-eC.
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MATERIAL Y METODOS

MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Las cepas utilizadas en este trabaygo se agruparon como
enterotoxigénicas y no enterotoxigénicas,

El grupgo de las enterotoxigénicas estuvoe constituida
por las cepas: NCTC 8238, NCTC 8239, NCTC 8879 y NCTC 10240
que fueron proporcionadas por €l Dr. Ronald G. Labbé de 1la
Universidad de Massachusetts de E.U.A., y la ¥FD-BOO, 1la
FD-884 y la FD-104]1 que se cbtuvieron del Dr.Stanley Harmon
del Centro para el Control de Enfermedades de E.U.A.

Las cepas no enterctoxigénicas 1ncluyeron a la PS=-19,
PS=-32, FD-1 y ATCC 3624, pgroporcionadas tambiéen por el
Dr.R.G. Labbe.

Las bacterias al ser recibidas se 1nocularon en caldo
con tioglicolato y s@ incubaron a 37<C durante 1&€ hrs. @A
partir de este cultivo, se inoculd un medio de carne cocida
segun Robertson (Willis, A.T., 19607, y =se incubd a 37-C

durante 72 hrs. Estos cultivos se guardaron a «wZ0<C como

reserva y ge hicigron resiembras cada 8 a 12 meses.

PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA ENTEROTOXINA

CULTIVO: para este Tin se utilizd la cepa NCTC B8239. Esta se
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activé ineculando una alicuota del cultive de reserva en
caldo con tioglicolato y se sometid a un choque téraiceo
(73°C durante 13min.). Después de enfriarse con agua a
temperatura ambiente, &1 medic se incubd a 37<C por 14 & 16
horas. Uti1lizando estos cultivos se inoculd el medio para
esporulacidén DS en una propor.i1dn 1:100 y 3e incubd a 3JI7<C

durante 7 hrs.

EXTRACTO CELULAR: las células cultivadas en €l medic DS se
centrifugareon a 10,000 x g durante 13 min a 3JI-C. El
precipitade s lavd con solucidn salina helada, y se
resuspendid en amortiguador de fosfatos (0.ZM pH 6.8). La
suspensidn de bacterias, se colocd en un bafko de agua con
hielo y se sometis a ultrasonide a 63 unidades de
intensidad, con intervalos de um minuto de actividad y uno
de descanso utilizando un sonicadoar Btosaonik (modelo
BIO-IL). El procedimiento cont inué hasta cbtener
aproximadamente un 954 de las esporas libres. La muestra se
cantrifugd a 12,000 x g por 20 minutos a 4 +C. El
sobrenadante (extracto celular) se utilizd para purificar la

entarotaxina.

PURIFICACION DE LA ENTEROTOXINA: Esto se llevd a cabe de

manera similar al método de Granum y Whitaker (1980) vy
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consistid en Lo siguiente: el extracto celular obhtenido en
el paso anterior, se sometid a precipitacidn con un veolumen
igqual de sul fato de amonic al 80X de saturacidn, esteéril,
manteniéndose en un baflo de agua con hiele. Después de
colectar el precipitado, és5te se disolvid en el amortiguador
de fosfatos hasta obtener una concentracidn de 2 a 4 mg/aml.
Esta Bolucidn se volvio a precipitar con un volumen igual de
sul fato de amonio al 30% de saturacién . El precipitado
obtenido se disolvid en amortiguador de Tosfatos, y se
dializd en la misma solucign durante {4 horas a J-C.

La muestra se centrifugéd para eliminar el material
insoluble, y despuéds se sometid a cromatografia de exclusidn
dubilizando una columna de 2.4 x 40 cm, empaguetsda con
Sephadex G-100 y equilibrada con el amor tiguador de
foafatos.

A las fracciones que contenian proteina (detarminada
espectrofotométricamente a 280nm) se les determind actividad
bioldégica @ identidad inmuncldgica con la eanterotoxina,
mediante produccidén de eritema en piel de cobayos albinos e
inmunodifusidn doble respectivamente. Para ssta gltima
técnica mse utilizd suero antienterotoxina praporcionade por
el Dr, Par Einar Granum dal Instituto Noruego para la
Investigacidn de los Al imentos.,

La pureza de la enterotoxina se determinéd aediante
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electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% an
condici1ones no desnaturalizantes, usande una muestra de
snterotoxina estandar, facilitada por el Dr. Gerald Stelma
de la Administracidn de Drogas y Alimentos del Gobiernma de

E.U.A.

PRODUCCIDN DE SUERD ANTIENTERAGTOXINA

Los anticuerpos contra la enterotoxina se produjeron en
conel)ns, s:iquiende Uun esquema de inmunizacidn muy similar al
recamendades pur Bartholomew y Stringer (1983) y que se

‘ealizd de la siguiente manera:

Dosis Valuman Adyuvante Via Dia
Enterotox Dosie Completo # Administ Inyece

(g (ml)

3 0.23 + i.m. 01

12 0.295 * i.m, o8

30 0.25 + i.m. 13

30 Q.50 + i.m. 22

30 Q.30 + i.m. 29

30 Q.30 + i.m. 36

100 1,00 - 1.v, 45

®: El volumen de adyuvarmis fus igual al volumen de lo dowis.
El sangradc se realize ol dia 50,

La actividad antienterotoxina del susro, se demostrd en

una inmunrodi fus:én doble, usanda la snterotoxina ocbtenida en
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nuestro laboratorioc asi como la muestra de referencia.

DETECCION DE ENTEROTOXINA

CONTRAINMUNOELECTROFOREEIS8: para desarrcllar esta técnica,
s siguid la metodologia descrita por Naik y Duncan (1977,
con modificaci16nes mencores

En este caso se utilizdé una solucidn de agarosa tipo
ITl (Sigma Chem, Co.) al 6% disuelta en amortiguador de
barbital pH 8.6, 0.06M, Lae placas de vidrio que tenfian una
dimensidn cde 14 x 14 cm, se cubrieron primera con una capa
de agar al 1% disuelto en el mismo amortiguador, y despuds
con 38ml. de la solucion de agarosa.

Se formaron 5§ hileras de pozas dobles distanciades
Smm entre cada pozo, y 1.3cm entre cada hilera. Los pozos
tuvieron un diametra de 4mm,

LOos estandares de enterctoxina utilizados incluyeron
las siquientes caoncentraciones en pg/mls 239, 12.5, 6.2, 3.1,
1.6, 0.8, 0.4 y 0.2, Estas sclucidnes al igual que las
muestras a analizar se agregaron en la fila de la hilera més
préxima al cdatodo, en cantidades de 1Qul. El suerao
anti-enterctoxina se diluyé en proporcidn lil y se colocd en
la fila de pozos mds cercana al anodo, en la miema cantidad

que las muestras de enteroctoxina.



Inmediatamente despuds de agregar Iae soluciones, se
realizd 1a electroforesis, utilizando el aismo amortiguador,
y aplicande 130 Volts por 30 min.

Las placas se mantuvieron despuds =2n ca&mara bhdmeda a
temperatura ambiente por 12 a 16 horas, Y en saguida se
tiNeron con dci1da tanico al 24 y se determind la presencia
de bandas de precipitacidn. La concentracidn del esténdar
gue mostrd la dltima banda de precipitacidn, se compard con
la diluecidn de la muestra que did 1la dltima banda. La

sensibilidad da la prueba fué de 0.8 ug de enterotoxina/ml.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS ("pu")

La activacidén de las cepas se realizd de la forma ya
especificada. Da esos cultives se inocularon tubes con
infusidn cerebro—corazdn y se incubaron a 37, 43, 46 y 49
“C, por 9 a 10 hrs., El <crecimiento se detarmind wmediante
mediciones de densidad <ptica <(en un @spectrofatdmatrao

Perkin Elmer madela 35) cada 30 min.

ANALIEIS DE LA ESBPORULACION Y LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA
EFECTO DEL. ALMIDON:

CULTIVOe Se activaron las cepas de la manera ya descrita, vy

se inocularcon en medio para esporulacidn DS con almidén al
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Q.4% y carbonato de sodio 0.66M al 1.25%. Los cultivos se

incubaron a 37 o 46 =C.

MIDRDOLISIS DE ALMIDON: & loe cultivos del medio DS, se les
determind 1la concentracidn del carbohidrato, <cada hora
durante el tiempa de& incubacidén.

Con ese objeto, se tomd camo base el procedimiento
empleade por Labbé¢ y Duncan (1973), maedificdndeolo de 1la
siguiente manera: Se prepard una solucidn madre de 0.5gr de
yoda + § gr de yaduro de potasio” en 100 ml de agua
deatilada. Par otro lado se hicieron solucidnes éstandar con
diferentes conzentracicrnes de almiddn (4, 3.2, 2.4, 1.6, 0.8
y 0.4 mg/ml).

Se tomeran alicuctas del cultivo de iml y s
centrifugaron en una microcentrifuga Eppendorf (modele 5414)
a 15,000 r.p.mK\ durante 3 minutos 8 tesmperatura amhiente.
Se tomaron 1S5S0 ul de les sobrenadantes de los cultivos o de
las soluciones éstandar y se le afNadieron 6ml de la solucidn
de yodo que fué previamente diluida 1510, - Inmediatamente
despuds se le determind la absorbancia a &620nm, y se realizeo

una curva de calibracién con los estandares (Fig. 1).

ADICION DE AMILASA: En este experimento se utilizd oramilasa

de Bacillus lichenirormis (J00-1000 U/mg de protefna, Sigma
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Chem. Co.». Para determinar 1la actividad de proteasa
existente en esa preparacidén, se utilizé Azocoll (Sigma
Chem. Co.) como sustrato, tamando como basa el procedimiento
descrito por Léffler y Labbé (1983). Los resultados de ese
andlisis indicarcon que la solucidn de amilasa s{ contenia
actividad de proteasas.

Tamande en cuyenta 1la gran termoestabilidad de la

amilasa de B. lichepirormis, la muestra comercial se diluyd

N o
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almiddn (mg/ml)

Fig. 1. Curva estandar para la determinacidn de almiddn
soluble.
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111000 en Trig Q.03M, pH 7.0 v s& calent® a TSeC durante 15
min, (tratamients con €l cual se elimind la actividad de
proteasa), de osta solucidn se agregaron a los cultivaes 30

#l a las 3, 4 y 3 hrs de incubacidn,

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE AMILABA: Se wutilizaron dos
polipéptidas que han mestrado actividad inhibitoria contra
varias amilasas, uno es extraido de la semlla de trigoc
(Triticum aestivum? (Siagma Chem, Co.) (Silamp, V., et al.
1975) y otra llamada "Tendamistat" que es preducida por
Streptopyres tendae (Calbiochem) (Murai, H., et al. 1985).

En estos experimentas, se tratéd en praimer lugar de
inhibir la actividad de la amilasa de C. pervfringens en el
cultiva, y en segunda interferir en 1la ac¢tividad de 1la
amilasa de B, licheniformis.

El inhibidor extralide de la <emilla de trige, se
reconstituyd en amortiguador Tris pH 6.9 (Q.05M), a una
conceatracidn de 1.0 mg/ml. De esta solucidn se agregaron 64
Ml a tubos con 3 ml de los cultivos de €. perfringens a las
3,9 v § horasde i1ncubacidn. ‘

Por otro lades, se toamaran alicuoctas de la solucidén de
ese inhibidor y se mezcld con la solucidn diluida de amilasa
de B. licheniformis en proporcidn 10Q:30. Esta mezcla se
incubd a 372 durante 30 min y en sequida se afadiercon 100ul

a los cultivos a las 3,4 y S hrs.
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El Tendamistat se reconstituyd tambidn en amortiguador
Tris @ una concentracidn de § mg/ml. De ssta solucidn se
agregaran SCul a los cultivos de C. perfringens a las 3,4 vy
€ hrs o cada media hr desde las O hasta las 8 hrs de
1ncubacidn.

En otros experimentos, se tomaron 30 ul de la solucidn
de o—amilasa de B.licheniforsis y se mezclaron con 100 ul de
la solucidn de Tendamistat, esta solucidn se incubd en un
bafio de agua a 37+C durante 15 min y s agregd a los
cultiveos a las 3,4 y S Nrs,

FPara estos experimentas de inhibicidn de amilasas, se
detarmind la concentracidn de almiddn en el cultive y el
crecimiento en la forma ya descrita, ademds swe busco la
presencia de egporas maduras mediante el microscopio de

cortraste de fases.

EFECTQ DE LA RAFINOSA

CULTIVO: Tanto la activacién de las cepas, C oMo el
procedimiento de los cultivos se realizaron de la wanera
descrita para estudiar el sfecto del almidén. Sdéle gque en
este caso we sustituyd el almidén del medio de cultive por

la rafimosa, en la misma concantracidn.
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CUANTIFICACION DE €E8PORAS: se tomaron alicuotas de los
cultivas y se colocaron en tubos con tapa de rasca. Estaos se
caloearon en un bafio de agua a 75¢C durante 20 min para
matar las cédlulas vegetativas y se enfriaron inmedistamente
despuds en un baffo de agua helada. Para determinar las
esporas presentes, se utilizd @l método de contec en placa,
para el <cual se hicieron dilucionee decimales de law
alicuctas calentadas, de daonde s& inoculd en un medio
nutritivo coﬁ agar en rajas Petri. Este media contenfia: 1.5%
de Tripticasa Peptona (8BL), 1.0%4 de Extracteo de Levadura
(Difece) ¥ 1.5% de Agar—Agar <(Labbé, R.G., y D.K. Rey, 1979).

Los cuyltivos se incubaron en danaercbiosis mediante el

sistema Bas—-Pak Plus (BBL) a 37+C durante 24 a 28 brs.

CRECIMIENTO DEL CULTIVO: esste se determind mediante los
valoures abtenidos ®n un fotocolorimetre Klett—-Sommerson,
utilizande un filtro #® 66, © bien en un espectrofotdmetro

Perkin Elmer (modelao 35).

ANAL_ISIS DE LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA: Se tomaron
muestras de 100ml del cultiva, los cuales se centrifugaron a
12,000 x g durante 15 min a 4 oC. El paquete celular sea
reconstituyd en amortiguadar de fosfatos pH 7.0 (0.02M), ¥y

s procedid a cbtener 8l extracto celular para determinar la
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enteractoxina mediante la aetadologia ya descrita.
DETERMINACION DE (LA TERMOTOLERANCIA DE ESPORAS

PRODUCCION DE ES8PORAS: Se activaron las cepas FD-1, FD-104},
y ATCC-3624, de la forma ya descrita.

Se inoculd el medic DS sustituido con rafinosa, &l cual
se le agregd 1.25%4 de una solucién de carbonato de sodio
0.66M. Los cultivos se incubarcon a 32, 37 y 46 <C hasta que
la mayoria de las células liberaran la espora.

€1 cultivo se centrifuge a 10,000 x g por 13 min a 3
°C. El precipitade se reconstituyd en agua destilada estéril
helada y se centrifugd a baja velocidad (500 x g) a § «C
durante 1S a 20 min. Se elimind el sobrenadante junto con la
capa superior del precipitado. Este procedimiento se repitio
en varias ocasiones (generalmente mis de 10), hasta que la
suspengidn de esporas estuviera casi totalmente 1libre de
cdlulas vegetativas. Esta suspensidén se mantuvo a 5 *C, y se

utilizd en un periodo NMa mayor de 6 dfas.

MEDICION DE LA TERMOTOLERANCIA: Las suspensiones de esporas
s&8 ajustaron a una densidad dptica de Q.5 (6Q0nm,
en el espectrofotdmetra Perkin Elmer modelo 35). Se tomaron

alicuotas de 1.2 ml de las muestras y s2 Colocavron en tubos



Pyrex de 6mm de didmetro, a los cuales se les selld sus
gxtremos con fuego.

Los tubos fueron colocados a 73 *C durante 13 min p@ara
la activacidn de las esporas, y después somatidos a 85 o 95
*C =2n un baflo de agua, por intervalos de tiempo diferentes,
e inmediatamente se enfriaron en un bafilo de agua helada,

Para detevminar la cantidad de esporas sobrevivientas
en las suspeEnsiones calentadas, se abrid el tubeo
aségpticamente, se tomd 1 ml de la muestra y se vertidéo en 9
ml de agua geptonada al C¢.1%. Esta suspensidén s tratd con
ultrasonido en ferma suave (10 seg a 6C unidades de
intensidad, en el sonicador ya descrito) para disparsar las
esporas aglutinadas. A

A partir de esa suspensidn se hicieron diluciones
decimales (0.2ml en 1.8 ml) en agua peptonada, wutilizando
una puntilla de micropipeta para cada dilueidn, A partir de
las suspensiones diluidas se sembrdé en medies nutritivoe c<on
agar de la wisma manera en que se describid para la
determinacidn de esporas.

Tomande en cuenta que una reduccidn decimal wen el
ngmere de esporas sobrevivientes siempre es causada por el
mismo numerc de minutos de calentamiento, se puede usar ese
valor como una medida de resistencia al calor. Ese tiempa se

le conoce como valgr “D" (Ingram, M., 1369),.
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Eso significa que si el tiempo de calentamiente & una
temperatura particular es graficado contra el log‘on (doende
n es el numero de esporas sobrevivientes en cierto tiempa)d,
reaulta una linea recta, gque representa una reldacidn
descrita como exponencial (Ingram, M., 196%9).

Para el trazado de la linea recta, se empled el método
de rearesidn lineal, y para c¢omparacidn de gpendientes se

utilizd gl andlisis de covarianza (Zar, J.H. 1974).

PRODUCCION, AISLAMIENTQ Y CARACTERIZACION PARCIAL DEL CUERPO

ERILLANTE INTRACELULAR

CULTIVD: Se activé la cepa NCTC 8239, de la manera vya
descrita y de ese cultivo se inoculd al 1% un nuevo caldo
con tioglicolato sin agar (4 lts) y se incubd a 46°C durante
10 a 12 hrs.
A

AISLAMIENTO: Las células bacterianas ge colectaron mediante
centrifugacidn a 10,000 x g durante 1S min a 4 C, y se
elimind el sobrenadante. El precipitado celul ar =1
resuspendid en amortiguador de fosfatos pH 7.0 (0.02M2
hel ado que contenia pelimetilsul féxido (PMSF)Y (Sigma Chem.
Co.) 1lmM vy & ido etilendiaminotetraceétice (EDTAY 1mM. fPara

romper las células, la suspgensidn se sometid a 16,000psl en
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una prensa francesa <(SLM Instruments Inc) con su celda
pre—enfriada a Z¢*C y usando un pistdn de una pulgada de
di14metro) este procedimienta se repitid en daos ocasianes.

ta suspensidn obtenida, se centrifugd a 500 x g durante
25 min & S+C, ge elimind el scobrenadante, ¥y el precipitado
se lavd en das acasiones en el amortiguador de fosfatos <con
FMSE vy EDTA. La muestra lavada, se reconstituyd en un
pequefic volumen del mismo amortiguador y se sometid a
ultrasonide (60 unidades de i1ntensidad durante 10 segl), de
esa suspensidn se tamaron 2 a 3 ml y se centrifugaron en
gradientes comtinuos de densidad de: glucosa (25 — 704), de
diatrizoato de sadio (3 — 40%Z) o de bromuro de sodie (10 -
40%1, a 450 % g y 3°C durante 1.45 hrs para el de glucoesa, y
30 min para el vresto de leos gradientes . Tanto las
seluciones de glucosa como las de diatrizoato contenian PMSF
y ECOTA 1lmM. E1 vaolumen de 1os gradientes fué de
aproxipadamente 34ml y se construyeron mediante un formador
de gradientes FPace (Isolab Inc) de 1Q0ml.

El gradiente se fracciond en alicuctas de 2 ml
utilizando una pipeta FPasteur. Las muestras gque contenian
los cuerpaos en estudio se colectaron y lavaron con la misma
solucidn amortiguadora, y se sometieron nuevamente 3
ultrasonido y después a un nueva gradiente, repitidndose el

procedimiento.
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DETERMINACION DE GLUCOGEND: Fara determinar 1la presencia
de este polisacérido en las célul as vegetativas s tomd como
base el procedimiento empleado por Schoemaker, Clark y
Saukkaonen (1981) para la caracterizacidn de grianulos de
glucadgeno en una cepa de Escherichira coli.

En este casu s€ acztivé la cepa NCTC B239 de la manera
descrita, ineculandose 40ml de calda con tiogliceolato <gin
agar e incubdndose a 37<C durante 16 a 18 hrs. Con este
cultivo se inocularon 4 litros de calde ticglicolato sin
agar y se incubaron a 46 °C durante 10U a 12 hrs.

Las zélulas ge calectaron por centrifugacidn a 10,000 x
g por 15 min a 4°C y s lavaron das veces con  solucidn
salina helade y dos con agua destilada helada. E1 paquete
celular obtenido se liafilizd y se mantuva en refrigeracidn.

Del material linofilizado se toms 1.5 gr y s2 sometid a
hidrdlisis con 15 ml de KOH 21 3Q% en un baffco de agua
hirviendo durante 75 min. Después de enfriarse se le afladid
15 ml de etanul al 93% helado y se mantuvo durante 12 a 14
hrs a SeC.

La muestra se centrifugd a 18,000 x g por 15 min. El
precipitade sc disolvid en agua destilada (13ml) vy sa
centrifugd a 4,000 x g durante 15 min para eliminar &l
material insocluble.

El sobrenadante se volvid a precipitar medianta un



velumen igual de etanol absolute frio ¥y sz mantuve & 4eC
durante 2 hrs, La muestra se volvid a centrifugar a 18,000 x
9 durante 15 min.

El precipitado se hidrolizé después con HazSOe¢ 2M en un
bafinc de agua hirviendo, se enfrid y se neutralizd con KsHPOe
2M.

La presencia de glucosa an el hidrolizade, se determind

madiante la técnica de la glucosa oxidasa (Sigma Chem. Co,)

DETERMINACION DE FOBFORO INGRGANICO @ Para este andlisis, se
empled uma muestra de C8]1 aislados, en una concentracidn de
tmg/ml .

A LO0 ul de la suspensidn de CBI, se agregaron 9S00 ul
de una solucidén que conteniar 1.2 ml de HzG0e 10M, 4.B ml de
agua, 2 ml de malibdato de amonio al 2.5% y 2 ml de 4cido
dscdrbico al 10%, la cual fué preparada antes de usarse. La
suspengidn se mezcld en un tubo y s2 mantuvo en un bafio de
agua a J7°*C durante 2 hrs. Después sa determind la
absorbancia @ 820 nm. Los esténdares ubtllizados fueron
scluciones de NaMHaPU¢ en concentraciones de 0 a €0 L9/ ml

tKeleti, G., y W.L. Lederer, 19741,

DETERMINACION DE POLI-/HIDROXIBUTIRATO: Para determsinar la

presencia de este compuesto en los CBl aislades, s utilizd
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el procedimienta de Law ¥y Siepecky (1961).

El experimentc se llevd a cabo en tubos de cantrifyga
de golicarbonato, los cuales se lavaren preaviamente con
etanol ¥y cloroformo caliente. Se transfirid 1| ml de 1la
suspensidn de CBI (lmg/ml) & un tubo de centrifuga, ¥ se le
agregé 1 ml de solucidn de hipeclorito de sodio al 80%, . La
mezcla se incubd a 38¢C paor 1| hr y después <€ centrifugd y
lavd tres veces con 2 ml de agua bidestilada, acetona al 90%
y etanol al 95%4 respectivamente.

£l precigitado se disolvid con & wml de cloroformo
calients, se filtrd en papel y se dejd evaporar. Luego se
agregaron 10 ml de H250«4 concentrado, y se calentéd a 100eC
ten un bafo de agua) por 10 min. Despuds de que la muestra
se enfrid, se le determind la absorbancia a 235nm,
utilizando Acido sul farica Como blanco, ¥
poli-f~hidroxibutirato alslado de Adicaligeres sp. (Sigma

Chem, Co,) en varias concentraciones como estandar.

SOLUBILIZACION DEL CBl: Con el fin de solubllizar el CBI, me
tratd una muestra de esta inclusidn <(img/ml) con las
gsiguientes tratamientos: al) Triton X—-100 al 1%, B) CHAPS al
1%, ¢) Colato de Sodio al 1Y%, d> Urea 9M, &> SDS al 1%, 1)
SDS al 10%, g) SDS al 1% y Ditiotreitol (DTT) 0.0SM, h>» SDS

al 14 y p-Mercaptoetanol al 2%, 1) NaOH ©O.iN, Jj1 7SeC
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durante 30 min.

La solubllizacion se determind mediante la observacidén
de 1a muestra al wmicroscapia de contraste de fases vy
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones no disaciantes.
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES: Para este experimenta se
siguid la metodologia descrita paor Hames (1981) con ligeras
madificaciones. Esta consistid brevemente de lo siguiente:
La muestra de proteina (lmg/ml? se calocd en una solucidén
dasnaturalizante (que contenfa: 10% de pB-mercapteetanol
(Sigma Chem. Co.) o Ditriotreital 0.03M (Research Organics
Inc), 8DE al 5% (p/v), 0.Q1% de azul de brvomafenal, glicerol
al 20 % <p/v) y Tris al 1.5%, <con un pH de 6.8] en
proporaidn 1:1. Despuds la suspensidn se mantuvo en un bafo
de agua hirviendo por 2 a 2 min,

Ezsa solucion se centrifugd® & 6,000 ¥ g psara eliminar el
material insolutile, y una alifcuota (20 a3 40 wld se sometid a
electroforesis en un gel separador de poliacrilamida al  10%
de 3 mm de grueso con un gel concentrader al 2.5%. Se
aplicaron 130 Volts para la concentracidn de proteinas, vy

daspuéd¢s 130 Voltes para la separacidn. S utilizd ventilacidn
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para mantener fresco el gel.

Despuds de la electroforesis, el gel se colocd en &cido
tricloroacético al 12.3% durante 30 min, se lavd en agua vy
despusés se mantuvo en la solucidén colorante (que contenia:
azul Coomassie R~250 al 0.1% (p/v), matanol al SOL y #&cido
acética al 10%Z) durante toda la noche (12 a 14 firs) con
agitacidn continua. Para eliminar el exceso de colorante en
el gel, éste se mantuve en 4&cido acético al 104 <¢on
agitacidn constante y con varios cambios de esa solucidn.

Como marcadores de peso moleclar se utilizaronia
annhidrasa carbénica (PM 29,000), zalbdwmina de huevo (PN
45,0007, albdmina bovina <(FM 66,000), fosforilasa B (PM
97,400), p[-galactosidasa (FPM 116,000) v miosina (PN

205,00Q0), (Sigma Chem. Co.).

EN CONDICIONES NO DEENATURALIZANTEZ) en forma general se
s1guid un procadimiento similar al anterior, con excepclidn
de que no = utilizé SDS ni (Fmercaptoetanal o ditiotreitol,
tampoco se calentd la muestra antes de colocarse en el gel.

Sin embargo la electraforesis se llevéd a caba a 3 <C.

PETERMINACION DE GQLUCUPROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Para determinar la precencia de carbohidratos en las

bandas de proteina de nuestra interés, se utilizd el
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procedimienta de Tincidn de Plata desarrollado por Dubray vy
Bezard (Andrews, A.T., 1987). Este método es altamente
sensible para la deteccidn de gqlucoproteinas en gel de
poliacrilamida, y es una wmodificacién del empleado para
deteccidn de proteinas.

Después de realizarse la electroforesis en gel de
poliacrilamlda, el gal ae somatid al siguiente
procedimiento:

l.- E1l gel se colocd en una salucidn de isopropancl al 25%
conteniendc dcido acético al 10% durante toda 1la noche
(12 hrs aprox.J.

2.~ Despuéds se transfirid a una solucidn de 4cido acético
al 7.9% por 30 min.

3.- Enseguida se suspendisd en 4acide peryddico al 0.2%
durante 60 min a S-C.

4.~ El gel se lave 3 veces en agua destilada.

3.~ Despuds de eliminar el agua, se le agregd una solucidn
de plata amoniacal (recientemente preparada) agltando
continuamente, manteniendose en esas condiciones por 1S
min,

6.~ Luego el gel se lavéd nuevamente en agua«

7.~ Posteriormente se transfirid a una salucidn de &cido
citrico al 0.003% con formaldehido al 0.019%. Las bandas de

glucoproteina se hicieron aparentes en aste paso., El tiempo
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de tratamiento en este estadio durd de 15 a 20 min.
B.- El gel se lavd con varios cambios de agua destilada por

mas de una hr.

DETERMINACION DE PROTEINAS

METODO DE BRADFORD: Se siguid el procedimiento descrito por
ese autor (13761, el cual consistidé de 1l1la siguiente: se
prepard €l reactivao de Bradford que estaba constituido partg
100mg de azul brillante Coomassie G-250, T0ml de etanol al
95%4 y 100ml de dcido fosfdérico al 88S% <(p/v?) diluides a 1
l1tro de agua bidestilada.

Se tomaron 100ul de la solucidn problema o del esténdar
y se calecaron en un tubo, luego se le afadieron Sml del
reactivo de Bradford, se mezcld y se dejd reposar durante 15
mint, Se determind la absorbancia a 595 nm.

{

METODO DE LOWRYs El procedimiento enmpleade es una
modificacidn del reportade por Lowry y otros ¢ Garvey, J.S.,
N.E. Cremer, y D.H. Sussdorf, 13977)

Para este procedimiento se prepararon las siguientes
soluciones: A-1l: 2 gr de tartratec de sodio disuelto y
aforada a 100ml dep agua, A-2: 1 gv de CubB04+*SH20 disuelto y

aforado a 100 ml de agua y A-3: 20 gr de NazCOs disueltos vy
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aforados a 1 1t con NaGOH O, 1IN, Se prepars la solucidn & con
una mezcla de las soluciones anteriores: 0.9ml de A-1 =+
0.5m]l de A-2 + 350.0ml de A-3. Por atra parte se utilizd el
reactiva Felin—-Clocalteu (Sigma Chem. Co.) a wuna dilucide
1.0N.

Se tomaron 0.4 ml de las muestras o estandares y se les
agregd 2 ml de la solucidn A, se mezcld y se dejd reposar a
temperatura ambiente durante 10 min. Despuds se le agregaron
200ul del reactivae de Folin—Ciocalteu, se& mezcld y 9@
mantuve a temperatura ambiente por 30 min. Enseguida se
determind la absorbancia a 500 nm.

Para los dos métodos, s@ utilizaron soluciones estandar
de albdmina sérica bovina (ASB}) o una wmezcla de ASB ¥y

y—alobul ina (Sigma Chem. Co.) en proporcidén $:1,

MICROSCOP1A ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las células cultivadas en w1l medio D8 con almiddn con y
sin a~amilasa, tenlan 7 nrs de 1ncubacidén antes de ser
procesadas para su observacidn; en el caso de las cultivadas
en el mismo medio pero con rafinosa, s emplearon cepas de
3.9 a & hre de {incubacidn. Para observar las c¢édlulas
vegetativas con el CBI, se utilizaron cultivos de {0 hrs,
Por otro lado, para el andlisis de los CBI aislados, se

emplearon muestras obtenidas de 1la centrifigacidn en
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gradientes de sacarosa.

Las muestras se colacaran en una sQlucidn de
glutaraldehido al 2.3%Z en amortiguador de cacodilataes pM 7.2
(D.1M) ¥y se centrifugd a 3,000 r.p.m. durante S5 min a
tenmperatura ambiente. Inmediatamente después se utilizdé una
nueva solucidn fijadara y se mantuve & 4=C durante 2 hra.
Después de lavarse con amortiguador de cacodilatoeos, 1la
muestra se embebid¢ con un volumen igual de agar Noble al 2%
disuelto en amortiguador de cacodilates pH 7.2 0. 2M.
Enseguida la muestra se fijé con tetradxido de aesmio al 1%
disuelto en el amortiguador de cacodilatos durante 12 a 1T
hrs a 4-<C.

Posteriormente la muestra se deshidraté en una serie de
soluciones de etanol al 20, 30, 70, y 95% durante 15 min en
cada concentracidn, y finalmente en una solucidn al 100%
durante 30 min. Después, el material se infiltrd en vresina
Epon—Araldita disuelta en etancl ah las siguientes
proporciones y tiempos: 1:2 por 60 min, despuds 1:1 durante
2 hre, luege 2:1 por 12 a {5 hrs, ¥ &l fimal resina pura
durante 3 hrs. La temperatura usada para la infiltracidn fué
de 70-°C,

Log cortes se tifferon con acetato de uranile al 9%
(p/v) durante 15 min y despuds con acetatc de plomo al Q.4

(p/v) tambidn durante 1S min,
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Las muestiras se examinaron utilizando un microscopio

electrdénico de transmisidn marca Joel modeleo JS=100,

MICROSCOFPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Log CRI aislados mediante gradientps de sacarosa, se
fijaron con glutaraldehideo al 2.5% disuelts en amartiguador
de cacodilatos pH 7.2 (0.1M]), a temperatura ambiente durante
S min, Se centrifugd a 3,000 r.p.m, pgor 5 min, se desechd el
sobrenadante, y el precipitado ge continud fijando en una
nueva solucidn de glutaraldehido, manteniéndoss a 4 sC
durante 2 hrs,

La muestra se ctlocd en un filtro Millipore HAWG-0130Q
{porcv de 0,45.m) mediante una Jjeringa ﬁléstica. El filtro se
calocd luego en amortiguador de cacodilatos durante 30 min y
después se mantuvo en una solucién de tetradxido de osmio al
1% (disuelta en el mismo amortiguadovr}) por 12 & 16 hrs.
Despué¢s de lavarse en el amortiguador , se deshidratd y secd
al punte <critico., Las muestras Sse examinaron en un

microscopia electrdnico de barrido ISI Super III A.
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RESULTADOS

PRODUCCION Y PURIFICACION DE ENTEROTOXINA: Siguiendc el
precedimienta  descrite, durante la cromatograftia se
obtuvieron dos grupcs de fracciones que mostraron
abscrbancia a 280nm (Fig. 2), 21 garupo gque aparecid primero

tenia una absorbancia mayar a 260nm gue a ZBCnm, pero el

0.5.‘ — =

0.4+

A0
. .

0.2-

0J1

1 | T { 1
4 8 12 16 20

fracciones

Fig. 2. Fraccicnamiento de 1la elucidn durante la filtracidn
en gel de la enterotoxina. Se utilizd upa columna d= 2.5 X
40 cm., empaquetada con Sephadex G-100, El flujo fué de 139 a
21 ml/hr, colectdndose fraccicnes de S ml.
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segundo grupo mostrd mayor absorbancia a 280 que a 260nm.

Al someterse a inmunodifusidn de Quchterlony, el grupa
de fracciones con mayor absorbancia a 280nm fué @l Gnico que
mostrd identidad inmunold&gica con la enterotoxina esténdar.

El anilisis de pureza de la enterotoxina mediantae la
electroforesie en gel de peliacrilamida en condiciones no
disociantes, mostré una scla banda que correspondfa a la de
asa proteina {(dato na mostradal.

CULTIVD DE LAS CEPAE EN EL MEDID DS CON ALMIDON O RAFINOSA
ESTUDIOS PRELIMINARES:

En los estudios preliminares, se cultivaron las cepas
NCTC 8238 y NCTC 82339 en &l medio DS con almiddn a 37, <43 y
46+C, con el fin de determinar el crecimiento de la bacteria
entre el rango <de su temperatura optima de crecimiento vy
compararlic con el obtenido a 37¢C. Se observd (Fig. J} que
las dos cepas mastraban un crecimiento muy pobre a 46<C a
diferencia del obtenido a 37+C, la mayoria de esas célulasg
eran vegetativas (Fig. 8, ¥ solo um nrumero reducideo de
ellas iniciaban el proceso de esporulacidn pera no eran
capaces de fimalizarlo. Un compartamiento similar se
observd a 43+<C. Otras cepas enterotoxigdnicas coma la
FD-1041, la FD-884 y la NCTC 1324Q, también mostraron un
estaso grecimiento a esag temperaturas (dato no mostrado).

Cuando se sustituyd el almiddn del medio de cultivo por
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Fig. 3. Efecto de la temperatura en el crecimiento de C,
perfringens en el medio DS con almidoén a 37 ¥ 46-C, &) cepa

NCTC 8239, b) cepa NCTC 8238.

49



rafinosa, la c¢epa NCTC 8239 mostréd & 46°C un crecimiento
similar al obtenido a 37°C. (Fig. 4), ademas de gque tambidn
se observd la formacidén de un @ran numera de células con
esporas maduras. Un comportamiento similar fué mastradca por
la cepa NCTC 8238, Estos datos nos permitisron concluir que
1a rafinosa era un carbohidrato mas apropiado para obtener
mayores proporciones de creacimiento y de esporas a la

temperatura éptima de crecimiento,

.-—-. —u
200+
b ,7'\..
=
~) 150+ o
)
i
A . 0
1100- a @:46°C
> / w:37%C
L~ 4
. Py -
50- /
/.
:ﬁf’=”/
T T ) )
2 4 (o] 8
Charas)

Fig. 4. Efecto de la rafinosa en ! crecimiento de C.
perfringens cepa NCTC 82339 a 37 y 46<C, 2n el medio DS.
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CULTIVO DE LAS CEPAS EMN EL. MEDIO D8 CON ALMIDON

Habiéndoae observada en los experimentos preliminares
que: {) cuando se utilizaba almidén en 21 medio de cultivo a
43 vy 46-C sg obtenfa un pobre crecimiento y las células que
itniciaban la esporulacidn eran incapaces de terminarla y 2)
que cuando se sustitufa el almiddn por rafinosa se obtenia
un buen crecimienty y s observaban uwun gran ndmerg de
esporas maduras, se pensé que €l almiddén podfa ser el factor
responsable de la incapacidad de crecer y esporular de 1las
cepas a esa temperatura.

Para determinar si el almidon era utilizado por 1la
bacteria a 46°C, se procédid a analizar la concentracidon de
este carbchidrato durante el cultivea a 37 y 46*C de dos
capas enteratoxigénicas,

En la cepa NCTC B239 se demostrdé (Fig S53a) que a 37+C, a
medida que el cultivo crecla, la concentracidn de almiddn en
el medic disminuia; sin embargo a 46°C la concentraclan de
aese rarbahidrato permanecid casi estable mastréndose un
cracimiento wmuy pobre. Un comportamiento gimilar fusé
mostrado peor la cepa NCTC B238 (Fig Sbi); en esta cepa el
crecimients a 37°C fué mas lento que en la cepa NCTC 8239,
not andose también una disminucidn mas lenta en la hidrdlisis

del almiddn del medio de cultivo.
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Fig. 5. Crecimiento de C. perfrirgens y concentracion

almiddn en el medio DS, durante el cultivo de las cepas NCTC

8239 (a) y NCTC 8238 (b).
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Los resul tados obtenidos &n esos experimentos hacian

pensar en la posibilidad de que el almiddn no era

porque la bacteria era incapa:z

de hidrolizarlo a

utilizado

esla

temperatura. Para comprobar esta idea se afiadid aamilasa de

B. licheniformis a los cultivos de las dos cepas a las 3,4 y

g3 horas, cobservdndoze en la

inmediato en el crecimiento

107 wsporas por ml de cultivo (Tabla 1), ademds como era

cepa NCTC 6239 un incremento

(Fig. 6) llegando a formar 3.9 X

de

esperarse, la concentracidn de almiddén disminuyd rapidamente
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S \
.'9: 737 \ 150

\ |
—E' \ 46°C
‘ ».
,,,: ' ®-0:Sin amilasa
v | i . o
c! oy AA:con amilasa 19
‘o |
2
ol
.
c! 25— \ 50
v b
o] Ao
Q L2
T T —T ) T
2 4 é 8 10 12
tiempo (horas)

Fia. 6. Efecta de la adicidn de ao—amilasa de B.

licheniformis, @ 1lns cultivos de C.perfringens cepa NCTC

8239, en el medio DS rcon almidédn incubados a 46C. Las

flechas indican el tiempo de adicidn de la enzima
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Fig. 7. Efecto de la adicidn de o-amil asa de

B8.licheniformis, a los cultivos de C. perfringens cepa MNCTC
8238, en €l medioc DS con almidén incubades a 46*C, Las
flechas indican el tiempo de adicion de la enzima.

i
(Fig. B). Por su parte la cepa NCTC 8238, tambidgn mostrd  un
gran crecimiente (Fig, 77 llegands a praduciryr 5.2 x 10’
esporas por ml del cultivo (Tabhlas 1, Fig: )¢ Muchas de las
células en esparulacidn de esaos cultivos, al ohservarse al
microscopgio de contraste de fases, mostraban la inclusidn
intracelular en forma de barra, que indicaba la formacidn de

enterotoxina intracelular.

Otros carbohidratos como la maltosa y la glucosa al ser
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de células de C.perfringens cepa NCTC 8238, cultivadagiﬁﬁ)
B HMECCENGERERATEDE ‘BIBLIOTECAS
utilizados coms sustitutos del almidén en el medio DS
también promovieron el crecimiento de esas cepas a 432y
46eC, aunque la produccidn de esporas fué nula o muy escasa.
Por otre lade, se analizarcon tambidén dos cepas no

productoras de enterotoxina, y estas mostraron un
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Fig.10. Erecimientc € hidrdlisis de almidén de C.perfringens
sepa FD-1 (no enterctoxigénical en el medio DS a 37 y 46 *C,

46°C fué mas acelerado que el de 37=C, provocandose bvambidn
una disminucidn mas vrapida del aimid& en el cultiva,
(Fig. tO2 . Q%tra «cepa 1la ATCC 3624, tambidn mostréd un
crecimientc muy rapide a 46eC sin necesidad de agregar
amilasas de i1gual manera gque en 1la otra cepay la
concentracidn del carbohidrata tambidn disminuyd rapidamente
(Fig 11). En esta dltima cega sin smbargo, la groduccidn d=
esparas a 468 fud mencr (5.3 % 10%/m1 que las obtenidas a4

37°C (3.1 x 10°/ml) €Tabla 1i).
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Fig. 11. Crecimiento

perfringens cepa ATCC 3624 (no enterotoxigénica) a 37 y 46°C

en &1 medio DS.

\ amilasa esporas / ml
TeC anadidas NCTC 8239 NCTC 8238 FD-1 ATCC 3624
537 ) 3.9 x 10° 5.2 x 107 3.0 x 107 3.1 x 107
46 0 < 100 < 100 4.2 x 10° .3 x 10°
48 90 3.1 x 10° 3.4 x 10° NR* NR
|

#g g de enzima/10 ml de cultivo.

Tabla 1. Produccidn de esporas en

de C. perfringpens,
B. Iichenifarmis, a 37 y 46+C. La

en presencia o ausencia de

*NRa No realizado

el cultiva de varias cepas
o—amilasa de

determinacidn se realizd a

las 12 hr de incubaridén de los cultivos,
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CULTIVD DE LAS CEPAS EN EL MEDIU DS CON RAFINOSA

Debide &8 que tadas las cepas empleadas en estos
exper imentos, con excepcidn de ls FD-1041, mostraraen uwna
velocidad de crecimienta “"y" mas rapida a 43+C que a 37,46 o
43 , se decididé usar 4943°C come la temperatura de
incubacidn de estos cultivos,

Habidndose demcostrado en los estudios preliminares que
la rafinosa favorecia 2l crecimiento ¥ la esporulacidn de
varias cepas en el rangx de su TOC, pretendimos entonces
utilizar este carbchidrato en el medic DS para demostrar vy
medir ia produccidn de enteratoxina y de esporas a esa
temperatura, schre tode en aquellas cepas que habfan sido
al1sladas de brotes de toxi-infeccicnes alimentarias.

Al  cultivarse la cepa FD-1041, se cbservd un
crecimiento similar a 37 y 43°C (Fig. {2), sin embarge 2
43 fué mas acelerado gue a 37+C., La proporcidn de esporas
producidas tambidgn fué squiparagle a las dos temperaturas,
aunque & 43¢ se& detectarmn mas rdpidc (3 hts.) que a 37-C
{5 hrs.).

La enterctoxina tambidn se produjo a 43°C, detectandose
a las 3 horas de cultiva y mestrando un maxime de produccidn
intracelular a las § horas (Fig. 132,

Cuando se observaron los <cultives al microscopia de
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Fra. 12. Crecimieato y ssporulacidn de €. gperfringens cepa
FD-1041, en el media DS con rafinosa a 37 y 43°C.

-ontraste de fases, se notd gque las ceélulas en esparuvlacidn

de esa cepa, cantenian ungs cuerpas 1ntracelulares copacos.
Mediante la abservacidn al microscoplio electrénico de cortes

de esas células, se confirmd 1a formaci1dn de esparas y 1a

presencia de grandes inclusiones ciltopldasmicas glcbulares

(Fig. 14y,

6O



T b Sl =
@ Sy =
% KT Ry
e 15— 3 .*. \ - —6 r-
o { ) A~ & o
e { « ® =]
1 = ' Y | a
* Q* _4': { * s —5 *
> i *x ! ® * [
=) £* 1 -« . i 3
% . ] ® L] ‘ T
~ .
< x ©® 37 : : ° 4 : 5
° -
2 #* { : e %@
*x O . ' B ;* ~
- 1
g S 3
: |
' a
9 e ! .* 2
E I e
*.
~*e
K = sow
T ] ] {
2 4 6 8
tiempo C(horas)
Fig. 13. Crecimienty, esporulacidn Y produccidn de

enterqtoxina de C.perfringens cepa £0-1041 a 43-C,

Otras cepas come la NCTC 10240 (Fig. 19) y 1la FD-884

(no mostradal) mostraron tambidn pruouparcicnes similares de

praduccidén de esporas y de enterotoxina a 37 y 43eC (Tabla
2). Las cepas no enterctaxigénicas FD-1 y ATCC 3624, tampoco

produjersn enteratoxina detectable a 43+C, aungue si un gran

numero de esporas a esa tempevatura.
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e

Capa T<C Esporas/ml Enterotaxina’
— ==
FD-1041 37 6.3 x 10° =26
43 1.3 x 107 513
FD-884 37 2.6 x 10° 394
43 9.1 x 10° 392
NCTC 10240 37 2.4 x 107 337
43 9.8 x t0° 301
FD-1 a7 2.6 x 107 ~nD*
43 1.1 x 107 ND
ATCC-3624 a7 3.5 % 10" ND
43 8.7 x 10° ND

% g de aenterotoxina/mg de extracto celular
*ND1 no detectabla.

{
Tabla 2. Esporulacidn y produccidn de enterotoxina por
varias cepas de C.perfringens cultivadas a 37 y 43*C en el
aedio DS con rafinosa.

enterotoxina qua 37<C, era necesarid determinar a1 las
célulag veqgetativas no esporuladas eramn tapaces de producivr
enterotoxina a 43+C. Sin embargo en ninguna de las cepas
estudiadas (FD=104] vy NCTC 8239) =ze detectd la preesencia de

la toxina.
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10240, cultivadas en el medio DS con rafinosa a 43-6. quo
muestran la espora en formacidén (28,500 X)

Durante el «cultivo de las células vegetativas no
esporuladas a 43°C, se detectd la presencia de un cuerpo
esférica intracelular (Fig. 16, 17 y 18). Al observar las
células al microscopic de contraste de fases, se noté gque

estas 1nclusidénes eran muy brillantes y diferian de las
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producidas por las células en esparulacidn en que éstas eran
opacas.

Se demostré que este cuerpo brillante intracelular
(CBIY se faormaba principalmente entre 43 a 46°L. A 370 no
se detectd su presencia en la bacteria, mientras que a 49
la inclusidn aparecia en forma i1rregular dependiendo de la

cepa.

Fig. 16. Fotagrafia al MLC T OSCOP 1D electrdédnico da
transmisidn, de cortes de células veagetativas de e
perfringens cepa NCTC 8239 mostrando el CBI (57,3500 X»,
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Fig. —18. ratografia al microscopio electrénico de
Eransmisidn de cortes de células vegetativas de C.

perfringers cepa PS-52, mostrando el CBI (52,000 X),.

Figs 19. Fotografia al microscopio electrdnico de
transmisidn de cortes de células de C. perfringens cepa NCTC
8233, rotas mediante alta presidén,

mostrande el CBI libre
(52,000 X



El aislamiento de la inclusién se logréd mediante la
centrifugacidn, de los restos particulados de células rotas,
en gradientes de sacarosa o de diatrizoato de sodio, las
cuales permitian la formacidén de una banda definida

compuesta principalmente de CRI (fig., 20 y 219,

<

Fig. 20 . Fotografia al microscopio electrdnico de barrido
de CBI aisladas mediante centrifugacidn en agradientes de
densidad de sacarosa (5,000 X).
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Fig. 21 . Fotograffa al midrascopio electrénico ( de - barrido
que muestra ©CBI aislados mediante centrifugacion en
gradientes de densidad de sacarosa (5,000 X).

Una vez aislado, se procedid a analizar su composicion
guimica, determinandose la presencia de aquellaos compuestos
que pueden farmar inclusiones intracelulares.

Los anilisis no detectaron la presencia de
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pol i~-F-hidroxibutirate, ni de glucdgeno o de fasfato
inarganice &n al CBI.

9in embargo, mediante varios meétodos se comprobd gue la
inclusidn estaba compuesta grincipalmente por proteina. En
el método de Hradiord cuande se utilizéd albdmina Sérica
bovina como estandar, €l anidlisis indicdé que el CHI estaba
compuestc de proteina en un 85%, sin embargo, a1l wutilizar
una mezcla de la misma albumina con Z—dalobultna &n
pragorcidn 1:] como estdndar, se determind que el cuerpo
ectaba constituidca por 1QQ0% de esa sustancia. Una té&nica
alternativa, la de Lawry, utilizando s6lo la Jalbumina como
@stdndar, mostrd que el 8% del peso del CBI era proteira.

Ya congc lendo que el cal estaba constituide
principalmente de protefna, gra necesar 1o determinar si eésta
era enteroteoxina.

De los tratamientos usados para la solubilizacidn del
TRI,,el DS al 1 y 10% sclamente provocd un aumente de
volumen de las in¢lusiones y las hizo translucidas, pero no
las solubi1li1zé. €1 Triton X-114, el colato de sodioy el
CHAPS y la urea, provecaban un oscurecimiento de los cuerpos
intracelulares sin sclubilizarlas. El calor (7S5eC durante (S
min.) al igual que €l DOTT 0.05M no mostraron ningdn efecto
aparente en las inclusignes.

lL.a combinacidn del SDS al 1% con DYT O0.05M o can
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disuelta con con §08 + DTT. El1 NaOH tambien disolvié los
CEI, obteniégndose tambien wuna banda aunque algo difusa
(datos no mostrados).

Mediante el métode anterior s& determind el peso
molecular gde la banda principal de protefna, el cual fué de
47 kd (Fig. 221,

Ninquna de las wmuestras solubilizadas con los tres
tratamienines mostrd identidad inmunoldgica con la
enterctoXxina mediante la técnica de Ouchterlony. Ademds se
demaostrd que todas las cepas estudiadas, tanto
enteratoxigénicas ¢omo no ent=2rotoxigénicas eran capaces de

proguciy el CRI (Tabla 3.

= SN

Cepa Enterotoxigenicidad c:

P— —ce—————————
NCTC 8238 % +
. NCTC 8239 + *
NCTC B679 * +
NCTC B798 + +
FD-800 + +
FD-1 - *
P8-19 - +
L_ATCC-3626 - +

Tabla 3. Produccidn del TBI por cepas anterotoxigénicas y no
entarctoxigenicas de C.perfringens.
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Los resultados de la resistencia al calor de las
esporas producidas a diferentes temperaturas, fueran auy
interesantes. En e=stos experimentos se emplearon esporas de

las cepas FD-1041, FD-1l y ATCC 3624 producidas a 32, 37 vy

43 =C.
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Fig. 23. Curvas de muerte térmica de esparas de

C.perfringens cepa ATCC 35624, producidas a 32, 37 vy 43~C vy
sometidas a 85<C.
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Fig. 24. Curvas de muerte térmica de  esporas de

C.pcrfringens cepa FD-1041, producidas a 32, 37 y <%3<C, vy
sometidas a 95°C.
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Fig. 25. Curvas de muerte térmica de espaoras de C.

perfringens cepa FD-1, preoducidas a 32, 37 y 43C. ¥y
somet idas a 835 +C.

{

Las esporas de lam cepas ATCC 3624 y FD-1, se trataron

a 89+C, mientras que las de la cepa FD-1041, qgue wmostraron-

mis termoresistencia se trataron a 95-C.

Las curvas de muerte térmica para cada cepa se muestran
en las figuras 23, 24 y 235. En estas = observa la
sobrevivencia de esporas tratadas con calar a medida - que

transcurre el tiempo. €n las tres cepas y con las diferentes
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== < /R0 O S I
+ +
TeC de D-a Du
S R ———
Esporulacion FD-1 ‘ ATCC 3624 FD-1041
R = ]
32 37 48 noT*
37 &4 74 116
43 B85 [0 200
- =

+: @an minutos

#NDT1 no determinado.

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

muestras de esporas, las curvas siguieron un patrdédn 1lineal
(exponencial), con la excepcidn de las esporas producidas a
32<C de 1la cepa FD-1041, las cualesg siguieron un
compor tamiento rectg perc bifasico.

A partir de esas "curvas", se obtuvo el valor D para
cada muestra de esporas, estos se detallan en 1la tabla
4. Esos datos indicaron que existe una relacidn entre 1la
temperatura de esporulacidén y la termorresistencia de 1las
esporas obtenidas en las rangos estudiados.

Esa relacidén implica que entre mayor sea la temperatura
de esporulacidn, mayor serd la termorresistencia de las

esporas producidas.
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DISCUSION

Ourante la purificacidn de enterotoxina en la
cramatografia de elucion, se obtuvieron dos grupos de

fractiones -on absorbancia a 280nm. $Sin embargoe sdlo el

segundo grupo mostrg identidad 1nmunoldgica Yy actividad
bioldgica similar a 11la enterotuxina estdndar. Esta es
explicable va gue el primer grupc de fracciones se ha
demostrada que estd compueste principalmente de &cidos
Nuzlelcas (Gramum, P.E. y J.R. Whitaker, 19802,

La produccidn de enterotoxina fué de gran utilidad para
l. vrealizaci1én de este trabajo, ya que cuando éste se
intcid, 1a  teovina no se obtenfa comercialmente, eésta se
empled en la produccidn de antisuerc y coma esténdar tanto
para la cantrainmunaelectraforesis, camo para la
caragterizacion parcial del CBI

Los exper imentos preliminares des<ritos en ia
intraduccidn de esta tesis, fueran similares a los
realizados por Kim, Cheney y Waodburn (196€7) y por Labbé vy
Duncan ¢(1974), Ellos indicaban gque la esporulacién y la
produccidan de entercotoxina temfan una temperatura dptima de
37C y que a 46+C la deteccién de esporas y enterotoxina eva

nula o« apenas detectable. Nuestros resultados también



indicaron gue la esgsporulacidn era pcobre a 46<C, sin embargo
cuando se midid =1 crecimiento de =s0s cultivos, s& observd
que el cultive snlo experimentaba un crecimiento durante las
tres primeras horag despuds de la ineoculacidn, ademas se
compraobdé que la concentracidn del almidon del medio
permaneci1d cas: estable. Este comportamiento diferfa mucho
de los cultivos incubados a 37+C, los cuales mostraban un
crecamiento satisfactorio acompafiado gor una disminucidn en
la concentracidn del almiddén.

Estogs datos sugerfan una posible relacidn directa entre
un crecimienta satisfactorio y la hidrdlisis del almiddén.

Cuando se hidralizd el almidédn de los cultives a 46+C
mediante la adicidn de o—amilasa de RB.lickheniforsis, cse
arigind un crecimiento similar al obtenido a 37<C con una
gran formacidén de esporas refrdctiles, ademds, muchas de las
céiulas en esporulacidn mostrahan la presencia del cuerpo
intracelular en forma de barra que indicaba la formacidn
intracelular de enterotuoxina. Esto apoyaba la sugerencia de
qQue la bacteria na crecia ni esporulaba debidoe a que no
podfa hidrolizar el almiddén.

La adicidn de amilasa a un cultivo a 46*C en el medio
DS sin almidén, no provocd ningdn crecimiento adicional
despuds de las tres horas ni preodujc espaoras refractiles.

Esto indi-caba que la enzima per se nNo era la responsable
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directa del crecimiento ¥ 1la esporulacidén de esos cultivos,
sinc al almidén hidrolizado.

Otros carbohidratas coma la maltosa y la glucosa (que
son el resultado final de la actividad de las amilasas sobre
el almiddén), al ser utilizados como sustitutos del aimiddén
en el medic DS, también promovieron el ¢crecimiente de esas
cepas a 43 y 46+~(, aunque la producciédn de esporas fué muy
escasa. Esto puede ser debido a que los carbohidratos de
fdcil metabolisma comd la glucosa y maltosa pueden reprimir
la esporulacidén de las cepas como sugieren Elmerich y Aubert
C1375),

En log rnultivos a 43 y d46«C de las cepas en estudiog,
tanto los carbohidratos del extracto de levadura como la
utilizacidn de la proteosa peptona, podrian proveer de
energia para el crecimiento aobservads durante las tres
primeras horas de cultivo, sin embargo al disminuirse esos
nutrientes se podria detener el crecimiento e iniciar la
esporulacidn. Nuestras abservaciones de [—2- 1ol cultivos
indicaron que algunas células 1niciaban . la formacidén de
esporas pero no llegaban a terminar €l proceso., Cuando por
la accidén de la amilasa aMadida se generaban carbohidratos
facilmente metabolizables, estos podrian haber praoveide de
la energia suficiente para la continuidad en el creacimiento

Al

Yy la formacidn de esporas.
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De Mendoza y Cronan (1983) y Svobodovd y Svoboda (1988)
han demostradoa que la temperatura puede afectar Ia
estructura y funcidn de la membrana citopl&smica , ¥y Hao ¥y
otroe (1389) reportarcn que la secrecidn de oramilasa en
Bacillus subtills estd regulada por temperatura.

La actividad de amilasz=a demostrada an los extractos
walulares de cultivos de C.perfringens a «6°C (Observacidn
perscnal?, Sugliere que la amilasa sfi puede ser producida a
&sa temperatura, pero que pusden existir problemas para su
sacrec 1dn.

A diferenci1a de las cepas enterotoxigénicas estudiadas,
las dos zepas no productaras de enterotoxina s fueron
capaces de crecer satisfactoriamente en el mismo medio a
46 °C hidrolizando 21 almiddén con su propla amilasa. Como
puede observarse en las figuras 10y 11, la velocidad de
crecimiento de los cultivos a 46+C fué mucho mas rapida que
las incubadas a 37°C; esate era de esperarse tomanda en
cuents que se encontraban entre el rango de temperatura
dptima de crecimiento.

La cepa ATCC 3624 i1ncubada a 498°C pradujo un nudmero
bajo de esporas comparado con €l namere obtenido a3 37°C,
esto puede ser debido a que la bacteria hidrolizd en forma
muy répida €l almiddn del medio de cultivo preoveyendo de

subunidades de carhohidratcs mds facilmente metabolizables,
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que por un lado facilitaron el crecimiento acelerade del
cultive ¥y por otro reprimieron la esporulacidn.

La sustitucidn del almiddn por rvafinesa faverecid no
solo el crecimientn sina tambidn la formacidn de esporas vy
de enterctoxina en las cepas enterotoxigeénicas.

Las cepas empleadas en 1ns cultives con rafinosa
mostraron en su mayoria tener una velocidad de ¢recimiento
("u") mads rapida a 43 que a 48~C, por lo que se decidid
utilizar 43« coma la temperatura de incubagcidn en estcos
evpearimentos.

Los estudias en “epas aisladas de brotes de
toxi-infecciones alimentarias, demostraron gque estas eran
capaces de praoducir esporas Yy enterctoxina a 43<«C en
proporciones similares similares a las obtanidas a 37°C. Dos
de esas cepas, la FD-1041 y 1l1la FD-894, produjeron altas
cantidades de toxina, ademgs se observd que durante la
esparulacian produc{an gr andes cuerpos globulares
intracitopl &smicas.

Se piensa qgue estas imclusiones pudieran estar
compuestas de enteraotoxina, ya que de acuerda a nuestras
datos, en estas cepas, alrededor de la mitad de la proteina
de sus extractos celulares es enterotoxina. Los cuerpos
intracelulares en forma de barra, gque estian compuestss de

enterotoxina, se observaron en las élulas en esporulacidn
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de otras cepas, pero nd en la FD-1041 ni en la FD-BS4.

Al observarse al microscopio de contraste de fases, los
cuerpos globulares intracitopldsmicos s2 mostraban opacos,
por la que diferfan del <¢uerpa brillante intracelular
producideo por las células vegaetativas.

En varias especies de Bacillus y Clostridium s ha
demastrada que la temperatura &ptima para la esporulacidn
es similar a la Sptima para €l crecimiento (Williams.0.B. vy
W.Js Rabertson, 1953).

En C., perfripgens se comprobdé que tanta 1la produccidn
de esparas termoresistentes Coamo la formacidn de
enterotoxina ocurvrian mas radpidamente a 43 que a 37<C,
sugiriéndose gque la temperatura doptims de crecimiento
tambi1én era mas favorable para esos eventas que la de 37°C

Estos resultados difieren de los reportes de Kim,
Cheney y Woadburn (1967), de Labbé y Duncamn (1974), y de
Rey, , Walker y Rahrbaugh (1975)quienes obtenfan & 37<C
cantidades de asporas mucho mdas grandes que entre el rango
de su temperatura Sptima de crecimiento. Sus resul tadeas smon
explicables ya que &2llos utilizaron medice de cultive con
almiddén,

Otra informacidn muy impartante obtenida en este
trabajo es que 1las esporas producidas a 43<C eran mas

termorresistentes que las producidas a 37¢C, las que a su



vez eran mas resistentes al calor gue las formadas a 32-C.

Las curvas de muerte térmica de las esporas de la cepd
FD~1041 mostraron una caida importante en el ndmero de
esparas vivas durante los primeros minutos de calentamiento.
Una posible explicacidn para este comportamiente puede ser
que esta cepa produzca algunas esporas con una mov fologia
defectuacsa que pudiera Iafluir en su tearmorresistencia.
Labbé y Rufner (13980) han demostrado, wmediante estudios al
microscopio electrdnico de transmisidn, gue ciartas cepas
cuando se cultivan en el wmedio DS con rafinosa pueden
producir algunas esporas con cubierta defectuosa.

La gran disminucidn en el ndrerc de esporas vivas de la
cepas FD-1041 producidas a 32+C puede wer debida ademnds a lo
siguiente: muy pocas cepas de C. perfringens pueden
esporular abajo de 32<C (Rey, C.R., H.W. Walker, and PFP.L.
Rohrbaugh) por lo que esta temperatura puede encontrarse
entrg el limite inferior permisible para la esporulacion de
muchas cepas, an estas condiciones gue mno gon muy favorables
para el proceso de esparulacidn, los factores involucrados
en la termorresistencia podrian no llegar a establecerse &n
todas las células en esporutacidn, lo gque ocasionarfa un
camportamiento bifadsico, esto s una disminucidn rhpida aan
los primeros minutos en el numerc de esporas viables debida

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



termorresistencia, y después la muerte mas lenta de las
esporas con mAs resistencia al calor, Recientemente Lindsay
y otras (19901 haciendo estudios de termorresistencia de
esporas de Bacillus subtiljs tipo & producidas a diferentes
temperaturas, demostraron Ggue lags esporas producidas a
temperaturas cercanas 2 los limites maximo y minimo para la
gsporulacidn mostraban una resistencia al calor amuy baja.

La rdpida formacidn de esporas a la temperatura dptima
de crecimientc y 13 gran termoresistencia mostrada por ésas,
son factores que pueden favorecer la prevalencia de las
enfermedades gastrointestinales.

FPor otra parte el CBI, producido por las ceélulas
vegetativas & 43-46+C al observarse al micrascopio de
taontraste de fases, se presentaba como un cuerpo brillante
facilmente confundible con una espora.

Nuestra primera impresidn Tué gue esa inclusidn podria
estar, compuesta de enterctoxina, ya gue &l nico cuerpo
intracelular demostrada en C. perfringens estaba <compuesto
de esa proteina, o bien gue estuviera constituidoe de
glucégeno debido a que el medio de cultivo era rico en
clucosa.

A pesdr de que la presencia de carbohidratos no fu#é
detectado por 21 método de la antrona, sf{ se demostraron

pequefias cantidades por el procedimientoe del fenol-dcido
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sulfurico. Sin embargo, aunque la principal banda de
proteina del CBI no contenia azvcares demostrables, s{ se
detectd la presencia de gluccopraoteinas en otras bandas
meEnores, se cree gque estas proteinas proveni{an de algunas
fracciones de membranas que permanecian unidas a la
1inclusidn atn despudés de aislarse por medio de l1a
centrifugacidn en gradientes de densidad.

De acuerdn a la observacidén al microscopio electrdnico
de transmisidn de cortes de células I(ntegras y rotas, sa
determind gue esas estructuras eran restos de 1la membrana
plasmat “-a Aue se mantenian adheridas a la inclusidn despuds
de que la baLtsria se rompia.

Aunque, no se demostrd que el CBI estuviera compuesto
por enteroctoxina, ¥y va que su e&xistencia no estis descrita
en la literatura, esta inclusidn merece un estudio detallado
que brinde informacidn sobre el posible papel gue Jjuega en
la bacteria y/o en el microambiente del intestino humanao vy
de animales.

Par atrr lado, la rapida formacidn de enterotoxina a la

temperatura dpitima de crecimientc de la bacteria puede

favorecer la rausal idad de las toxi-infeccidnhes
alimentarias. Naik y Duncan <C1977) y Craven (1989)
demestraron que €. garfringens podia esporular y producir

enterotoxina en alimentos a 37*C, ademas ellos han sugerido
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que la ingestidn de la toxina Junto con 1 alimento podria
1ncrementar la severidad de los sintamas de la
toxi—infeccidn alimentaria.

Como @s sabido, muchos al imentos despuds de cocinarse,
se enfrian a temperatura ambiente durante un largo periodao,
otraos, los del tipo de buffet, en muchos casos se mantieneén
a temperaturas alrededor de los 40 a 50+C por muchas horas.
En estas condiciones de temperatura, se podria favorecer la
proliferacidn rapida de C. perfringens en un perioda muy
zortn de tiempa, en 21 cual las células pudieran iniciar o
terminar la esporulacidn con la consiguiente produccidn o
liberacidn de la enterotoxina respectivamente, en el
alimento.

Sin duda alguna los resultados descritos tendrdn gran
impacto en la consérvacidn sana de los alimentos, ya que e
deberd tomar en cuenta la potencialidad de €. perfringens
de egporular y producir enterotoxina a su temperatura dptima
de crecimiento

Casi la totalidad de los estudios sobre 1a esporulacidn
y la produccién de enterotoxina tante in vitro como in vivo
€€ han realizado a 379+C, con la informacidn genherada en este
trabajo, se requeriran de estudios profundos sobre estos y
otros eventos interrelacionados tanto en medios de cultivo

coma en alimentos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los vresultados abtenidos y con la

Lnformacidn antecedente, se concluyd lo siguiente:

a)> La 1ncapacidad de lag cepas enterctoxigénicas
estudiadas de crecer y esporular a 46°C en el media DE con
almiddén, se debe a que na pueden hidrolizar este
carbohidrato a esa temperatura.

b2 Existen cepas no enterotovigénicas que hidrolizan el
almidén del medie DS a 45<C, ¥y crecen Yy esporulan & esa
temperatura.

<) €., perfringens es capdz de crecar, esporular ¥y
praoducir enterotoxina a su temperatura Sptima de
crecimiento, en proporciones similares a las mostradas a
37+C, si se sustituye al almidén del medic DS por rafinosa.

@) La esporulacidn ¥y la produccidén de enterotaoxina,
acurren mds rapido a su temperatura d<ptima de crecimientc
que a 37 ¢C,

2) La termorresistencia de las esporas es directamente
proporcional a la temperatura de incubacidn a la que fueron
formadas.

f1 El CBl estd compuesto principalmente de una proteina
con un peso molecular de 47 Kd, que es diferente a la

enterotoxina.
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PERSPECTIVAS SOBRE FUTURAS INVESTIGACIONES
EN EL TEMA

a)' Actualmente las pruehas parva clasificar una cepa de
C., perfringens cama enterataxigdnica o nae enterotoxigénica,
&€ basan en la deteccidn de la enterotoxina, le cual resulta
tardado y labarinso, algunos los ma&s ré&pidos son caros vy
requieren de equipoe sefigticado,

La relacidn indirecta emtre la capacidad de hidrolizar
@l almigddn a 40-46+C y la enterctoxigenicidad de la
bacteria, mostrada por las cepas estudiadas, mcetiva @ hacer
una investigacidn que 1nvolucre un mayar ndmerc de cepas,
para detaerminar si este campartamiento sucede en ellas de la
misma manera, de tal mado ngue pueda =mer usado <¢omo una
prueba diagndéstica sencilla rdpida y econdmica.

o) Por otra parte, la regulacion por temperatura de la
hidrélisls del almidén, estimula & estudiar tante la

sintesis de la amilasa, como su process de SHecrecidn y su

actividad a diferentes tempsraturas.

c) La demostracidn de que C. perfringenr esporula ¥y
praduce entercotaxina on forma rd&pida & su temperatura dptima
de crecimiento en los wmedics de laboratorio empleados,

motiva tambidn a analirar esos eventos en atimentas de
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consumo generalizado que sean guceptibles de ser
contaminados con esta bacteria.

d) Habidndose demostrado en otres trabajos qQque las
espor as bacter ianas pueden soportar mayor temperatura cuando
estas se calientan en los alimentos, resulta {mportante
conocar el potencial de scbrevivencia en esos productos, de
las esparas de C. perfringens, producidas a 1la temperatura
Sptima de crecimiento o mayores.

@) La acelerada produccién de enterotoxina a la
teamperatura ¢ptima de crecimiento, ofrece la posibilidad de
hacer més répidos los metodos de deteccidn de entarotoxina ,
lc que seria de gran utilidad para los laboratorios de
diagndstico clinico y epidemioldgico. -

f)> El cuerpo brillante intracelular, que ocupa un
espacio conciderable dentro de la bacteria, motiva a
profundizar en la caracterizacién tanto fisicoguimica como
bicldgica de la proteina, con el fin de determinar su papel
en el ciclo de vida de este microorganisme o bien su efecto
en aquellos organismos tanto grocaridticos como eucaridticos

con los que estd en contacto.
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